UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS
CAMPUS POCOS DE CALDAS

CAROLINA CRUZ FERREIRA

INCORPORAGCAO DE OLEO ESSENCIAL DE Melaleuca alternifolia EM SOLUCAO
DE POLICAPROLACTONA PARA RECOBRIMENTO DE TITANIO
COMERCIALMENTE PURO APLICADO COMO BIOMATERIAL

Pocgos de Caldas/MG
2020



CAROLINA CRUZ FERREIRA

INCORPORACAO DE OLEO ESSENCIAL DE Melaleuca alternifolia EM SOLUCAO
DE POLICAPROLACTONA PARA RECOBRIMENTO DE TITANIO
COMERCIALMENTE PURO APLICADO COMO BIOMATERIAL

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncia e Engenharia de Materiais, pela
Universidade Federal de Alfenas - Campus
Pocos de Caldas - MG. Area de Concentrago:
Caracterizacdo e Aplicacao de materiais.
Orientadora: Prof® Dr2 Neide Aparecida
Mariano

Pocgos de Caldas/MG
2020



Dados Internacionais de Catalogag&o-na-Publicacéo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas
Biblioteca campus Pogos de Caldas

Ferreira, Carolina Cruz.

F383i Incorporacéo de 6leo essencial de Melaleuca alternifolia em
solugéo de policaprolactona para recobrimento de titanio
comercialmente puro aplicado como biomaterial / Carolina Cruz
Ferreira. — Pocos de Caldas/MG, 2020.

111f -

Orientador(a): Neide Aparecida Mariano.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Engenharia de Materiais) —
Universidade Federal de Alfenas, campus Pocos de Caldas, 2020.

Bibliografia.

1. Materiais biocompativeis. 2. Titanio 3. Hidroxiapatita. 4.
Esséncias e 6leos essenciais. |. Mariano, Neide Aparecida. Il. Titulo.

CDD -620.11

Ficha Catalografica elaborada por Thais Aparecida de Lima
Bibliotecaria-Documentalista CRB6/3032




CAROLINA CRUZ FERREIRA

INCORPORACAO DE OLEO ESSENCIAL DE Melaleuca alternifolia EM SOLUCAO
DE POLICAPROLACTONA PARA RECOBRIMENTO DE TITANIO
COMERCIALMENTE PURO APLICADO COMO BIOMATERIAL

Aprovada em: 19/02/2020

Profé.: Dr.2 Neide Aparecida Mariano

Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas

Profé.: Dr. Rafael Firmani Perna

Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas

Prof: Dr. Rodrigo Fernando Costa Marques

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncia e Engenharia de Materiais, pela
Universidade Federal de Alfenas - Campus
Pocos de Caldas - MG. Area de Concentracgo:
Caracterizacdo e Aplicacdo de materiais.
Orientadora: Proft. Dr® Neide Aparecida
Mariano

Assinatura:

Mok, oden

Assinatura;

Instituicdo: Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho Assinatura:



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por me guiar, iluminar e me dar serenidade para seguir em frente
com o0s meus objetivos e ndo desanimar diante dos obstaculos. Agradeco a Ele por colocar
pessoas incriveis durante essa jornada, tornando-a mais leve e suportéavel.

Em especial a minha mée, minha guerreira, inspiracao didria, meu porto seguro.

Aos meus amigos, pela cumplicidade e presenca constante, motivando-me a seguir em
frente. Obrigada a cada um que tive a oportunidade de conhecer e conviver nos laboratérios do
FINEP, por todo aprendizado e por cada conquista compartilhada durante esse periodo.

Meu profundo agradecimento e admiracdo a Prof® Dr.2 Neide Mariano, por toda
dedicacdo e ensinamentos durante todos esses anos. A sempre atenciosa Proft Dr? Luciola
Lucena de Sousa por me acolher e me incentivar. A Profé Dr2 Maria Gabriela N. Campos pelo
carinho e disposi¢do em auxiliar no desenvolvimento das atividades.

Agradeco aos demais professores e servidores do PPGCEM/UNIFAL que
contribuiram para a concretizacao deste momento.

Agradeco também a todas as instituicdes parceiras, DEMa-UFSCar, FZEA-USP, 1Q-
UNESP e UNIFEI, pela colaboragdo na realizagdo das analises.

A UNIFAL, CAPES, FAPEMIG, FAPESP E CNPq pelo aporte educacional e
financeiro.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cadigo de Financiamento 001.

Obrigada a todos que, direta ou indiretamente, fizeram parte desta conquista!



“O que sera real?
Dessa janela eu via
Que o0 mundo atual

N&o me agradaria

Por que néo escolher?
Eu mesmo definir qual
Devo eu acolher

S0 eu sei”

(A Luz e a Sombra — Scalene)



RESUMO

Os avancos nas areas da saude e bioengenharia tém possibilitado o desenvolvimento de
dispositivos médicos que permitam a recuperacdo parcial ou total de Orgdos e tecidos
danificados em decorréncia de acidentes ou doencas degenerativas. As proteses metalicas sao
as mais utilizadas, sendo o titanio o metal mais aplicado na confec¢do das mesmas, devido as
suas propriedades mecanicas aliadas a excelente biocompatibilidade. Visando potencializar o
dispositivo a ser implantado, a aplicacdo de biomateriais poliméricos e cerdmicos esta sendo
estudada. O uso da policaprolactona tem demonstrado caracteristicas promissoras, por sua
biodegradabilidade. Em substitutos ortopédicos, a adi¢cdo de hidroxiapatita tem favorecido a
osteointegracdo. No entanto, complicac@es ligadas a processos infecciosos sdo recorrentes aos
procedimentos cirtrgicos. Como estratégia para minimizar as contaminagfes bacterianas pos
cirargicas, o presente projeto prop6s a incorporacgdo de 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
como bactericida natural, em recobrimento de policaprolactona e de hidroxiapatita em substrato
de titdnio (grau 4). As amostras foram caracterizadas por meio de Microscopia Eletronica de
Varredura, Espectroscopia por Energia Dispersiva, Difracdo de Raios X e Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier, demonstrando que o recobrimento foi realizado
por toda a superficie do material e que a incorporacéo do 6leo essencial ndo alterou a morfologia
do filme polimérico. Visando avaliar o desempenho bioldgico e a evolugdo do crescimento da
camada apatitica superficial, as amostras foram submetidas a ensaio de bioatividade em fluido
corporeo simulado durante quatro semanas. Constatou-se ainda, uma evolucdo da camada de
hidroxiapatita de modo homogéneo e com caracteristica globular, apreciavel para o processo
osteointegrativo. As curvas obtidas no ensaio de corrosdo demonstraram que 0 recobrimento
combinando hidroxiapatita, policaprolactona e o 6leo essencial foi mais resistente ao processo
corrosivo, por apresentar maior potencial de corrosdo. Para avaliar a atividade antimicrobiana
do oOleo essencial, as amostras foram submetidas a ensaios microbiolédgicos de disco-difusdo em
agar para as cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os halos de inibicdo formados
foram de pequena dimensdo, sendo as culturas de Escherichia coli mais sensiveis ao 6leo
essencial. Portanto, conclui-se que 0s sistemas propostos apresentam caracteristicas desejaveis
para aplicagdo em implantes médicos, sugerindo que os mesmos séo favoraveis ao processo

osteointegrativo.

Palavras chave: Titanio. Policaprolactona. Hidroxiapatita, Melaleuca alternifolia.



ABSTRACT

Advances in health and bioengineering have enabled the development of medical devices that
allow partial or total recovery of organs and tissues damaged due to accidents or degenerative
diseases. Metallic prostheses are the most used, with titanium being the most applied metal in
their manufacture, due to its mechanical properties combined with excellent biocompatibility.
In order to enhance the device to be implanted, the application of polymeric and ceramic
biomaterials is being studied. The use of polycaprolactone has shown promising characteristics,
due to its biodegradability. In orthopedic substitutes, the addition of hydroxyapatite has favored
the osteointegration process. However, complications related to infectious processes are
recurrent to surgical procedures. As a strategy to minimize post-surgical bacterial
contamination, the present project proposed the incorporation of essential oil of Melaleuca
alternifolia as a natural bactericide, covering polycaprolactone and hydroxyapatite on a
titanium substrate (grade 4). The samples were characterized by Scanning Electron Microscopy,
Dispersive Energy Spectroscopy, X-Ray Diffraction and Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, demonstrating that the coating was performed over the entire surface of the
material and that the incorporation of essential oil did not alter the morphology of the polymeric
film. Aiming to evaluate the biological performance and the evolution of the growth of the
apatitic superficial layer, the samples were submitted to a bioactivity test in a Simulated Body
Fluid medium for four weeks. It was found also an evolution of the hydroxyapatite layer in a
homogeneous way and with a globular characteristic, appreciable for the osteointegrative
process. The curves obtained in the corrosion test showed that the coating combining
hydroxyapatite, polycaprolactone and the essential oil was more resistant to the corrosive
process, as it presents a higher corrosion potential. To evaluate the antimicrobial activity of the
essential oil, the samples were subjected to microbiological assays of disk-diffusion on agar for
the strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The inhibition halos formed were
small in size, with Escherichia coli cultures being more sensitive to essential oil. Therefore, it
is concluded that the proposed systems have desirable characteristics for application in medical

implants, suggesting that they are favorable to the osteointegrative process.

Keywords: Titanium. Polycaprolactone. Hydroxyapatite. Melaleuca alternifolia.
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1 INTRODUCAO

Diversas doencas acometem a populagdo mundial, impactando no funcionamento de
células e tecidos. A utilizacdo de materiais sintéticos, como substitutos parciais ou totais de
tecidos bioldgicos e proteses artificiais para reestabelecer as fungoes sistémicas, sempre foi uma
grande preocupacdo na area médica, justificando a investigacdo de novos materiais na
engenharia de tecidos. O titanio e suas ligas apresentam uma grande aplicacdo neste mercado
uma vez que aliam resisténcia mecanica e alta resisténcia a corrosdo em fluidos corpdreos, além
de serem biocompativeis (ALVES, 2013; KULKARNI et al., 2014; MONTANHA, 2012;
SILVA, 2012).

Novas pesquisas estdo sendo desenvolvidas, com o intuito de otimizar os materiais
metalicos tradicionalmente aplicados na confeccdo desses dispositivos médicos, aumentando
sua eficacia e melhorando o processo de regeneracao tecidual e consequente recuperacdo do
paciente. Diferentes tipos de biomateriais (naturais e sintéticos) tém se mostrado
potencialmente aplicaveis para estes fins, sendo que sua escolha é crucial durante o
desenvolvimento das proteses, uma vez que ndo devem produzir reacdo adversa local ou
sistémica, ndo podendo ser toxico, carcinogénico, antigénico e mutagénico (GHANBARI et.al,
2009 apud. ALVES, 2013; MONTANHA, 2012; SILVA, 2012).

Dentre os materiais potencialmente aplicaveis para estes fins, destaca-se a
hidroxiapatita (HA), material bioceramico que apresenta baixo risco de inflamacdo, baixa
toxicidade e grande aceitacdo pelo sistema bioldgico, além de acelerar o processo
osteointegrativo devido a composicdo quimica semelhante a fase mineral de 0ssos e dentes
(GUASTALDI; APARECIDA, 2010; MIRANTE, 2015; SHERESTHA,; JOSHI, 2014; SHOJA
etal., 2015; VITAL et al., 2006).

A policaprolactona (PCL), material polimérico sintético muito utilizado como agente
bioldgico, principalmente aqueles relacionados com a liberagdo controlada de farmacos, é
caracterizada por sua versatilidade, biocompatibilidade e a biodegradabilidade (MIRANTE,
2015; SHERESTHA; JOSHI, 2014; SHOJA et al., 2015; VITAL et al., 2006).

Os procedimentos cirargicos de implantacéo envolvem riscos de infec¢do associados
a contaminacdo do implante e/ou as condi¢bGes do paciente e da cirurgia. A contaminacao

bacteriana e a formac&o de biofilmes sdo as principais causas de complicagdes pos cirdrgicas
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de implantacéo, seguida das reacdes de rejeicdo. Sendo assim, estudos sdo realizados visando
a incorporacdo de agentes bactericidas nas superficies dos materiais a serem implantados.
(KULKARNI et al., 2014; RAPHEL et al., 2016).

Os 6leos essenciais constituem uma pequena fracdo das plantas, composta por uma
mistura de substancias volateis e ndo volateis, conhecidos por seus aromas caracteristicos. S&o
amplamente aplicados como flavorizantes nas indUstrias alimenticias e cosmeéticas, tendo
grande destaque na formulacdo de medicamentos, devido a atividade antioxidante e
antimicrobiana dos compostos terpénicos presentes, além de serem naturais e biodegradaveis,
podendo atuar, simultaneamente, sobre varias moléculas alvo, quando comparado a farmacos
sintéticos (CARNEIRO et al., 2014; FIGUEIREDO et al., 2008; FLORES; BECK; SILVA,
2016; MIRANDA, 2014).

Neste contexto, o presente trabalho estudou a incorporacdo do Gleo essencial de
Melaleuca alternifolia em solucdo polimérica de PCL para o recobrimento de amostras de
titnio comercialmente utilizadas na fabricacdo de proteses artificiais, de modo a modificar a
superficie do material, deixando-a mais bioativa e resistente a acdo bacteriana.

Para isso, avaliou-se o desempenho da incorporacdo de 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia em solucdo polimérica de PCL, utilizada para recobrir amostras de Ti
comercialmente puro (Ti c.p. - grau 4) com e sem recobrimento biomimético prévio de HA,
visando potencial aplicagdo em implantes. As amostras foram caracterizadas por meio de
técnicas de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS), Difracdo de Raios X (DRX), Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) e Ensaio de Corrosdo por Polarizacdo Linear, avaliando a possivel alteracdo na
morfologia do filme polimérico ap6s a incorporacdo do 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia, além de avaliar a bioatividade e eficacia do recobrimento biomimético no processo
osseointegrativo. Ensaios microbioldgicos de disco-difusdo em agar também foram realizados

para verificar a capacidade antimicrobiana do recobrimento proposto.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Inmeras doencas afetam diretamente o funcionamento de tecidos e 6rgdos,
acometendo milhares de pessoas ao redor do mundo. Em grande parte dos casos, 0 uso de
implantes artificiais é o tratamento recomendado para que o paciente possa ter as funcdes
sistémicas restabelecidas, bem como a regeneracdo dos tecidos lesionados. Os materiais
metalicos sdo amplamente empregados, sendo o titdnio e suas ligas os materiais mais
difundidos, visto que combinam boas propriedades mecanicas com elevada biocompatibilidade
(ALVES, 2013; CATAURO et al., 2014; LEWALLEN et al., 2015).

Tais materiais sdo classificados como inertes, uma vez que ndo sofrem erosdes ou
desgastes acentuados quando em ambientes in vivo, devido a sua alta resisténcia a corroséo,
caracteristica decorrente de sua capacidade em formar uma pelicula de 6xido quimicamente
estavel que atua como uma protecdo continua (CATAURO et al., 2014; KULKARNI et
al.,2014).

Esta camada é formada espontaneamente e instantaneamente a partir da reacdo com o
oxigénio presente no ambiente bioldgico, interrompendo imediatamente 0 processo corrosivo.
A morfologia e espessura dessa camada protetora dependem das condigdes ambiente, sendo
mais comumente encontrada na composic¢do de TiOz, Ti2Oz e TiO (CATAURO et al., 2014;
KULKARNI et al.,2014).

O alto volume anual de procedimentos cirurgicos e intervencgdes relacionadas com
implantes, bem como as imperfeicdes encontradas e limitacdes das préteses metélicas, sdo
fatores que tém impulsionado a intensiva pesquisa e busca de alternativas para aprimora-las,
ganhando espago como estratégia para desenvolvimento de novos implantes médicos o uso de
aditivos poliméricos e cerdmicos na confeccdo de materiais hibridos bioativos. Novos estudos
sugerem a utilizacdo de biomateriais na area médica, devido a propriedades que sdo atraentes
para confeccéo de implantes, como sua gradual absorcdo pelo organismo e sua biodegradacao
que deve gerar subprodutos atdxicos eliminados pelas vias metabélicas normais (ALVES,
2013; OLIVEIRA et al., 2010; SILVA, 2012).
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2.1 BIOMATERIAIS

O aumento de doencas e fraturas Osseas tem suscitado um grande interesse no
desenvolvimento de biomateriais aplicados na substituicdo e regeneracdo de tecidos.
Impulsionado pelo envelhecimento populacional e pelo desejo da manutencdo das atividades
cotidianas com qualidade, o uso de implantes cresceu notavelmente nos ultimos anos, fazendo
com que o mercado de biomaterial tivesse sua avaliagcdo aumentada de US $ 94,1 bilhdes em
2012 para US $ 134,3 bilhdes em 2017, com uma projecdo de US $ 250 bilhGes em 2025
(PRASAD et al., 2017; XU et al., 2018).

Toda substancia utilizada para tratar ou substituir um tecido, 6rgéo ou funcéo de algum
sistema do organismo, € considerada um biomaterial. Esta pode ser de origem natural ou
sintética, podendo permanecer em contato com o local de forma temporaria ou permanente
(HELMUS; TWEDEN, 1995).

Os biomateriais se diferenciam dos materiais convencionais por possuirem uma
combinacdo de propriedades mecanicas, fisico-quimicas e biologicas que viabilizam sua
implantacdo, sem gerar qualquer reacdo adversa, devendo ser atoxicos, ndo carcinogénicos,
antigénicos e ndo mutagénicos (RODRIGUES, 2013; SILVA, 2005).

Sua selecdo é feita a partir da similaridade ao local a ser substituido, visando a maxima
aceitacdo. Aléem disso, eles devem ser biofuncionais e biocompativeis, ou seja, além de
desempenhar a funcdo desejada, este material deve ser compativel ao meio biolégico em que
serd inserido e devera permanecer neste meio (APARECIDA, 2006).

Os biomateriais podem ser categorizados de trés maneiras: bioinertes, bioativos e
bioreabsorviveis — conforme o aspecto fisioldgico do sitio a ser substituido.

Os bioinertes, englobam todas as substancias facilmente aceitas pelo corpo receptor,
visto que ndo provocam nenhuma reagdo quimica com o mesmo ou liberacdo de componentes.
Os materiais bioativos interagem diretamente com o tecido, induzindo a formagdo de uma
ligagdo quimica na interface tecido-implante, denominada bioades&o, favorecendo a absor¢édo
da protese. Os materiais bioreabsorviveis ou biodegradaveis, sdo de elevado interesse médico,
visto que serdo solubilizados e expelidos pelo organismo de modo gradual pelas vias
metabolicas normais (BASU; KATTI; KUMAR, 2009; BHAT, 2002; HENCH, 2016;
KAWACHI et al., 2000).
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O termo bioinerte, apesar de amplamente utilizado, € considerado inadequado segundo
a Conferéncia da Sociedade Européia para Biomateriais de 1986, uma vez que todo material ird
induzir, ainda que minimamente, alguma resposta do organismo hospedeiro. Desta maneira,
também sdo designados como quase inertes (BASU; KATTI; KUMAR, 2009; BHAT, 2002;
HENCH, 2016; KAWACHI et al., 2000).

Uma quarta classificacdo também pode ser encontrada na literatura, a dos materiais
biotoleraveis. Assim como os bioinertes, o material implantado sofrerd um encapsulamento por
uma camada fibrosa aderente, a qual tera espessura variavel de acordo com as condicdes do
implante, tecido receptor e das cargas mecénicas as quais estes serdo submetidos
(APARECIDA, 2006; CAO; HENCH, 1996).

Existe uma grande variedade de possiveis biomateriais para usar em qualquer
aplicacdo biomédica. As quatro classes ou tipos basicos de materiais sdo metais e ligas,
cerdmicas e vidros, polimeros e compdsitos. A Tabela 1 exemplifica biomateriais de acordo
com sua classificagdo, apontando suas vantagens e desvantagens (APARECIDA, 2006;
HENCH, 2016; KUHN, 2012).

Tabela 1 - Biomateriais e aplicagbes

CLASSE BIOMATERIAL APLICACOES VANTAGENS DESVANTAGENS
- Fixago ortopédica - Alta forca de tensdo - Baixa biocompatibilidade
Metaise - Aco inoxidavel - Implantes - Allta resisténcia ao - Corrosdo em meio fisiolégico
. - Ligas de titanio dentérios desgaste - Perda de propriedades
Ilgas - Ligas de Co-Cr - Préteses cardiacas - Alta energia de mecanicas com tecidos moles
- Eletrodos neurais deformagéo - Alta densidade
- Polietileno - Fios de sutura
-PTFE - Artérias - Elasticidade - Baixa resisténcia mecénica
Polimeros - Poliéster - Cimento - Fécil fabricacdo - Degradacdo dependente do
- Poliuretano - Oftalmologia - Baixa densidade tempo
-PMMA - Pele artificial
i I e ~Babafora de e
Ceramicas - Zirconia A A - Baixa resisténcia mecénica
: o endoddnticos - Inércia quimica . .
e vidros - Fosfatos de célcio . RPN - Baixa elasticidade
- o - Vasos e artérias - Alta resisténcia a -
- Vidros bioativos e x - Alta densidade
artificiais compressao

-Fibrade carbono - Valvula cardiaca  ~ Boa_ blpcqmpatlbllld:ade
- Resisténcia a corrosdo

Compositos - HA-Quitina - Proteses - Dificil fabricagéo

. - - Inércia quimica
- HA-Colageno ortopédicas - Alta forca de tensio

Fonte: Adaptado de APARECIDA (2006); KUHN (2012); SINHORETI; VITTI; CORRER-SOBRINHO (2013);
SOUZA et al. (2018b).
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Dentre as estratégias da bioengenharia tecidual e da terapia génica, é recorrente a busca
por técnicas capazes de suprir os procedimentos de enxertia 0ssea, tais como 0s autoenxertos e
aloenxertos, de modo mais eficaz e sem riscos de complicacbes posteriores. Os esforcos
concentram-se principalmente no desenvolvimento e aprimoramento de substitutos sintéticos,
que exibam propriedades biomecanicas similares as do 0sso natural, com o intuito de acelerar
0 processo regenerativo ou aplicar no tratamento de distUrbios esqueléticos e osteoporose
(DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; FERNANDES et al., 2014; ROLIM et al., 2018).

2.2 TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo, composto por células e uma matriz extracelular, € uma forma complexa
e especializada de tecido conjuntivo, essencial para o suporte muscular e producao de células
sanguineas e imunitarias por meio da medula 6ssea (ESTEVES, 2016; NISBET et al., 2009).

A matriz 6ssea pode ser rotulada como um nanocompdsito, constituido de uma fase
organica, que permite a extensao e flexdo ao 0sso, e outra inorgénica, correspondente a 65 %
da matriz. Tal componente inorgéanica, formada por HA carbonatada, tem a capacidade de
mineralizar, conferindo extrema dureza e resisténcia mecanica ao 0sso, para que este
desempenhe as funcBes de sustentacdo e protecdo (ESTEVES, 2016; JUDAS, 2012; NISBET
et al., 2009).

A fase organica, correspondente a 35 %, € responsavel pela flexibilidade e
maleabilidade da estrutura dssea devido a presenca de fibras de colageno, além de agua,
glicosaminoglicanos e glicoproteinas, diretamente envolvidos no processo de transformacao do
ostedide em osso (ESTEVES, 2016; JUDAS, 2012; NISBET et al., 2009).

Apesar de sua aparéncia inerte, 0s 0ss0s sdo estruturas altamente dinamicas, as quais
estdo em constante remodelag&o. 1sso se deve por sua atividade celular, desempenhada por duas
principais linhagens: as células osteoblasticas, responsaveis pela formacdo da matriz éssea e as
células osteoclasticas, ligadas ao processo de reabsorcdo (ESTEVES, 2016; JUDAS, 2012).

O reparo deste tecido condiciona-se a determinados fatores, tais como suprimento
sanguineo, estabilidade mecénica e extensdo da lesdo. Nos casos em que o sitio danificado

possui grandes dimensdes e morfologias criticas, uma cicatriz fibrosa pode ser gerada devido a
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limitacdo do processo regenerativo (KIM et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2010; SILVA et al.,
2007).

Desta maneira, os biomateriais a serem empregados como potenciais substitutos
0sseos devem apresentar algumas caracteristicas especificas que sirvam de suporte para a
neoformacdo 6ssea e proporcionem a conducéo celular de osteoblastos e precursores a fim de
promover o crescimento tecidual no local lesionado (OLIVEIRA et al., 2010; ROLIM et al.,
2018; SOUZA et al., 2018b).

Além dos pré-requisitos que os materiais destinados a aplicacdo médica devem ter,
como caracteristicas fisicas e bioldgicas compativeis com o tecido hospedeiro de forma que
haja interacdo favoravel e estimulo de uma resposta adequada do mesmo, tais biomateriais
devem ter habilidade de remodelacéo e integracdo com o organismo (APARECIDA, 2010;
GUASTALDI; SINHORETI; VITTI; CORRER-SOBRINHO, 2013; OLIVEIRA et al., 2010;
ROLIM et al., 2018; SOUZA et al., 2018b).

Para que este processo de reorganizacdo estrutural ocorra de maneira natural e segura,
também é importante que este apresente condi¢fes superficiais que permitam a adesdo,
proliferacdo e crescimento celular, com porosidade adequada, interconectividade e diametro de
poros que favorecam esse processo além da vascularizacdo e elasticidade para suportar este
crescimento sem sofrer deformacéo. A resisténcia mecanica, biodegradacao, hidrofilia, massa
molar e pH também sdo condi¢des indispensaveis organismo (APARECIDA, 2010;
GUASTALDI; SINHORETI; VITTI; CORRER-SOBRINHO, 2013; OLIVEIRA et al., 2010;
ROLIM et al., 2018; SOUZA et al., 2018b).

Nestes termos, os substitutos utilizados para regeneracdo 6ssea, independentemente de
serem permanentes ou temporarios, naturais ou sintéticos, devem ser biocompativeis,
biodegradaveis, osteoindutivos, osteocondutivos, porosos e mecanicamente compativeis com o
0sso nativo (OLIVEIRA et al., 2010; ROLIM et al., 2018; SINHORET]I; VITTI; CORRER-
SOBRINHO, 2013).

Dada a vasta gama de biomateriais disponiveis, os primeiros utilizados para a
substituicdo total ou parcial dos tecidos 6sseos foram os metais, devido as suas propriedades
mecanicas superiores. Atualmente, todas as classes de materiais podem ser aplicadas para
fabricacdo de biomateriais destinados a restauracdo de tecidos 6sseos, além dos compdsitos.
(APARECIDA, 2006; COSTA et al., 2015; HENCH, 2016).
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Os biomateriais metéalicos sdo empregados de diversas maneiras para substituir
componentes estruturais danificados e restaurar fungfes perdidas no corpo humano. Sua
aplicabilidade em diversos campos é garantida devido a combinacédo favoravel de resisténcia a
tracdo, tenacidade a fratura e resisténcia a fadiga (KUHN, 2012; HSU et al., 2012;
SINHORETI; VITTI; CORRER-SOBRINHO, 2013).

Dentre as areas aplicaveis, pode-se citar a ortopedia, (juntas artificiais, placas e
parafusos), ortodontia e odontologia (aparelhos e implantes dentarios) e dispositivos
cardiovasculares e neurocirargicos (coracdo artificial, grampos, stents, fios e bobinas).
Comparados aos biomateriais poliméricos e ceramicos, 0s metais sdo caracterizados por maior
condutividade, tendo empregabilidade para confeccdo de eletrodos em 6rgdos eletrdnicos
artificiais (HSU et al., 2012; KUHN, 2012; SINHORETI; VITTI; CORRER-SOBRINHO,
2013).

2.3 BIOMATERIAIS METALICOS

A selecdo dos materiais para a confeccao de dispositivos médicos deve levar em conta
diversos fatores, incluindo os requisitos de carga mecanica, propriedades quimicas e estruturais
do proprio material e os requisitos bioldgicos (ADDISON et al., 2012; KUHN, 2012; LOVE,
2017).

Nos casos de implantes utilizados em articulacGes de joelho e quadril, placas 6sseas e
dispositivos de fusdo medular, os metais sdo mais vantajosos frente aos outros materiais
ceramicos e poliméricos, de modo a serem amplamente aplicados por possuirem comprovada
biocompatibilidade e atenderem aos altos requisitos de resisténcia mecanica dessas aplicagoes.
Dentre os mais utilizados, podemos citar o aco inoxidavel, as ligas de Cobalto-Cromo (Co-Cr)
e o titénio e suas ligas (KUHN, 2012; PAIVA, 2012; SAINI, 2015; ZAFAR et al., 2019).

Anualmente sdo empregadas mais de 1000 toneladas de materiais e dispositivos
confeccionados a base de titanio ao redor do mundo. Os primeiros esforgos para implantar esses
biomateriais remontam a década de 1930, quando observaram sua semelhanca com o ago

inoxidavel e a liga Co-Cr-Mo, e obtiveram resultados satisfatorios para a aceitacdo do Ti pelos
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tecidos 6sseos femorais nos felinos (ADDISON et al., 2012; IVANOVA; BAZAKA;
CRAWFORD, 2014; LEWALLEN et al., 2015).

2.3.1 Titanio e suas ligas

O Ti c.p e as ligas a base de titanio sdo reportados na literatura como materiais que
apresentam alta resisténcia a corrosdo em solucdes fisioldgicas e excelente biocompatibilidade
(IVANOVA; BAZAKA; CRAWFORD, 2014; PRASAD, 2017; SAINI, 2015; SINHORETI,
VITTI; CORRER-SOBRINHO, 2013; SOUZA et al., 2018a; ZAFAR et al., 2019).

A biocompatibilidade depende das condicdes do hospedeiro, das propriedades do
material e da localizacdo anatdbmica em que o material é utilizado. A alta constante dielétrica
da camada de TiO, formada rapidamente na superficie do Ti promove a integracéo celular,
permitindo um contato mais intenso entre os tecidos e o implante, em compara¢ao com 0 ago
(IVANOVA; BAZAKA; CRAWFORD, 2014; PRASAD, 2017; SAINI, 2015; SINHORETI;
VITTI; CORRER-SOBRINHO, 2013; SOUZA et al., 2018a; ZAFAR et al., 2019).

Outras propriedades, tais como baixa densidade (4,5 g/cm®) combinadas com baixa
condutividade térmica, modulo de elasticidade e alta resisténcia mecénica tornam esses
materiais atraentes no campo da implantologia (PRASAD, 2017; SINHORETI; VITTI;
CORRER-SOBRINHO, 2013; SOUZA et al., 2018; ZAFAR et al., 2019).

Tratamentos térmicos de recozimento, témpera e envelhecimento sdo comumente
aplicados para aumentar a resisténcia mecanica destas ligas, a qual também varia de acordo
com a quantidade de impurezas e elementos intersticiais presentes (PRASAD, 2017,
SINHORETI; VITTI; CORRER-SOBRINHO, 2013; SOUZA et al., 2018; ZAFAR et al.,
2019).

A proximidade entre 0 modulo de elasticidade do osso (entre 10 — 40 GPa,
aproximadamente) e do material implantado faz com que o biomaterial consiga transferir
homogeneamente o estresse entre ele e 0 0sso, reduzindo o processo de remodelacdo e perda de
densidade mineral Ossea na regido da protese, fendmeno denominado “stress shielding”
(GUIMARAES etal., 2017; IVANOVA,; BAZAKA; CRAWFORD, 2014; LEWALLEN et al.,
2015; MOUSSA, 2017).
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O “stress shielding” origina-se da interagdo das caracteristicas do 0sso e seus estados
de deformacdo com o material e geometria do implante, ocasionando o afrouxamento do
implante a médio prazo, necessitando de novos procedimentos cirargicos de reparo
(GUIMARAES et al., 2017; IVANOVA; BAZAKA; CRAWFORD, 2014; LEWALLEN et al.,
2015; MOUSSA, 2017).

Em comparacdo a outros biomateriais metalicos, o mddulo de elasticidade dos
materiais a base de Ti (55 a 110 GPa) é consideravelmente menor em compara¢ao com 0 ago
inoxidavel (cerca de 210 GPa) e as ligas de Co-Cr (entre 204 - 240 GPa) (GUIMARAES et al.,
2017; HANSEN, 2008; IVANOVA; BAZAKA; CRAWFORD, 2014; LEWALLEN et al.,
2015; MOUSSA, 2017; NIINOMI; HATTORI, 2010).

A utilidade biomédica do Ti também decorre da leveza relativa do metal em
comparagdo com o aco convencional e as ligas de Co-Cr. As ligas de Co-Cr, apesar da elevada
resisténcia mecanica e a corrosao, possuem a alta rigidez. J& os acos inoxidaveis, especialmente
0 AISI 316L, sdo mais vulneraveis a corrosdo localizada, como a corrosdo por pites e por fresta
(ADDISON et al., 2012; IVANOVA; BAZAKA; CRAWFORD, 2014; PRASAD, 2017,
SAINI, 2015; ZAFAR et al., 2019).

Além disso, o desempenho das ligas de Ti de grau médico é superior ao do aco
inoxidavel, visto que estas possuem uma relacao resisténcia/peso 50 % maior, tornando-as mais
adequadas para aplicacfes que requisitam altas taxas de carga. Deve-se ressaltar que o peso da
liga € um fator importante, pois determina o grau de estresse ao qual o 0sso adjacente sera
submetido (CRAWFORD, 2014; IVANOVA; BAZAKA; SAINI, 2015; PRASAD, 2017).

O Ti é um metal de transicdo, alotrépico, capaz de formar solucdes solidas
substitucionais e intersticiais. A temperatura ambiente, sua estrutura cristalina é do tipo
hexagonal compacta (HCP), denominada fase alfa (o). Esta se transforma em fase beta (3), de
estrutura cubica de corpo centrado (CCC), em aproximadamente 882°C, mantendo-se estavel
até o ponto de fusdo do metal em torno de 1660°C (ESTEVES, 2016; LOVE, 2017; SAINI,
2015).
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Figura 1 - Alotropia do Titanio
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Fonte: Adaptado de LOVE (2017).

Dependendo de sua composic¢do quimica, o Ti c.p. é classificado em quatro graus,
diferindo-se na % em massa de Oxigénio (O), Ferro (Fe), Nitrogénio (N) e Hidrogénio (H)
presente no material, aumentando do grau | ao grau IV até atingir um maximo de 0,7 %
(APARECIDA, 2006; GEETHA et al., 2009; IVANOVA; BAZAKA; CRAWFORD, 2014,
LOVE, 2017).

Entre varios tipos de materiais confeccionados a base de titanio, o Ti c.p. grau IV é o
mais aplicado para a fabricacdo de implantes, devido ao grau de pureza de 98, % associado a
uma alta resisténcia (resisténcia méaxima a tracao em torno de 560 MPa) (APARECIDA, 2006;
LOVE, 2017; SOUZA et al., 2018a).

Ja para a producdo de pilares dentérios, sdo utilizadas ligas de Ti-6Al-4V com
aproximadamente 89 % de Ti e uma resisténcia a tracdo de cerca de 940 MPa, visto que essas
necessitam suportar alta tenséo causada pela carga oclusal (APARECIDA, 2006; LOVE, 2017,
SOUZA et al., 2018a).

A Tabela 2, apresenta as classes e composi¢Oes de cada grau de Ti, jJuntamente com a
composicao da liga de Ti6Al4V, de acordo com as normas ASTM F67-06 e ASTM F136-13,
respectivamente (LOVE, 2017).
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Tabela 2 - Composi¢do quimica maxima para Ti c.p. e liga Ti6AI4V, segundo norma ASTM

ELEMENTOS (% EM MASSA)

LIGA
N C H Fe O Ti

0,03 0,10 0,015 0,20 0,18

Gl . . . . . Balango
Mmax. Mmax. max. Mmax. Mmax.
0,03 0,10 0,015 0,30 0,25

G2 . ) ) ) ) Balancgo
max. max. max. max. max.
0,05 0,10 0,015 0,30 0,35

G3 . . . . . Balango
Max. Max. Mmax. Max. Max.
0,05 0,10 0,015 0,50 0,40

G4 . . . . . Balango
max. max. max. max. max.
0,05 0,08 0,015 0,25 0,13

Ti6AlI4V . . . . . Balango
Max. Max. Mmax. Max. Max.

Fonte: Adaptado de LOVE (2017).

Os esforcos cientificos atuais ainda estdo focados no desenvolvimento e modificacfes
superficiais para implantes de Ti, por meio do emprego de alguns tipos de recobrimento
ceramicos ou poliméricos (LEWALLEN et al., 2015; MIRANDA et, al. 2019; PRASAD, 2017;
SOUZA et al., 2018a).

Essas associagdes entre 0s materiais tornam as superficies metalicas mais bioativas,
podendo conferir maior resisténcia mecanica, além de minimizar a liberacdo de ions metalicos
devido a interacdo do biomaterial com os fluidos fisiolégicos (LEWALLEN et al., 2015;
MIRANDA et, al. 2019; PRASAD, 2017; SOUZA et al., 2018a).

Dentre os polimeros aplicados como recobrimento da superficie de Ti, podemos citar
o polietileno-glicol (PEG), poli (I-lisina)-g-PEG, Quitosana, poli(e-caprolactona) e varios
outros. Os principais responsaveis pela ligacdo entre 0 metal e os polimeros sdo o pH, grupos
hidroxila ativos e cargas elétricas superficiais (LEWALLEN et al., 2015; MIRANDA et, al.
2019; PRASAD, 2017; SOUZA et al., 2018a).
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2.4  POLIMEROS

Os materiais poliméricos tém se mostrado potencialmente viaveis para aplicacdo como
biomaterial, sendo amplamente utilizados na fabricacao de scaffolds para dispositivos médicos
e engenharia de tecidos. Isso se deve as suas semelhancas aos tecidos nativos, bem como a
possibilidade de inducdo de sinais biolégicos e facil manuseio (ALVES, 2013;
DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; GRIFFITH, 2000; SHOJA et al., 2015).

Oferecem vantagens distintas de biocompatibilidade, versatilidade quimica e
propriedades bioldgicas significativas na aplicacdo para o reparo de tecidos e substituicdo de
orgdos, aléem de combinarem atributos peculiares, como alta relagdo superficie-volume, alta
porosidade com tamanho de poro pequeno, biodegradabilidade e propriedades mecanicas
(DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; SAINI, 2015).

Os polimeros sintéticos sdo altamente Uteis no campo biomédico, e muitos dos que
estdo disponiveis em uso possuem propriedades fisico-quimicas e mecanicas comparaveis as
dos tecidos bioldgicos, sendo indicados na ortopedia e como dispositivos implantados para
liberagdo de farmacos (OLIVEIRA et al., 2010; SAINI, 2015).

Os poli(a-hidrdxi acidos), inicialmente usados como fios de sutura (Dexon®, Vicryl®,
Maxon®, PDS®, etc), representam uma classe de poliésteres alifaticos sintéticos,
caracterizados por sua biodegradabilidade e capacidade de bioabsorcdo (BARBANTI;
ZAVAGLIA; DUEK, 2005; OLIVEIRA et al., 2010).

O poli(acido glicolico) (PGA), poli(acido lactico) (PLA), poli(e-caprolactona) (PCL),
apresentados na Tabela 3, sdo os principais polimeros utilizados com a finalidade de reparo do
tecido Gsseo, além de seus copolimeros e outros (BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK, 2005;
OLIVEIRA et al., 2010).



26

Tabela 3 — Polimeros sintéticos bioabsorviveis aplicados no reparo de tecido 6sseo

POLIMERO

Poli(4cido glicolico) Poli(acido lactico)  Poli(e-caprolactona)

Sigla PGA PLA PCL
O O
oo 0]
Estrutura Quimica 0 I
H n‘OH O O n
n
Formula Quimica (C2H202)n (CsH402)n (CeH1002)n
Tg (°C) 35-40 60 — 65 (-65) — (-60)
Tm (°C) 225 -230 173 -178 58 - 63
Médulo de
- 8,4 2,7 0,4
elasticidade (GPa)
Degradacgao*
6-12 > 24 24 - 36
(meses)

Fonte: Adaptado de BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK (2005).
Legenda: * até a completa bioabsorcéo

Tg = Temperatura de transi¢do vitrea

Tm = Temperatura de fusdo

2.4.1 Policaprolactona

A PCL (Figura 2), € um polimero semicristalino, produto de condensag&o de um grupo
hidroxilico e um carboxilico dentro da mesma molécula, sintetizado por meio de polimerizacdo
por abertura de anel de e-caprolactona, para a obtencdo da unidade repetitiva. Conhecida por
suas propriedades mecéanicas superiores, excelente biocompatibilidade e taxa de degradacéo
mais lenta, a PCL tem se destacado em relacdo aos demais polimeros, por possuir alta
biocompatibilidade e grande capacidade de bioreabsorcdo (ALVES, 2013; GRIFFITH, 2000;
KIRAN et al., 2018; RAMOS, 2011; SHOJA et al., 2015).
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Figura 2 - Estrutura quimica da Policaprolactona (PCL)

O

||
d
) O,

Fonte: Adaptado de MIRANTE (2015).

Classificada como um poliéster alifatico sintético aprovado pela FDA (Food and Drug
Adminstration) para utilizacdo médica nos EUA, a PCL apresenta baixo peso molecular, o que
favorece sua integracdo com outros materiais e solubilizacdo gradual pelo organismo, sendo
amplamente aceita para emprego como recobrimento e para liberacdo controlada de farmacos,
na fabricacdo de embalagem biodegradaveis e no desenvolvimento de scaffolds tridimensionais
para aplicacGes na engenharia de tecidos (CATAURO; BOLLINO; PAPALE, 2018; KIRAN et
al., 2018; TAVARES, 2011).

Apresenta excelente solubilidade em diferentes solventes orgéanicos a temperatura
ambiente, tais como cloroférmio, diclorometano, tetracloreto de carbono, benzeno e tolueno,
possibilitando a formacéo de filme por meio da técnica de casting, que consiste na solubilizacéo
do polimero, seguida da evaporacdo do solvente (ABEDALWAFA et al., 2013; RAMOS,
2011). Como resultado, Ferreira et al. (2018) obtiveram um filme polimérico homogéneo, o
qual demonstrou eficacia como recobrimento em superficie de Ti c.p.

A biocompatibilidade deste polimero e seu desempenho adequado quando em contato
com fluidos organicos ou tecidos vivos (moles ou duros), sem apresentar reaces adversas (de
carater alérgico, inflamatério ou tdxico), tem estimulado sua aplicagdo na area biomédica.
Caracteristicas como alto grau de cristalinidade (comparado a outros polimeros), associado ao
carater hidrofébico, fazem da PCL um polimero com alta resisténcia e tempo maior de
degradacéo, sendo indicada para implantes de longa duracdo (ASEFNEJAD et al., 2011;
OCHOA, 2013).

Diferentemente dos polimeros naturais, degradados enzimaticamente, a PCL tem sua
degradacdo ocorrida por hidrolise simples de suas ligagOes ésteres, geralmente metabolizada no
organismo pelo ciclo de Krebs e, posteriormente eliminada pela urina (ASEFNEJAD et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2010; RAMOS, 2011; TABATA, 2009).
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Quando implantado, o polimero sofre um processo de bioreabsor¢do auto catalitico,
que pode ser dividido em trés etapas béasicas: inicialmente hd a quebra da cadeia polimérica,
sequida da formacdo de curtas cadeias oligoméricas, encerrando-se na fagocitose da PCL por
macrofagos. Estudos relataram que a degradacdo foi semelhante tanto nos testes in vitro
(solugédo salina) quanto in vivo (coelhos) (OCHOA, 2013; PITT, 1990; RAMOS, 2011,
SALGADO 2011).

Diferentes autores estudaram a biocompatibilidade de matrizes de PCL em modelos
animais, descrevendo a neoformacdo de tecido dsseo dentro destas matrizes, indicando
eficiéncia na colonizacdo por fibroblastos em culturas celulares, além da fixacéo e proliferacdo
de células endoteliais e osteoblasticas, sugerindo potencial integracdo com o tecido
fibrovascular (MAKAROQV et al., 2010; OCHOA, 2013; WANG et al., 2010).

Pesquisas envolvendo a associacdo deste polimero com bioceramicas para a
regeneracdo dssea tém sido bem-sucedidas. Estudos visando o desenvolvimento de materiais
para a fabricacdo de implantes reabsorviveis para fixacdo ortopédica, como placas e parafusos,
sugeriram a aplicacdo da PCL como matriz para a HA obtendo um compdsito com boas
caracteristicas mecanica e de bioatividade (ASEFNEJAD et al., 2011; KIRAN et al., 2018;
OCHOA, 2013; WANG et al., 2010).

2.5  FOSFATOS DE CALCIO

Materiais biocerdmicos destacam-se por sua estabilidade quimica superficial,
excelente biocompatibilidade e bioatividade. Atualmente, os fosfatos de célcio (CaP) tém tido
destaque em aplicagdes médicas em que se faz necessaria a neoformacao ou integracdo dssea
(BEST et al., 2008; DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; SINHORETI; VITTI; CORRER-
SOBRINHO, 2013; ZAFAR et al., 2019).

Isto se deve ao fato de apresentarem composi¢cdo mineraldgica semelhante com tecido
0sseo e caracteristicas favoraveis ao processo de osteoinducdo e osteointegracdo. S&o
amplamente utilizados devido ao seu desempenho superior em aplicacGes biologicas e

largamente explorados para comparar o perfil biologico de implantes bioativos com os nédo
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revestidos (BEST et al., 2008; DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; SINHORETI; VITTI;
CORRER-SOBRINHO, 2013; ZAFAR et al., 2019).

Pertencentes a classe das apatitas, os CaPs podem ser podem ser sintetizados por
precipitacdo a partir de solugdes contendo ions Ca?* e PO4*, sob condicdes alcalinas ou acidas.
Sua classificacdo é feita a partir da razdo molar entre Calcio (Ca) e Fosforo (P) presentes, a qual
varia de 0,5 a 2,0, conforme apresentado na Tabela 4. Quanto maior esta razdo, menor
solubilidade dos fosfatos em condi¢Ges neutras, resultando em maior estabilidade em meio
aquoso, juntamente com baixa taxa de degradacdo (GUASTALDI; APARECIDA, 2010;
PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015; SINHORETI; VITTI; CORRER-SOBRINHO, 2013).

Tabela 4 - Classificacdo dos Fosfatos de Célcio pela razdo atdmica Ca/P

Nomenclatura Sigla Férmula quimica  Razéo Ca/P
Fosfato tetracalcico TeCP CasO(PO4)2 2,00
Hidroxiapatita HA Ca10(PO4)s(OH):2 1,67
Fosfato de calcio amorfo ACP Ca3(P0O4)2.nH20 1,50
Fosfato tricalcico (a, a’,p, ) TCP Caz(POa)2 1,50
Fosfato octacalcico OCP CagH2(POa4)6.5H20 1,33

Mono-hidrogénio fosfato de

célcio di-hidratado PEPD - CarPO.2R0 HO0
Mono-hidrogénio fosfato de célcio DCP CaHPO4 1,00
Pirofosfato de célcio CPP CazP.07 1,00
Pirofosfato de célcio di-hidratado CPPD CazP207.2H20 1,00
Fosfato heptacalcico HCP Caz(PsO016)2 0,70
Di-hidrogénio fosfato tetracalcico TDHP CasH2Ps020 0,67
Fosfato monocalcicomono-hidratado  MCPM Ca(H2P04)2.H20 0,50
Metafosfato de calcio (a, B, v) CMP Ca(P03)2 0,50

Fonte: Adaptado de SINHORET]I; VITTI; CORRER-SOBRINHO (2013).
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Dentre os fosfatos acima expostos, a HA e o TCP encontram-se entre as ceramicas
comercialmente disponiveis comumente aplicadas na reparagdo e substitui¢do do tecido 6sseo,
sendo foco de diferentes estudos de interesse biologico. Estes podem ser aplicados como
recobrimentos, modificando a superficie de implantes, deixando-os mais bioativos
(ALGHAMDI et al., 2013; BARKARMO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2010; ZAFAR et al.,
2019).

As propriedades dos revestimentos de CaP dependem de diversos fatores, como
cristalinidade, pureza de fase, espessura do recobrimento, porosidade e adesdo ao substrato.
Visto que 65 % da massa 6ssea consiste em CaP carbonatado, os implantes recobertos com CaP
formam boas ligagcdes com 0 0sso vivo, de modo que 0s pacientes que receberam tais implantes
se recuperaram mais rapidamente (VALLET-REGI; NAVARRETE, 2008; ZAFAR et al.,
2019).

2.5.1 Hidroxiapatita

A busca por estruturas que se assemelhem a composicdo 6ssea e favoreca o processo
osteointegrativo é indispensavel na ortopedia e tem crescido nas Ultimas décadas, sendo a HA
o biomaterial ceramico mais difundido. Diversos estudos clinicos e experimentais reportaram
que sua superficie favoreceu a formacdo de ligacdes com tecidos do hospedeiro, além de
proporcionar maior osteoconducao e adesdo celular, demonstrando eficacia da HA no processo
regenerativo de defeitos 6sseos e na aplicacdo para enxertia 6ssea (ESTEVES, 2016; HENCH,
2016; KIEN-SENG et al., 2011; OCHOA, 2013).

Sua formula quimica, Ca10(POa4)s(OH)2, com estrutura ilustrada na Figura 3, possui 0s
principais constituintes minerais dos 0ssos, representando de 30 a 70 % da massa destes. Tal
fator contribui para o equilibrio ibnico entre as fases ceramica e biologica, auxiliando na
aceitacdo do material pelo organismo (COSTA et al., 2015; ISKANDAR et al., 2013; OCHOA,
2013; VALLET-REGI, 2001; VITAL et al., 2006).

Adicionalmente, o mecanismo de degradacdo da HA ocorre por osteoclastos, de modo
semelhante ao observado no tecido 6sseo natural, sugerindo a possibilidade de completa
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degradacéo durante o remodelamento normal do osso (COSTA et al., 2015; ISKANDAR et al.,
2013; OCHOA, 2013; VALLET-REGI, 2001; VITAL et al., 2006).

Figura 3 - Estrutura quimica da Hidroxiapatita (HA)

«

Ca2+

Fonte: GREEVES (2018).

Os biomateriais porosos, tais como a HA, propiciam uma fixacao interfacial por meio
do crescimento de tecido no interior dos poros superficiais ou ao longo do implante. Essa
capacidade é designada de "Fixacao Bioldgica™, a qual permite que o material suporte estados
de estresse mais complexos do que implantes densos e quase inertes (como 0s metais e alguns
polimeros) que realizam "Fixa¢do Morfoldgica" (CAO; HENCH, 1996; LEWALLEN et al.,
2015; MAVROGENIS et al., 2009).

A HA pode ser obtida natural ou artificialmente. Sua producéo artificial é vantajosa
por permitir a sintese de um material com composicao uniforme, elevada biocompatibilidade e
microestrutura controlavel, incluindo a porosidade e tamanho de poros (COSTA, 2015;
LEGERQOS; BEN-NISSAN, 2014; OCHOA, 2013; PU'AD et, al. 2019).

Quando utilizada como recobrimento de materiais metalicos, a HA demonstrou a
capacidade de aumentar a porosidade superficial do material, fator relevante na osteointegracéo,
por potencializar a bioatividade e a proliferagdo de células 0sseas ao redor do implante,
resultando na formac&o de um novo 0sso em posicao direta do biomaterial ISKANDAR et al.,
2013; SHERESTHA; JOSHI, 2014; VITAL et al., 2006; ZAFAR et al., 2019).
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26 RECOBRIMENTOS

Para minimizar o contato direto do fluido corpéreo com o implante metalico e impedir
a liberagdo de ions indesejados no organismo, revestimentos biocompativeis no substrato
metéalico, como a HA sdo sugeridos (APARECIDA, 2006; ERAKOVIC et al., 2013;
ISKANDAR et. al, 2013; SURMENEVA; SURMENEV, 2015).

Além disso, a interacdo dos implantes de Ti com o tecido 6sseo pode ser acelerada
pela presenca superficial de fons Ca** e PO.*, visto que 0 processo de osseointegragio é
iniciado pela troca destes ions entre o material sintético e 0 meio bioldgico (APARECIDA,
2006; ERAKOVIC et al., 2013; ISKANDAR et. al, 2013; SURMENEVA; SURMENEYV,
2015).

Por mais de duas décadas, a estratégia mais difundida para alterar quimicamente a
superficie dos implantes metalicos e favorecer o processo da osseointegracdo tem sido o
recobrimento de Titanio com uma camada de HA ou outros CaPs (ERAKOVIC et al., 2013;
SOUZA et al., 2018a; SURMENEVA; SURMENEYV, 2015; ZAFAR, 2019).

Muitos estudos in vivo relataram que quando estes materiais bioativos sdo aplicados
como recobrimento, melhoram a resisténcia quimica e a biocompatibilidade do implante,
aumentando também a durabilidade e a fixacdo do mesmo (ERAKOVIC et al., 2013; SOUZA
et al., 2018a; SURMENEVA; SURMENEYV, 2015; ZAFAR, 2019).

Existem diversas técnicas disponiveis e bem-sucedidas para realizar a deposicao de
CaPs nos substratos metélicos visando aplicacdo clinica que podem ser divididas em dois
grupos: fisicas (ou de via seca) e quimicas (ou de via Umida).

A deposicéo por via seca tem a vantagem de produzir um recobrimento mais aderente
a superficie do implante. Por outro lado, as técnicas de precipitacdo, por via Umida, s&o mais
difundidas por sua simplicidade de execucao e realizacdo a baixas temperaturas, mantendo-se
inalterada a cristalinidade do CaP, além de permitir aplicacdo em geometrias tridimensionais
de maior complexidade (BUSER; SENNERBY; BRUYN, 2017; GUASTALDI; APARECIDA,
2010; LEWIS, 2017; PU'AD et, al. 2019; SURMENEVA; SURMENEV, 2015; ZAFAR, 2019).

Dentre as tecnicas fisicas podemos citar: (I) aspersdo térmica a plasma convencional
(“plasma spray”), (I) aspersdo térmica a plasma de baixa presséo, (I11) pulverizagdo de oxi-
combustivel em alta velocidade, (IV) deposicao por pulverizacdo, (V) pulverizacéo por feixe
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de ions de deposicdo e (VI) ablacdo a laser. As quimicas, podem ser por: (I) sol-gel, (1)
deposicao eletroforética, (I11) deposicdo eletroquimica e (IV) recobrimento biomimético
(ALMEIDA FILHO et al., 2007; CHEN et al., 2006; LIMAR, 2014; ZAFAR, 2019).

Outros estudos utilizando a combinacgéo de substratos de Ti com HA, modificando a
superficie de implantes de Ti e aplicacdo de revestimento composto exibiram superior atividade
antibacteriana e melhor biocompatibilidade (ALMEIDA FILHO et al., 2007; BESINIS et al.,
2017; COELHO et al., 2020; FERREIRA et al., 2019; GAO et al., 2014; LIU et al., 2014;
ROSENBAUM et al., 2017; SONG; GE, 2019; SOUSA et al., 2018; YANG et al., 2018;
YENIYOL et al., 2014; ZHONG et al., 2016).

2.7  BACTERICIDAS

Além da bioatividade e do aprimoramento da osseointegracdo do implante, os
revestimentos de superficie podem ser utilizados para fins terapéuticos, com a dopagem de
antibidticos e outros medicamentos, prevenindo infeccGes poOs-operatorias causadas pela
formag&o de biofilme bacteriano (CHEN et al., 2006; ERAKOVIC et al., 2013; MOURINO;
CATTALINI; BOCCACCINI, 2012; SOUZA et al., 2018a; ZAFAR, 2019).

As contaminacGes pos-cirurgicas sdo o resultado da adesao bacteriana a superficie do
implante e, subsequentemente, a formacéo de biofilme no local do implante. Correspondem a
aproximadamente 25 % dos casos de insucesso do procedimento de implantacdo, gerando
consequéncias de ordem clinica e econémica, como a necessidade de re-hospitalizacdo do
paciente, manutencdo do uso de antibidticos por tempo prolongado, desconforto, possivel
afrouxamento e/ou rejeicdo da protese, e, nos casos mais graves, pode levar o paciente a 6bito
(ERAKOVIC et al., 2013; JAGGESSAR et al., 2018; KIRAN et al., 2018; MOURINO;
CATTALINI; BOCCACCINI, 2012).

Para interromper a infecgdo bacteriana, é crucial inibir a adesdo das bactérias
causadoras, pois o biofilme formado pode ser muito resistente a resposta e imune aos
antibioticos, sendo necessaria a substituicdo do dispositivo médico contaminado por um novo
(ACTIS et al., 2013; ERAKOVIC et al., 2013; KIRAN et al., 2018; RATH et al., 2012).
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Uma vez que o reparo de um implante infectado apos a cirurgia é extremamente
complicado, principalmente devido as dificuldades inerentes ao tratamento de um biofilme
estabelecido formado por microorganismos na superficie, estratégias preventivas tém sido
propostas por diferentes estudos, visando aprimorar a capacidade antibacteriana do material
antes do procedimento cirargico (ACTIS et al., 2013; ERAKOVIC et al., 2013; KIRAN et al.,
2018; RATH et al., 2012).

Dentre as solugdes propostas, sdao recomendadas modificacdes superficiais dos
implantes por meio de tratamentos ou técnicas de recobrimento incorporando agentes ativos,
para a obtencdo de superficies com carater bactericida sem a perda de sua bioatividade. Como
exemplo, a incorporacdo de propolis em nanotubos de TiO>, aplicados como modificadores da
superficie de implantes dentarios a base de Ti, foi bem-sucedida na reducao das inflamacdes
induzidas pelo material, melhorando também a interacao celular e a osseointegracdo (ACTIS et
al., 2013; JASINSKI et al., 2016; KIRAN et al., 2018; SOMSANITH et al., 2018).

Tratamentos baseados em antibidticos ndo convencionais sdo atraentes devido a sua
acao multipla frente aos microorganismos, combinado aos menores efeitos colaterais em
comparagdo aos de drogas sintéticas, reduzindo o desenvolvimento de bactérias resistentes aos
medicamentos. lons de metais pesados, extratos naturais e 6leos essenciais, estio entre os
compostos estudados para potencial uso como agentes antimicrobianos eficazes (CHEN et al.,
2006; FERREIRA et al., 2019; FLORES; BECK; SILVA, 2016; JASINSKI et al., 2016;
KIRAN et al., 2018; LOW et al., 2017; SOMSANITH et al., 2018; SOUSA, 2018;).

Recentemente, nanoparticulas (NPs) antimicrobianas de diferentes elementos
quimicos tém sido desenvolvidas e incorporadas aos biomateriais, podendo citar as
nanoparticulas de Prata (AgNPs), Cobre (CuNPs), Quitosana, 6xido de Zinco (ZnO-NPs),
dioxido de Titanio (TiO2-NPs) e selénio (SeNPs), destacando-se as AgNPs, por sua atividade
antimicrobiana de amplo espectro, significativa contra bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, sendo a primeira delas mais susceptivel ao composto (ABDULKAREEM et al., 2015;
BESINIS et al., 2017; CHEN et al., 2018; DIVAKAR et al., 2018; LIU et al., 2014; LIU et al.,
2016; LOW et al., 2017; MEMARZADEH et al., 2015; SONG; GE, 2019; SOUSA et al., 2018;
YANG et al., 2016; ZHONG et al., 2016).

Mais eficiente que o uso de Ag na forma de nitrato (AgNO3), por sua dimenséo
nanométrica, pesquisas mostraram que apenas 0,05 ppm do bactericida sobre a superficie de Ti

foi suficiente para inibir as espécies Gram-positivas e Gram-negativas. No entanto, as NPs
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aplicadas neste estudo exibiram citotoxicidade em osteoblastos, limitando sua aplicacdo clinica
(BESINIS et al., 2017; POKROWIECKI et al., 2017; SONG; GE, 2019).

2.7.1 Oleos Essenciais

Naturalmente, as plantas sintetizam metabdlitos secundarios aromaticos com o intuito
de se proteger contra a predacdo e impedir a colonizacdo de patégenos vegetais. Esses
compostos sao divididos em classes, incluindo 6leos essenciais (principalmente os fenolicos
e/ou terpendides), alcal6ides, lectinas, polipeptideos e poliacetilenos, todos com diferentes
mecanismos de atividade antimicrobiana (CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017,
COWAN, 1999; LOW et al., 2017).

Definidos pela ISO (International Standard Organization) como produto de destilacdo
por arraste a vapor de plantas, os 6leos essenciais sdo aplicados como agentes bactericidas desde
a ldade Média, ganhando destaque na industria farmacéutica e cosmética nos Ultimos anos,
devido a baixa toxicidade, se comparados aos farmacos tradicionais (ALMEIDA, 2006;
BAKKALI et al., 2008; MAN et al., 2019; PIRES; MOURA, 2017).

Por serem misturas naturais complexas, 0s 6leos essenciais podem ser constituidos de
cerca de 20 a 60 componentes em diferentes concentracdes. Os 6leos essenciais sdo
caracterizados por possuirem dois ou trés componentes ativos principais presentes em
concentracdes razoavelmente altas (20 a 70 %) em comparagdo com outros componentes
presentes em quantidades minimas (CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017; LOW et al.,
2017).

Os dleos essenciais sdo, em geral, volateis e ndo estaveis na presenca de ar, luz, calor
e umidade. Sua atividade antimicrobiana decorre da presenca de grupos aromaticos e fendlicos,
0s quais variam de acordo com a espécie da planta em estudo e condicdes de extragédo
(ALMEIDA, 2006; CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017; MAN et al., 2019; PIRES;
MOURA, 2017; SANTOS; NOVALES, 2011; TAVARES, 2007).

Alguns exemplos de Oleos essenciais comumente usados por suas propriedades
antimicrobianas sdo: 0leo essencial de Melaleuca, Ylang-Ylang, Eucalipto, Arnica, Verbena
liméo e Alecrim (COWAN, 1999; FILOCHE; SOMA; SISSONS, 2005; LOW et al., 2017).
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Além do poder antimicrobiano, estudos investigaram o efeito osteoindutivo de alguns
constituintes dos 6leos essenciais e sua possivel aplicagdo no tratamento de doencas ligadas aos
0ss0s, tais como osteoporose e osteopenia (LASZLO, 2013; MUHLBAUER et al., 2003;
PUTNAM et al., 2007).

Mihlbauer et al. (2003) testaram os efeitos de 6leos essenciais (séalvia, alecrim e
tomilho) e alguns monoterpenos isolados no processo de reabsorcdo éssea em ratos
ovariectomizados. Os resultados obtidos demonstraram que a presenca dos monoterpenos €
capaz de inibir a atividade dos osteoclastos e a consequente descalcificacdo decorrente da
reabsor¢do 6ssea (LASZLO, 2013; MUHLBAUER et al., 2003; PUTNAM et al., 2007).

Dados obtidos por testes conduzidos em ratos mantidos em dieta com baixo teor de
Ca, sugerem que a suplementacdo com tomilho e alecrim é marcada pela melhora da absorcéo
intestinal de Ca. Entre os componentes do 0leo essencial de alecrim encontram-se: 1,8-cineol,
canfora, a-pineno ¢ a-terpineol. Ja no 6leo essencial de tomilho podemos citar timol, carvacrol,
c-terpineno e B-cariofileno. O exame histopatoldgico dos grupos animais tratados mostrou uma
melhora na histologia dssea e protecdo contra a perda 6ssea, além da restauracdo dos niveis
diminuidos de Ca plasmatico aos valores normais. (BANU; VARELA; FERNANDES, 2012;
ELBAHNASAWY et al., 2019; PINTORE et al., 2001; SIENKIEWICZ et al.,, 2017;
TANNENBAUM et al., 2002).

Um terceiro estudo, utilizando 6leo essencial de galbano, evidenciou seu potencial na
proliferacdo de osteoblastos. A composicdo do 6leo é rica por hidrocarbonetos monoterpénicos
(78,8-80,3 %), sendo mirceno (33,4-39,7 %), a-pineno (22,7-23,0%) e y-terpineno (8,1-10,9 %)
seus componentes majoritarios (LASZLO, 2013; MUHLBAUER et al., 2003; PUTNAM et al.,
2007; SABBIETI et al., 2011).

Para o tratamento de doencas associadas a degradacdo e inflamacéo de cartilagens,
Ccomo 0 reumatismo, o a-pineno mostrou-se eficaz em pequenas dosagens (0,02 %) (LASZLO,
2013; NEVES et al., 2010; RUFINO et al., 2014).



37

2.7.1.1 Oleo Essencial de Melaleuca alternifolia

Popularmente conhecida como Melaleuca ou “arvore do cha”, a Melaleuca
alternifolia, pertencente a familia Myrtaceae, € uma planta de origem australiana, a qual possui
atividades bactericida, antifingica e antiviral comprovadas. Seu 0Oleo essencial pode ser
extraido a partir dos ramos e caule da arvore, ou por meio da hidrodestilacdo das folhas (PIRES;
MOURA, 2017; SALVATORI et al., 2017; SAGAVE et al., 2015).

O 6leo essencial de tea tree (TTO) é constituido por mais de 100 componentes, dos
quais se destacam 0s monoterpenos, hidrocarbonetos sesquiterpenos e seus alcoois associados.
Sua composicdo padrdo € regulamentada pela 1SO 4730:2017(E), a qual estipula as
concentracdes percentuais maximas e minimas para cada um dos 15 principais componentes,
como apresentada no Apéndice A (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006; MIRANTE, 2015;
PIRES, 2016; SALVATORI et al., 2017; SIENKIEWICZ et al., 2011).

Preparacdes contendo TTO sdo comumente usadas como agentes anti-sépticos com
propriedades antimicrobianas, de limpeza, curativas e de alivio da coceira. A Melaleuca
alterniolia caracteriza-se por sua intensa eficacia na inibicao e propagacdo do crescimento de
bactérias, tais como Staphylococcus aureus, S. haemolyticus e Escherichia coli, incluindo
também bactérias resistentes a antibidticos, tal como a Pseudomonas aeruginosa, comumente
encontrada em infeccdes hospitalares. Outros estudos também relataram a eficacia do 6leo na
acao antimicrobiana em biofilmes orais (BARBOSA, 2010; CARSON; HAMMER; RILEY,
2006; LEITE et al., 2017; LOW et al., 2017; PIRES, 2016; PROBST, 2012; REICHLING et
al., 2006; SAGAVE et al., 2015; SALVATORI et al., 2017; SIENKIEWICZ et al., 2011).

Pesquisas realizadas nas Ultimas décadas mostraram que o TTO atingiu uma série de
respostas imunes, tanto in vitro quanto in vivo. Essa caracteristica é decorrente da presenca
majoritaria do terpinen-4-ol, seguido do y-terpineno e a-terpineno em sua composicao (Figura
4), uma vez que diversos estudos caracterizam 0s terpenos como compostos antimicrobianos
(BARBOSA, 2010; LOW et al., 2017; PIRES, 2016; PROBST, 2012; SALVATORI et al.,
2017).
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Figura 4 - Estrutura quimica dos principais componentes do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia

OH

(a) (b) (c)
Fonte: Adaptado de MIRANTE (2015).
Legenda: (a) Terpine-4-ol;

(b) a-terpineno;
(c) y-terpineno.

Na composic¢do do TTO, o a-terpineol e o terpineno-4-ol demonstram ter atividade
antibacteriana contra o crescimento de S. aureus e E. coli em uma concentragdo de cerca de
0,78 %. Carson et al. (2002) avaliaram a liberacdo de acidos nucléicos de S. aureus ap6s
tratamento com TTO completo, terpinen-4-ol, 1,8-cineol e a-terpineol. Como resultados,
vazamento significativo de é&cidos nucleicos, sugerindo danos extensos a membrana
citoplasmética das bactérias (BARBOSA, 2010; BUDZYNSKA et al., 2011; CARSON;
HAMMER; RILEY, 2006; LOW et al., 2017; PIRES, 2016; PROBST, 2012; SAGAVE et al.,
2015; SALVATORI et al., 2017;).

O principal constituinte, o 4-Terpinenol, age inibindo a respiracdo oxidativa e
induzindo da deformacao da membrana, alterando sua permeabilidade. Além disso, o 1,8-cineol
é considerado um antimicrobiano marginal, por estimular o aumento da permeabilidade da
membrana, facilitando a entrada de outros agentes antimicrobianos (CARSON; HAMMER;
RILEY, 2006; BARBOSA, 2010; BUDZYNSKA et al., 2011; PROBST, 2012; SAGAVE et
al., 2015; PIRES, 2016; SALVATORI et al., 2017; LOW et al., 2017).
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2.8 ENSAIO DE BIOATIVIDADE

A implantacdo de um material bioativo desencadeia uma série de reac6es bioquimicas
e biofisicas entre o implante e o tecido de contato, resultantes de uma forte interacdo interfacial,
associada a formacdo superficial de uma camada fina com alta concentragdo de Ca e P
(ERAKOVIC, 2013; KOKUBO; TAKADAMA, 2006; OREFICE; SILVA JR., 2001).

A condicao essencial para que os implantes se liguem a um 0sso nas condicdes in vivo
é a formacdo de uma camada superficial de apatita biologicamente ativa e semelhante ao
componente 6sseo (KOKUBO; TAKADAMA, 2006; SABER-SAMANDARI et al., 2016).

Esta formacdo pode ser avaliada in vitro, reproduzida na superficie de materiais
bioativos por meio da imersdo destes em meio SBF acelular com concentracGes de ions
proximas as do plasma sanguineo humano. Desta forma, a bioatividade 6ssea de um material
artificial pode ser examinada por sua capacidade de formar apatita no SBF (KOKUBO;
TAKADAMA, 2006; SABER-SAMANDARI et al., 2016).

Além de prever quantitativa e qualitativamente o crescimento de apatitas superficiais,
0 ensaio de bioatividade é Gtil na triagem de materiais bioativos 0sseos antes de testes em
animais, reduzindo o nimero de animais utilizados e a duracao das experiéncias com 0s mesmos
a partir da aplicacdo deste método, auxiliando no desenvolvimento eficaz de novos tipos de
materiais bioativos (KOKUBO; TAKADAMA, 2006; SABER-SAMANDARI et al., 2016).

Deste modo, o ensaio de bioatividade é realizado com a finalidade de constatar se ira
ocorrer uma ligagdo entre o tecido vivo e o material, a partir do crescimento de apatitas
superficiais, criando uma resposta bioldgica especifica na interface do material. Aplica-se para
superficies de implantes que entrardo em contato com o 0sso (ERAKOVIC, 2013; KOKUBO;
TAKADAMA, 2006; ROHANOVA et. al., 2016).

A norma ISO 23317/2014 estabelece algumas condic¢des uniformes para deteccao de
apatita formada sobre a superficie de um material imerso em um fluido corporeo simulado.
Estes padroes estdo relacionados com as caracteristicas do SBF e volume, com tempo de ensaio
e com a forma das amostras, conforme segue (ERAKOVIC, 2013; ROHANOVA et. al., 2016):

a) A solucdo simulada deve ser acelular, ausente de proteinas em sua composi¢éo

e deve estar tamponada com tris-hidroximetil-aminometano.
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b)  Asamostras devem ser compactas com uma relacdo A/V (area da superficie da
amostra / volume de SBF) bem definida.

c) O volume de solucdo (SBF) é limitado e ndo se altera durante o teste,
caracterizando um arranjo estatico.

d)  Asamostras devem ser em forma de discos ou prismas.

e) A duracéo do teste deve ser de 28 dias.

2.9 ENSAIO DE CORROSAO

A corrosao é definida como um processo espontaneo e gradual de desgaste do material,
em sua maioria metélicos, a partir de uma transformacdo devido a interacdo quimica ou
eletroquimica em um determinado meio, podendo ou néo estar aliado a transformac6es fisicas
e esforcos mecanicos (ELIAZ, 2019a; ELIAZ, 2019b; ONG; LOVALD, 2014; POUND, 2014).

Em geral, 0 processo corrosivo se da por processo eletroquimico para materiais
metalicos. Os elétrons se difundem através da superficie do material até um ponto em que séo
recebidos pelo elemento do meio, oxidante. Esse processo faz com que haja a geracdo de
corrente elétrica na interface sélido/meio corrosivo. Esse processo se baseia em duas reacoes:
uma catddica, com a reducdo da espécie quimica e outra anddica, a qual envolve a oxidacdo do
metal (ELIAZ, 2019a; ELIAZ, 2019b; ONG; LOVALD, 2014; POUND, 2014).

A classificacdo dos tipos de corroséo pode ser feita a partir da morfologia ou forma de
ataque, causas e mecanismos. Dentre os diversos tipos de corrosdo, podemos citar a corrosao
uniforme, por placas, alveolar, por pites, intergranular e filiforme (ELIAZ, 2019a; POUND,
2014).

A corrosao uniforme se processa em toda a extensdo da superficie, ocorrendo perda
uniforme de espessura, enquanto a corrosao por placas se localiza em regides da superficie
metalica formando placas com escavacdes. J& a corrosao intergranular ocorre entre os graos da
rede cristalina do material metélico, o qual perde suas propriedades mecanicas e pode fraturar
quando solicitado por esforcos mecanicos (ELIAZ, 2019a; POUND, 2014; SRIDHAR,;
RAJESWARI, 2009).
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O tipo alveolar produz sulcos ou escavagOes superficiais semelhantes a alvéolos
apresentando fundo arredondado e profundidade geralmente menor que seu diametro. A
corrosdo por pites ou puntiforme, considerada a mais agressiva e de dificil deteccdo e controle,
é um tipo de ataque localizado, resultando em minusculos furos que penetram 0 metal, enquanto
outras partes do mesmo se mantém intactas, produzindo cavidades com fundo anguloso e
profundidade muito maior que seu diametro (ELIAZ, 2019a; POUND, 2014; SRIDHAR,;
RAJESWARI, 2009).

Normalmente, a corrosdo tem seu inicio na superficie do material, causando alteracGes
prejudiciais e indesejaveis a sua aplicagdo. E um importante parametro a ser analisado em
diversas aplicagdes, desde materiais estruturais, até os que serdo utilizados em implantes
médico (ELIAZ, 2019a; ONG; LOVALD, 2014; POUND, 2014).

A resisténcia a corrosdo de um biomaterial deve ser um fator determinante na escolha
do substrato para a confec¢do de dispositivos médicos, visto que o fluido corp6reo contém agua,
oxigénio dissolvido, proteinas e diversos ions tais como cloretos e hidroxidos (BRONZINO;
PETERSON, 2015; ELIAZ, 2019a; ELIAZ, 2019 b; GILBERT; MALI, 2012).

Desta forma, o corpo humano apresenta um ambiente muito agressivo para metais
utilizados como implante. A resisténcia a corrosdao de um implante metélico € um aspecto
importante da sua biocompatibilidade (BRONZINO; PETERSON, 2015; ELIAZ, 2019a;
GILBERT; MALLI, 2012; RICCI, 2017; SRIDHAR; RAJESWARI, 2009).

No método de ensaio de corrosdo, por polarizacdo, as amostras sao submetidas a
condicdes artificiais e controladas, para acelerar o processo de corrosdo. Os resultados serdo
mais fielmente proximos a realidade se os parametros ambientais do ensaio puderem ser
controlados préximos aqueles encontrados em servicos, tais como composicdo do eletrdlito,
temperatura e agitacdo (BERRADJA, 2019; ELIAZ, 2019a).

O aparato experimental tipico de ensaios eletroquimicos é ilustrado na Figura 5.

O equipamento utilizado para obter as curvas de polarizacdo de um material numa
solucéo é o potenciostato. Funciona como um circuito elétrico que controla a diferenca de
potencial elétrico entre os eletrodos presentes na célula eletroquimica, sendo que a diferencga de
potencial e a corrente registrada permitem caracterizacbes de reacdes eletroquimicas
(BERRADJA, 2019; UNAL et al., 2019).
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Figura 5 — Aparato experimental para ensaio de corrosdo por polarizacéo
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Fonte: Da autora.
Legenda: (a) Potenciostato;
(b) Célula eletroquimica;
(c) Computador para processamento dos dados.

A célula eletroguimica é composta por trés eletrodos (referéncia, trabalho e contra
eletrodo), os quais devem estar imersos em um eletrélito e dispostos de modo que a corrente
elétrica passe de modo uniforme por todos eles. O eletrodo de referéncia, mantém um potencial
constante em relacdo ao qual o potencial de uma outra meia-pilha pode ser medido, sendo os
tipos mais aplicados o de Calomelano Saturado (Hg/Hg>Cl,) e de Prata / Cloreto de Prata
(Ag/AgCI). Seu contato com a solucdo analitica ocorre por meio de um disco de vidro
sinterizado adaptado a um tubo de vidro que envolve o eletrodo de referéncia (MARCO;
BIEST, 2016; SERRA; ESPIRITO-SANTO; MAGRINHO, 2020).

O contra-eletrodo ou eletrodo auxiliar é, em geral, confeccionado de platina, material
interte, e tem como funcéo principal minimizar os erros causados pela resisténcia da célula no
controle do potencial do eletrodo de trabalho, devendo ficar o mais proximo possivel deste
eletrodo. A corrente resultante entre o contra-eletrodo e o eletrodo de trabalho é a corrente que
sera registrada (BERRADJA, 2019; ELIAZ, 2019b; SERRA; ESPIRITO-SANTO;
MAGRINHO, 2020).

O eletrodo de trabalho é o material a ser analisado, e a area da amostra submetida ao
meio corrosivo (eletrolito) deve ter formato circular, evitando a formagdo de sitios ativos e,
consequentemente, ataque corrosivo preferencial (MARCO; BIEST, 2016; SERRA;
ESPIRITO-SANTO; MAGRINHO, 2020; UNAL et al., 2019).
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O eletrolito corresponde a solucdo em que os eletrodos serdo imersos, e deve permitir
a troca de elétrons, além de reproduzir as condi¢fes ambientais reais, tais como composic¢éo,
concentracdo de sais, temperatura e agitacdo (BERRADJA, 2019; MARCO; BIEST, 2016;
UNAL et al., 2019).

O Ensaio de Circuito Aberto (OCP — do inglés Open Circuit Potential) é uma técnica
simples que permite detectar a caracteristica do possivel filme de passivacéo a ser formado,
bem como a estabilidade da montagem experimental. O ensaio OCP, avalia a diferenca de
potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia, em funcéo do tempo, a partir
do momento de imerséo (BERRADJA, 2019; POPOV, 2015).

No inicio da inducdo, a interface do material possui uma distribuicdo ndo homogénea
de cargas, a qual se estabilizara apds processos de transferéncia de cargas, definidos pela
adsorcéo de moléculas do solvente, ions do eletrolito e de outras moléculas presentes no meio
(POPOV, 2015).

As curvas de polarizacdo consistem numa varredura continua de potenciais aplicados
a uma velocidade constante, monitorando a densidade de corrente que flui na interface da
solucdo/metal. Sdo representadas graficamente em diagramas de potenciais (E) versus
densidade de corrente (A/cm?) e podem ser determinadas a partir de dois métodos:
galvanostatico e o potenciostatico. (ELIAZ, 2019b; LI et al., 2016; POPOV, 2015).

O método galvanostatico € caracterizado pela variacdo da intensidade de corrente que
circula no sistema, enquanto o potenciostatico, cuja variavel é o potencial do eletrodo, tem uma
corrente gerada pelo sistema para cada valor de potencial imposto, a qual € suprida pelo proprio
potenciostato (ELIAZ, 2019b; LI et al., 2016; OLIVEIRA; BERTAZZOLLI, 2011).

Ambos os métodos produzem curvas de polarizacdo catédica semelhantes, porém a
curva de polarizacdo anddica apresenta aspecto diferente para transicao ativo/passivo, sendo o
método potenciostatico mais indicado para estudar materiais metalicos. A Figura 6 ilustra uma
curva tipica de polarizagdo do comportamento ativo-passivo de um metal, delimitando cada
uma das regides importantes para analise (BERRADJA, 2019; ELIAZ, 2019b; L1 et al., 2016).

A curva é formada por duas regi@es distintas, catddica e anddica. Na regido catddica,
a taxa de dissolugdo do metal € muito baixa devido as reac¢fes catodicas, como a de evolugdo
do hidrogénio (2H" + 2e- — H>). O aumento do potencial aplicado ira causar uma reducdo na
densidade de corrente (ELIAZ, 2019a; ELIAZ, 2019b; ONG; LOVALD, 2014).
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Figura 6 - Curva tipica de polarizagéo do comportamento ativo-passivo de um metal
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Fonte: Adaptado de ELIAZ (2019a).

A regido anddica, inicia-se a partir do momento de reversao da corrente, havendo um
aumento da densidade de corrente com pequena variacdo no potencial de corrosao. Isso se deve
a dissolucdo anddica ou reacOes de interface do material (M — M™ + ¢7), em que ha liberacao
de elétrons no meio (inicio do processo corrosivo). A regido anddica é dividida em: anddica
ativa, passiva e transpassiva (ELIAZ, 2019a; ELIAZ, 2019b; ONG; LOVALD, 2014).

Na regido anddica ativa ha um aumento da taxa de dissolugdo do metal e
consequentemente um aumento do potencial e da densidade de corrente. Isso ocorrerd até
determinado potencial, em que a densidade de corrente aumenta até atingir um valor critico (lc)
e permanece constante, denominada regido de passivacdo (ELIAZ, 2019a; ELIAZ, 2019b).

Esse fenémeno ocorre em alguns metais e ligas, em que ha a formacéo de uma pelicula
de oxido muito fina e aderente sobre a superficie do metal, protegendo o metal contra uma
corrosdo adicional, caracterizando a regido anddica passiva pela baixa e constante densidade de
corrente (Ipass) € baixa ou nenhuma taxa de corrosdo.O potencial em que a corrente de dissolugéo
anodica tem seu valor maximo é chamado de potencial de passivagdo primario, Epp (ELIAZ,
2019a; ELIAZ, 2019b; SRIDHAR; RAJESWARI, 2009).

Se o potencial for continuamente aumentado acima da faixa do potencial passivo, a
densidade de corrente volta a crescer acentuadamente, caracterizando a regido transpassiva
(ELIAZ, 2019a; ELIAZ, 2019b).
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Nessa regido o filme passivo torna-se instavel com relagdo as espécies sollveis na
solucgéo e a densidade da corrente aumenta rapidamente, podendo iniciar a corrosao por pites.
Neste ponto, obtém-se o potencial de pite (Epite), 0 qual representa o inicio da formacdo dos
pites, indicando a resisténcia do material a este tipo de corrosdo (ELIAZ, 2019a; ELIAZ,
2019b).

Alguns metais, como 0s ac¢os inoxidaveis, aluminio, cromo e suas ligas, sdo
susceptiveis a corrosdo por pite em ambientes contendo anions halogéneos como CI-, Bre I,
Na regido anodica passiva, esses ions serdo responsaveis pela ruptura localizada da pelicula
passiva e o0 desenvolvimento de pites (ELIAZ, 2019a; ELIAZ, 2019b; SRIDHAR,;
RAJESWARI, 2009).

2.10 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

Diversos testes laboratoriais podem ser aplicados para avaliar a suscetibilidade
antimicrobiana in vitro de um extrato ou um composto puro, sendo utilizados na descoberta de
medicamentos, epidemiologia e previsdo de resultados terapéuticos (BALOUIRI; SADIKI;
IBNSOUDA, 2016; BONA et al., 2014).

Os procedimentos mais comumente aplicados sdo os métodos de difusdo em disco e
diluicdo em caldo ou agar. Para estudos mais aprofundados, sdo recomendados outros métodos
como time kill e citofluorometria de fluxo, os quais fornecerdo informacdes sobre a natureza do
efeito inibitério (bactericida ou bacteriostatico) e acerca dos danos celulares infligidos ao
microrganismo de teste (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; BONA et al., 2014).

O teste disco-difusdo em agar, desenvolvido em 1940 e descrito em 1966 por Bauer e
Kirby, consiste em um método qualitativo usado em muitos laboratérios de microbiologia para
testes rotineiros de susceptibilidade a antimicrobianos, devido a sua simplicidade e
confiabilidade (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; BONA et al., 2014; PERILLAUD-
DUBOIS et al., 2019).

Frente a outros metodos, o teste disco-difusdo é vantajoso por sua capacidade de testar

um grande numero de microorganismos e agentes antimicrobianos, apresentar baixo custo e ser
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de fécil interpretacdo dos resultados fornecidos (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016;
BONA et al., 2014; PERILLAUD-DUBOIS et al., 2019).

As vantagens desse método, principalmente simplicidade e o baixo custo, contribuiram
para seu uso comum na triagem antimicrobiana de extratos de plantas, 6leos essenciais e outros
medicamentos (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA,
2010; HASHEMI, et. al., 2017; KUMAR, 2017).

O seu principio basico consiste na difusdo do agente antimicrobiano na superficie do
agar, a partir de um disco impregnado com o mesmo, formando um halo ao redor da amostra
(Figura 7). O halo de inibicdo do crescimento bacteriano indica a magnitude da atividade
antimicrobiana do agente impregnado (BONA et al., 2014; MACHADO; GALES, 2008).

Figura 7 - Principio do teste suscetibilidade pela metodologia do disco-difusdo

Fonte: MACHADO; GALES (2008).

Atualmente, muitos padrdes aceitos e aprovados sdo publicados pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) para testes de bactérias e leveduras. Embora nem todas
as bactérias possam ser testadas com precisao por esse método, ha uma padronizacao para certos
patdgenos bacterianos, usando meios de cultura especificos, condi¢des de incubacdo e critérios
interpretativos para zonas de inibicdo (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; CLSI, 2012).

Neste procedimento, as placas de Petri, contendo agar, sdo inoculadas com
microrganismo padronizado, como culturas do tipo ATCC (American Type Culture Collection).
Em seguida, discos contendo o composto a ser testado na concentracao desejada, sdo colocados
na superficie do agar, e as placas sdo incubadas sob condi¢des adequadas. Durante o periodo
de incubacdo, ocorre a difusdo do agente antimicrobiano, o qual inibira a germinacdo e o
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crescimento do microrganismo utilizado no teste. Posteriormente, os diametros das zonas de
crescimento de inibicdo sdo medidos (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016;
PERILLAUD-DUBOIS et al., 2019; HASHEMI, et. al., 2017).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Neste trabalho foram usadas amostras de Ti c.p de grau 4 na forma de discos, com 3
mm de didametro e 5 mm de espessura, com composicdo quimica, segundo a norma ASTM F67-
06.

O recobrimento polimérico foi realizado utilizando PCL (M» 70000-90000, densidade
1,145 g/mL a 25°C), fornecida por Sigma Aldrich. Como bactericida a ser incorporado no
recobrimento, foi escolhido o Oleo essencial de Melaleuca alternifolia adquirido da
Phytoterapica (Lote POM17.05).

A solucdo acelular de SBF aplicada nas etapas do recobrimento biomimético e no
ensaio de bioatividade foi preparada segundo a norma I1SO 23317:2012, a partir da dissolucéo,

em agua deionizada, das quantidades pré-estabelecidas dos reagentes descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Reagentes utilizados para preparo de 1L de solugdo SBF

Reagente Formula Quimica Quantidade
Cloreto de Sddio NaCl 8,035¢g
Bicarbonato de Sadio NaHCO3 0,355¢
Cloreto de Potassio KCI 0,225¢

Hidrogenofosfato dipotassico

it dratado K2HPO4-3H,0 0,231 g
Cloreto de Magnésio hexahidratado MgCl2.6H20 0,311¢
Cloreto de Calcio CaCl> 0,292 g

Sulfato de Sodio Na2SO4 0,072 g
Tris-hidroximetil aminometano Tris:(CH20H)3sCNH:2 6,118 g
Acido Cloridrico (1 mol/L) HCI 39 mL

Fonte: Adaptado de KOKUBO (2008).
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A utilizagdo destes reagentes visa alcancar as concentragdes ionicas semelhantes ao
encontrado no plasma sanguineo humano, como apresentado na Tabela 6. A solugdo final foi

padronizada até obter pH de 7,4 a temperatura de 36,5°C.

Tabela 6 - Comparagdo entre a concentragdo idnica do SBF e do plasma sanguineo humano

Concentracado I6nica/mM

Na* K* Mg** Ca* CI HCOs HPO4 SO

Plasma
Sanguineo 142,0 5,0 15 2,5 103,0 27,0 1,0 0,5

Humano
SBF 142,0 5,0 15 25 147.8 42 1,0 0,5

Fonte: Adaptado de KOKUBO (2008).

3.2 METODOS

As etapas envolvidas no preparo e analise das condicGes estudadas estdo ilustradas na

Figura 8.

Figura 8 — Fluxograma dos métodos utilizados no trabalho

e ~
'(Ig;ai'% . L ( Caracterizacio 3.  Ensaiode Cormsh
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Ti']té';l]igzm - 1,5 SBF (7 dias | 48 h / 36,5°C) - FTIR +  Polarizagdo linear
NeCHS I\§|60°C /24 DRX
# Ensaio de - f&ni:‘,::;)iolégico
( h Bioatividade >
T?;?ﬁ;%m || (SBF | 36,5°C | 4 semanas) (Disco-Difusao] Agar)
600°C/1h Recobrimento Polimérico - MEV/EDS © Staphylococcus aureus
. / PCL + CHCI, | 5% (a/V) - FTIR ©  Escherichia coli

Filme PRI )
(PCL+OE) \ /

Fonte: Da autora.
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3.2.1 Identificagéo das condicdes avaliadas

A Tabela 7 apresenta as condi¢des e as nomenclaturas empregadas neste trabalho.

Tabela 7 - Descricdo das condicoes estudadas

NOMENCLATURA DESCRI(;AO
Ti c.p. Titdnio comercialmente puro (grau 4)
OE Oleo essencial de Melaleuca alternifolia

Filme de Policaprolactona contendo 6leo essencial

PCL+OE o
de Melaleuca alternifolia
) Titanio recoberto com Policaprolactona contendo
Ti +PCL+OE ] ) o
0leo essencial de Melaleuca alternifolia
Titanio recoberto com Hidroxiapatita e filme de
Ti + HA+PCL+OE Policaprolactona contendo 6leo essencial de

Melaleuca alternifolia

Fonte: Da autora.

3.2.2 Preparo das amostras de Ti c.p.

As amostras de Ti c.p. tiveram sua superficie limpas, passando por tratamentos
alcalino e térmico, para receber o recobrimento.

Inicialmente, o substrato foi lixado com lixas de 180 mesh e, em seguida, limpo em
banho ultrassdnico (marca Sandres, modelo SoniClean 2) com detergente, 4gua destilada e
alcool isopropilico, por 15 minutos em cada solucdo, para remocao de todas as impurezas.
Posteriormente, as amostras de Ti c.p. foram imersas em solu¢cdo de NaOH 5M (tratamento

alcalino) e colocadas em estufa a 60°C durante 24 horas.
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Apo6s o tratamento alcalino, os discos foram lavados com &gua destilada, secos e
submetidos a tratamento térmico em forno (marca EDG, modelo Inox Line 3000) a 600°C por
1 hora, resfriados a temperatura ambiente em dessecador.

Esses pre-tratamentos visam a deixar a superficie do material mais bioativa, por meio
de alteracdo da rugosidade, formacéo de sitios de nucleagdo e deposi¢cdo de uma fina camada
de NaO-TiO que favorecem a formacao de apatitas de maneira mais densa (VERCIK et al.,
2003; KOKUBO, 2008; KOKUBO; YAMAGUCHI, 2016).

3.2.3 Recobrimento das amostras

3.2.3.1 Recobrimento Biomimético

O recobrimento biomimético foi realizado somente na condicdo contendo HA, e
consistiu em duas etapas: nucleacdo e crescimento. Na primeira delas, as amostras limpas e
termicamente tratadas foram imersas em solugdo 2x107 mol/L de silicato de sédio, durante sete
dias em estufa a 36,5 °C e posteriormente secas em dessecador a temperatura ambiente.

Para a etapa de crescimento, as amostras foram imersas em solucdo SBF (concentracédo
de 1,5) em estufa a 36,5 °C durante sete dias, com troca de solu¢do a cada 48 horas para garantir
a supersaturacdo do meio e favorecer a formacdo da camada de HA. Apoés esse periodo, 0s
discos de Ti foram lavados com &gua destilada e secos a temperatura ambiente em dessecador.

3.2.3.2 Recobrimento Polimérico

Os filmes de PCL, contendo 6leo essencial, foram preparados pelo método de
evaporacdo de solvente (casting), por meio da dissolucdo do polimero em cloroférmio, para
uma concentracao final da solucdo polimérica de 5 % (m/v), sob agitacdo magnética (800 rpm

em agitador magnético, marca Fisatom, modelo 752A).
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Em seguida, o 6leo essencial de Melaleuca alternifolia foi incorporado, gotejando-o
lentamente na solucao polimérica ainda sob agitacdo magnética, até a concentracdo final de 2%
em relacdo a massa de polimero.

Para o recobrimento, foi realizada a imersdo das amostras de Ti c.p., com e sem HA,
na solucédo polimérica durante 3 segundos, repetindo o processo por 3 vezes, e depois dispondo-
as para secagem a temperatura ambiente no dessecador durante 24 horas.

Para melhor analise da morfologia do recobrimento, foram confeccionados filmes
poliméricos isolados do substrato metalico, vertendo a solucéo final em uma placa de Petri e

submetendo-a a secagem nas mesmas condicOes e periodo que para as amostras metalicas.

3.2.4 Caracterizacdo Microestrutural

3.2.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura / Espectroscopia por Energia Dispersiva

Com o intuito de avaliar, qualitativamente, a superficie das amostras e caracterizar a
presenca dos elementos quimicos em determinado ponto do recobrimento, foi utilizado o
Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) da marca FEI, modelo Inspect S 50, acoplado ao
Espectrometro de Energia Dispersiva (EDS), da marca EDAX, modelo Apollo X, do
Laboratdrio de Caracterizacdo Estrutural (LCE) no DEMa/ UFSCar — Séo Carlos.

3.2.4.2 Difragéo de raios X

Para determinar as fases presentes no material e comprovar a existéncia dos
recobrimentos realizados, fez-se a anélise por difracdo de raios X. O equipamento utilizado foi
o difratbmetro da marca Rigaku, modelo Miniflex 600, da USP - campus Pirassununga,

utilizando radiagdo Cu Ka, em uma faixa de 26 de 10° a 90°, com passo de 0,02° por 2s/passo.
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3.2.4.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

Os grupos funcionais presentes nas amostras foram avaliados de acordo com a banda
de absorgdo apresentada na regido do infravermelho, sendo possivel determinar a presenca do
recobrimento e da evolugéo no crescimento de apatitas superficiais.

A Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foi realizada
na UNESP - campus Araraquara, no equipamento da marca Perkin Elmer, modelo Spectrum
100 FTIR Spectrometer, com acessorio de refletdncia total atenuada (ATR) empregando um
cristal de seleneto de zinco (ZnSe). Todos os espectros foram na faixa de 450 a 4000 cm™, com
32 varreduras. O “background” das medidas foi obtido empregando o cristal sem amostra. A

cela foi higienizada com acetona P.A.

3.2.5 Ensaio de Bioatividade

O ensaio de bioatividade foi realizado de acordo com a norma I1SO 23317:2014, para
avaliar a capacidade de osseointegracdo mediante a formacao apatitas em até quatro semanas.
As amostras de Ti c.p. com e sem recobrimento foram submersas em meio SBF durante
periodos de uma, duas, trés e quatro semanas, mantidas em estufa a 36,5 °C durante toda a
vigéncia do ensaio.

Apds esse periodo, os discos de Ti foram retirados do recipiente, lavados com agua
destilada e secos em dessecador. A superficie das amostras foi caracterizada por meio de MEV,

EDS e FTIR, de modo a determinar o crescimento de apatitas.

3.2.6 Ensaio de Corrosao

Os ensaios de polarizagcdo por circuito aberto e polarizacdo potenciodindmica linear

foram realizados no LABMAT, UNIFAL-MG campus Pocos de Caldas, utilizando o aparato
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experimental ilustrado na Figura 9. Os dados foram obtidos por meio de um potenciostato da
marca Metrohm, modelo Autolab/PGSTART302, com interface grafica acoplada a um
computador controlado pelo software NOVA 1.8.

A célula eletroquimica utilizada constituiu-se por um eletrodo de trabalho, contra-
eletrodo de platina e o eletrodo de referéncia de calomelano saturado (ECS), imersos em
solucdo eletrolitica 1,5 SBF (pH = 7,4), mantida sob agitacdo magnética e temperatura
constantes (36,5°C). A area da amostra exposta a solugédo foi de 0,1589 cm2.

O ensaio, realizado em ftriplicata, teve inicio com o potencial de circuito aberto em
funcdo do tempo, com os eletrodos permanecendo em solucédo eletrolitica por 1200 s, para
estabilizacdo do potencial, dando inicio ao ensaio de polarizagao.

As curvas de polarizacdo potenciodinamica linear foram obtidas variando o potencial
(E) de -1,5 V (ECS) a + 3,0 V com passo de 0,001 V e velocidade de varredura de 0,001
V/segundo.

Figura 9 — Aparato experimental e célula eletroquimica (em detalhe)

Fonte: Da autora.

Legenda: T = Termdmetro.
ECS = Eletrodo de calomelano saturado.
CE = Contra-eletrodo de platina.
WE = Eletrodo de trabalho.



55

3.2.7 Ensaio Microbioldgico

Para avaliar o potencial antimicrobiano das amostras, utilizou-se 0 método de difusédo
em disco, testando as condigdes propostas para cepas bacterianas Staphylococcus
aureus (ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC 8739).

Para tanto, as cepas bacterianas selecionadas, foram retiradas de placas de culturas
preservadas e suspendidas em solucgéo salina estéril de NaCl a 0,9 % (m/v). A suspenséo padrao
das bactérias foi padronizadas em 108 células mL™ utilizando a escala 0,5 de MacFarland e
semeadas na superficie das placas de agar Muller-Hinton de 10 cm, com auxilio
de swabs estéreis. Amostras foram colocadas sob a cultura de bactérias e incubadas por 24 h a
37°C.

O diametro do halo formado em volta dos discos foi mensurado de acordo com as
normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para testes de sensibilidade por
disco-difusédo. Os testes foram realizados em triplicata e os dados coletados foram submetidos
a teste estatistico de analise de variancia (ANOVA) para verificar a existéncia de diferencas

significativas entre a atividade antimicrobiana das amostras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41  CARACTERIZACAO MICROESTRUTURAL

4.1.1 Caracterizacao Microestrutural do Filme PCL+OE

As Figuras 10 e 11 mostram, respectivamente, as micrografias obtidas por MEV para
os filmes de PCL incorporados com 6leo essencial de Melaleuca alternifolia, juntamente com

0 espectro obtido na microanalise semiquantitativa por EDS na regido A.

Figura 10 — Micrografia obtida por MEV (em detalhes) para o filme PCL+OE

ante: Da autora.

A caracterizacdo do filme de PCL foi realizada por Ferreira et al. (2018). A partir da
micrografia realizada por MEV (Figura 12), os autores reportaram regides cristalinas
acentuadas, denominadas cristalitos. A microanalise por EDS feita na regido A confirmou a
presenca somente dos elementos C e O, componentes tipicos da PCL, sem a presenca de

contaminantes do solvente utilizado.



Figura 11 — Filme PCL+OE

1
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eV

(a) (b)
Fonte: Da autora.
Legenda: (a) Micrografia obtida por MEV (visdo geral);
(b) Espectro obtido por microanalise por EDS na regido A.

Figura 12 — Micrografia obtida por MEV e espectro obtido na
microanalise por EDS na regido A, para o filme PCL

Fonte: FERREIRA et al. (2018).
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Comparando as caracteristicas do filme puro com a condicdo PCL+OE, observou-se

que a incorporacao do 6leo essencial ndo alterou expressivamente a morfologia natural do filme

polimérico, pois assim como observado por Ferreira et al. (2018), nota-se que o filme produzido

também é homogéneo e possui regides cristalinas acentuadas.

Do mesmo modo, a microanalise por EDS realizada na regido A para a condicao

PCL+OE indicou somente a presenca dos elementos C e O, tipicos do filme de PCL e do 6leo

essencial.
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Os espectros de infravermelho obtidos para o OE puro e incorporado ao filme
polimérico estdo ilustrados nas Figuras 13 e 14, respectivamente.

Figura 13 — Espectro de infravermelho obtido para o éleo essencial
de Melaleuca alternifolia

—OE
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Fonte: Da autora.

Figura 14 — Espectro de infravermelho obtido para o filme de PCL
incorporado com 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
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Fonte: Da autora.

Cada ligacdo quimica ira se comportar de maneira distinta perante a presen¢a da

radiacdo, movimentando-se por vibracao, estiramento, entre outros. Uma vez que ambos sao
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compostos organicos, foi possivel observar a presengca de bandas semelhantes nos dois
espectros. Como exemplo, a presenca de bandas fortes em torno de 2900 cm™ é comum em
espectros de organicos, decorrentes da presenca do estiramento C—H presente na ligacdo CH>
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007).

Entre as vibracGes caracteristicas da PCL, foi possivel visualizar bandas de absor¢do
em 1233, 1107 e 1042 cm™ referente a vibragdo assimétrica do C-O-C. Em 1736 cm™ encontra-
se a banda de vibracdo de estiramento dos grupos carbonila (C=0), com frequéncia originaria
da funcdo éster. Segundo Catauro et al. (2015), o alongamento simétrico e assimétrico das
ligagcGes C-O-C e as vibrages O-C podem ser utilizados como bandas caracteristicas do PCL.

A presenca do OE no filme € atribuida ao pico referente a ligagdo C=C presente no

anel aromatico (1670 cm™) e ao estiramento da ligagdo alcodlica entre C-O (1160 cm'Y).

4.1.2 Caracterizacdo Microestrutural do Ti+PCL+OE

As micrografias obtidas por MEV para as amostras de Ti c.p. recobertas com PCL
contendo Oleo essencial de Melaleuca alternifolia estdo ilustradas nas Figuras 15 e 16,
juntamente com o espectro obtido na microanalise por EDS na regido A.

Figura 15 — Micrografia obtida por MEV (visdo geral) para amostra de Ti+PCL+OE
: “

” "

Fonte: Da autora.
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Figura 16 — Amostra Ti+ PCL+OE
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Fonte: Da autora.
Legenda: a) Micrografia obtida por MEV (em detalhes);
b) Espectro obtido por microanalise por EDS na regido A.

E possivel observar regides aglomeradas na Figura 15, decorrentes da concentracéo de
PCL utilizada no filme. Apesar das possiveis bolhas formadas durante a secagem, observa-se
que o recobrimento se apresenta uniformemente distribuido por toda a superficie do Ti c.p.

Na Figura 16, foi possivel observar a mesma morfologia obtida para o filme isolado,
com a presenca de cristalitos definidos. O espectro por EDS realizado a regido A confirma a
presenca de espécies caracteristicas da PCL e do 0Oleo essencial (C e O), além de Ti
correspondente ao substrato metalico utilizado.

A Figura 17 ilustra o difratograma obtido por difracdo de raios X para a amostra de
Ti+PCL+OE.

Figura 17 — Espectro do difracdo de raios X para a amostra de Ti + PCL + OE.
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Fonte: Da autora.
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A andlise do difratograma permite confirmar a presenca da fase o do Ti, nos principais
picos caracteristicos em 26 = 35°, 38° e 41°, correspondentes a estrutura do tipo HCP. Esta fase
era esperada, visto que a transformacéo alotropica do Ti ocorre somente em 882°C, temperatura
superior a utilizada no tratamento térmico do substrato metalico e/ou aplicacdo proposta.

Os picos mais intensos da PCL sdo observados em 20 = 21° e 29°, assim como
reportado por Wei et al. (2012) e Ferreira et al. (2018). Sua intensidade € inferior a observada
para a fase o do titdnio, devido a caracteristica semicristalina do recobrimento.

A presenca do recobrimento polimérico também foi confirmada por meio da analise

do espectro de infravermelho obtido para a amostra Ti+PCL+OE, como ilustrado na Figura 18.

Figura 18 — Espectro de infravermelho obtido para a amostra de Ti c.p. recoberta
com filme de PCL incorporado com o0leo essencial de Melaleuca

alternifolia
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Fonte: Da autora.

Nota-se que as bandas caracteristicas da PCL e do OE se mantiveram localizadas nas
zonas de absorcéo observadas para o filme isoladamente. A intensidade das bandas de CH> na
faixa de absorcdo em 2862 e 2942 cm sdo alteradas, devido a interacio e deformagéo destas
ligacGes conectadas a rede inorgénica, assim como observado por Ferreira et al. (2018).

Estudos avaliando a superficie e se¢do transversal de amostras de Ti apds o tratamento
quimico com NaOH, revelaram a formacdo de uma fase de Titanato de Sddio, com férmula
quimica geral NaxH>xTiyO2y+1 (0<x<2), a qual se transforma em Hexatitanato de Sodio

(Na2TisO13) acompanhada de uma pequena quantidade de TiO2 (rutilo). Com o tratamento
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térmico subsequente, 0s autores notaram um aumento na resisténcia ao risco, sem alteracao
morfologica aprecidvel nas fases anteriormente formadas (KOKUBO; YAMAGUCHI, 2016;
YAMAGUCHI et al., 2009).

A banda observada em 1576 cm™ ¢ atribuida as vibragdes do grupo hidroxila ligado
ao Ti superficial presente no 6xido. O dtomo de oxigénio presente no grupo OH pode ser
coordenado com varios atomos de metal vizinhos. Assim, o hidroxil superficial pode ocorrer
na forma livre (Ti-OH) ligada por hidrogénio entre si ou ligada a moléculas de agua adsorvidas
quimicamente na superficie do TiO». Portanto, forcas interfaciais entre a matriz PCL e a rede
de Oxido de titanio sdo estabelecidas principalmente por ligacGes de hidrogénio (FERREIRA et
al., 2018).

Catauro et al. (2015) também investigaram interacbes PCL-TiO- por analise de FTIR.
Os autores foram capazes de confirmar essas intera¢6es pelas mudancas na intensidade relativa
das bandas relacionadas aos grupos éster encontrados na cadeia polimérica (FERREIRA et al.,
2018).

4.1.3 Caracterizagdo Microestrutural do Ti+HA+PCL+OE

O método biomimético pode ser aplicado para recobrir diferentes materiais com HA.
Uma vez que a solucdo de SBF contém ions supersaturados de Ca e P, os precursores de CaP
nucleados e cristais apatiticos irdo crescer nas superficies sélidas, sendo estes identificados
como HA carbonatada, semelhante a encontrada na composi¢do 6ssea (KOKUBO, 2008).
A formacdo da apatita sobre a superficie metélica ocorre como ilustrado na Figura 19.
Em geral, o Titanio é coberto com uma camada passiva de 6xido, o qual se dissolve com o pré-
tratamento em NaOH, formando uma camada amorfa contendo ions alcalinos. Quando expostos
ao SBF, os ions Na* sdo liberados por meio de troca com os ions HzO" do meio, formando
grupos TiOH na superficie do metal (JONASOVA et al., 2004; KOKUBO; TAKADAMA,
2007; KOKUBO; YAMAGUCHI, 2016).
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Figura 19 — Mecanismo de formac&o de apatita sobre superficie de Ti pré-tratada alcalina e termicamente
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Fonte: Adaptado de SILVA (2016).

da solucédo de imersdo em relacdo a apatita, ocasionando a elevacao local do pH. Em ambiente
alcalino, 6xido de titanio € carregado negativamente, de modo que os grupos TiOH absorvem
seletivamente os ions Ca?* carregados positivamente no SBF, induzindo a nucleac3o de apatita
na superficie do Ti. A medida que os ions de calcio se acumulam, a superficie metélica ficava
carregada positivamente (JONASOVA et al., 2004; KOKUBO; TAKADAMA, 2007;
KOKUBO; YAMAGUCHI, 2016; SILVA, 2016).

Combinada com os ions de fosfato negativamente carregados, forma-se CaP amorfo,
fase metaestavel e, eventualmente, transformada na apatita 6ssea cristalina estavel, que possui
o0 elemento Mg e Na em sua composi¢do. O mecanismo serd fundamentalmente 0 mesmo em
fluidos contendo proteinas (JONASOVA et al., 2004; KOKUBO; TAKADAMA, 2007;
KOKUBO; YAMAGUCHI, 2016; SILVA, 2016).

As micrografias ilustradas nas Figuras 20 e 21 correspondem as amostras de Ti c.p.
recobertas com HA e filme polimérico incorporado com oleo essencial, obtidas por MEV
juntamente com o espectro obtido na microandlise pela EDS na regido A. A Tabela 8 apresenta
as porcentagens (em massa) dos elementos quimicos, presente nos pontos, segundo a

microanalise semiquantitativa por EDS.
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Figura 20 — Microrafia obtida por MEV (visdo geral) para amostra de Ti+HA+PCL+OE
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Fonte: Da autora.

Figura 21 — Amostra Ti+ HA+PCL+OE

(@) (b)
Fonte: Da autora.
Legenda: (a) Micrografia obtida por MEV (em detalhes);
(b) Espectro obtido por microanalise por EDS na regido A.

Analisando as Figuras 20 e 21, observa-se a presenca de regides globulares mais claras,
de morfologia porosa, caracteristica do recobrimento de HA. O espectro por EDS realizado na
regido A também confirma a presenca dos elementos caracteristicos da PCL (C e O), bem como
Ca e P, principais componentes da HA, além de Ti correspondente ao substrato metalico

utilizado.
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Tabela 8 — Resultados da Microanalises semiquantitativa por EDS na regido A das amostras Ti+PCL+OE e Ti+

HA+PCL+OE
ELEMENTO AMOSTRA

(% EM MASSA) Ti+PCL+OE Ti+HA+PCL+OE
C 85,11 18,51
O 14,89 13,27
Na 0 1,36
P 0 17,31
Cl 0 11,82
Ca 0 37,72
Ti 1,13 0,17

Fonte: Da autora.

A presenca de picos de Na e Cl se deve aos reagentes utilizados na preparacéo e
recobrimento biomimético da amostra (NaOH, NaCl, KCI, MgCl..6H20, CaCl,, Na;SOa,
NaHCOz3 e HCI). Os mesmos elementos foram reportados por Coelho et al. (2020).

A Figura 22 apresenta o difratograma de raios X obtido para a amostra de Ti c.p.

recoberta com HA e PCL contendo 6leo essencial.

Figura 22 — Espectro do difracdo de raios X para a amostra de Ti + HA+PCL + OE
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Fonte: Da autora.
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Assim como observado na amostra anterior, a analise do difratograma permite
confirmar a presenca da fase o do Ti, com picos caracteristicos em 20 = 35°, 38° e 41°,
correspondentes a estrutura do tipo HCP.

Da mesma forma, o pico mais intenso da PCL é observado em 26 = 21°. Os demais
picos referentes ao material polimeérico possuem intensidade inferior, visto que seu carater é
semicristalino (resultando em picos menos definidos e de menor dimensdo que de materiais
cristalinos como Ti e HA).

Em adic&o, picos da HA localizam-se em 26 = 25,9°, 31,5°, 32,2° e 32.7°, referentes
aos planos cristalograficos (002), (211), (112) e (300), respectivamente (SANTOS et al., 2019).
Padrdes de difracdo obtidos por Rakngarm, Miyashita e Mutoh (2007) também mostraram picos
de HA na faixa de 20 = 30-33°, assim como observado por Chen et al. (2006). Ambos
apresentaram uma intensidade significativamente menor em relag@o aos picos da fase a do Ti
c.p.

A rede de HA presente nos 0ssos e dentes permite substituicdes anidnicas e catidnicas,
as quais podem alterar a cristalinidade, o parametro da rede, as dimensdes do cristal, a textura
da superficie, a estabilidade e a solubilidade da estrutura da HA.

Os grupos fosfato podem ser substituidos por carbonatos, citratos e vanadatos,
enquanto as hidroxilas poder sofrer trocas por carbonatos, fluoretos e cloretos. O jon Ca?* pode
ser substituido por cations metalicos como Fe?*, Zn?*, Sr?*, Mg?* (Kim et al., 2018; ALMEIDA,
2018; RAKNGARM; MIYASHITA; MUTOH, 2007).

O magnésio substitui facilmente Ca?* na rede cristalina, uma vez que seu raio iénico
(0,66 A) é menor que o do elemento original (0,99 A), ele pode causar reducéo nos parametros
de célula dando origem a uma apatita com baixa cristalinidade e maior solubilidade devido a
reducdo do tamanho dos cristalitos e/ou aumento na distor¢cdo do cristal aumentando
consequentemente a taxa de dissolugdo (ALMEIDA, 2018; KHANRA et al., 2010; KIM et al.,
2013; REVILLA-LOPEZ et al., 2016).

Em niveis fisioldgicos, esse processo pode promover a mineralizacdo do 0sso ou
controlar a taxa de nucleacao dos cristais de HA, inibindo sua cristalizacdo quando usadas em
concentragfes maiores que a razdo Mg/Ca = 0,05 por meio de de reagOes enzimaticas
especificas (ALMEIDA, 2018; KHANRA et al., 2010; KIM et al., 2013; REVILLA-LOPEZ et
al., 2016). Visto que ndo houve variagdo do angulo de difracdo observado para a HA obtida,

sugere que ndo houve substituicdo desse tipo na amostra analisada.
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Outra possivel fase ¢ a B-TCP, fase deficiente em Ca, resultante da transformacao na
estrutura da HA pela substituicdo dos ions Ca?* por cations monovalentes. Sua presenca é
responsavel pela desorganizacao estrutural na HA, gerando as mesmas alteracGes anteriormente
citadas (LIU et al., 2013; KHANRA et al., 2010; KIM et al., 2013; REVILLA-LOPEZ et al.,
2016).

Tal fase foi observada por Vieira (2013) em amostras de Ti c.p. recobertas com HA e
dopadas com AgNOz em concentragdes variando de 20 a 100 ppm. Por meio do difratograma
de DRX, sua presenca pode ser detectada nos picos localizados em 26 = 26°, 33° e 34°, 0s quais
ndo foram observados nas amostras de Ti+HA+PCL+OE.

O espectro obtido na andlise de FTIR para as amostras de Ti+HA+PCL+OE esta
ilustrado na Figura 23.

Figura 23 — Espectro de infravermelho obtido para a amostra de Ti c.p. recoberta
com HA e filme de PCL incorporado com 6leo essencial de Melaleuca
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Fonte: Da autora.

A existéncia de HA no material esta diretamente ligada a presenca de bandas de
absorcdo referentes a vibragdo dos grupos fosfato (PO4*), carbonato (CO2*) e hidroxila (OH").
A banda larga observada na regido entre 3670-3570 cm™* refere-se ao estiramento do grupo OH-
, enquanto as bandas em 1196 e 1022 cm™ indicam o estiramento do grupo fosfato. A vibragio
deste é observada em 563 cm™. A banda de vibragéo relacionada a ligagdo Ti-OH (1576 cm™)
tambem foi observada.
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O tipo de HA obtida é caracterizada mediante a analise das vibrag6es do grupo CO3z?".
As bandas observadas em 1514 cm™ e 1412 cm™ referem-se ao estiramento do grupo dos tipos
A e B, respectivamente, caracterizando a HA presente como do tipo AB.

Assim como na amostra anterior, as bandas caracteristicas do recobrimento polimérico
contendo OE também sdo observadas, confirmando a presenca do mesmo na superficie do Ti
c.p.

A Tabela 9 apresenta os valores obtidos para as bandas de absorcdo determinadas por

FTIR para cada componente presente nas amostras.

Tabela 9 — Bandas de absor¢do obtidas por FTIR

NUMERO DE ONDA (cm ) DESCRICAO COMPONENTE
3670-3570 Estiramento de OH PCL; OE; HA
2900 Estiramento C-H no CH, PCL; OF
Deformagdo de CH, (rede
2862; 2942 PCL
inorganica)
1736 Estiramento C=0 (éster) PCL
1670 Vibragdao C=C (anel aromatico) OE
1576 Vibragao Ti-OH Ti c.p.; PCL
1514 Estiramento COSZ- (grupo A) HA
1412 Estiramento CO;- (grupo B) HA
1448; 1381 Dobramento C-H no CH3 OE
1233; 1107; 1042 Vibracao assimétrica do C-O-C PCL
1160 Vibragao C-O (alcodlica) OE
1196; 1022 Estiramento P043' HA
563 Vibragdo PO, HA

Fonte: Da autora.
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4.2  ENSAIO DE BIOATIVIDADE

4.2.1 Condicédo Ti+ PCL + OE

As Figuras 24 e 25 exibem as micrografias obtidas por MEV para as quatro semanas

de ensaio de bioatividade, para as amostras de Ti c.p. recoberta com PCL e OE.

Fonte: Da autora.

Legenda: (a) Semana 1;
(b) Semana 2;
(c) Semana 3;
(d) Semana 4.
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E possivel observar a matriz do substrato metalico (regio mais escura), juntamente
com a formac&o de nddulos de mineralizagdo, que podem ser melhor visualizados nas Figuras
25a e 25¢ com maior aumento.

Para confirmar a composicdo quimica, foram realizadas microanalise por EDS nas
regides indicadas nas Figuras 25b e 25d, em que observam-se picos caracteristicos dos
elementos P e Ca, provenientes do desenvolvimento de apatitas.

Figura 25 — Micrografias obtidas por MEV (em detalhes) e espectros obtidos por microanalise por EDS na regido
A, para ensaio de bioatividade da amostra Ti+ PCL+OE
y7 o
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Fonte: Da autora.

Legenda: (a) Semana 1;
(b) Semana 1;
(c) Semana 4;
(d) Semana 4.
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Os elementos C e O sdo caracteristicos do recobrimento de PCL e OE utilizado, e os
elementos Na, Mg e K estéo associados aos reagentes utilizados no tratamento alcalino e na
constituicao do fluido corporeo simulado.

E possivel visualizar que a HA cresce a partir da primeira semana, apresentando o
morfologia globular arredondada, favoravel ao processo osteointegrativo. No entanto, a
microanalise por EDS exibiu uma reducdo na concentracdo de Ca e P para a amostra apés 4
semanas de ensaio.

A bioatividade do Ti c.p (grau 4) foi analisada por Ricci (2017), em que foi observado
gue na primeira semana, ndao ocorreu a formacédo de HA, enquanto que na quarta semana, pode-
se visualizar uma fina camada de recobrimento, além da apari¢do de pequenos glébulos, como
ilustrado na Figura 26.

A partir da microandlise por EDS realizada nas regides A e B, apresentada na Figura
27, confirmou-se que os granulos eram compostos por elementos quimicos formadores da HA,

tais como Ca, O e P.

bioatividade do

Figura 26 - Micrografias obtidas por MEV do ensaio de

Tic.p

(a) (b)

Fonte: Adaptado de RICCI (2017).
Legenda: (a) Semana 1;
(b) Semana 4.
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Figura 27 - Espectros obtidos na microanalise por EDS do Ti c.p nos pontos assinalados

Ti
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(a) (b)
Fonte: Adaptado de RICCI (2017).

Legenda: (a) Ponto A — Semana 1;
(b) Ponto B — Semana 4.

Comparando os resultados obtidos para as condi¢des propostas no presente trabalho
com os obtidos por Ricci (2017) para o Ti c.p. sem recobrimento, observa-se que a HA forma-
se de maneira mais abundante e homogénea pela superficie do material recoberto.

Para comparacdo do possivel efeito osteoindutivo do OE, realizou-se o0 ensaio de
bioatividade na amostra de Ti c.p. recoberta somente com PCL. As micrografias obtidas por
MEYV e os espectros por EDS estéo apresentados na Figura 28.

Observa-se que, sem a presenca do OE, ocorre o crescimento de apatitas na primeira
semana, porém com aspecto de ripas, desfavoravel a posterior integracdo osso-implante. Apds
a quarta semana de ensaio, nota-se a presenca de uma camada primaria de HA, sobreposta por
camadas mais espessas. No entanto, os granulos das camadas superiores sofreram alteracéo na
morfologia, com perda das limitacdes de poros e vilosidades, assim como observado por Costa
et al. (2015) em amostras implantadas para reparo de defeito sseo proximal da tibia de ovinos.

Sugere-se, entdo, que o OE atue também no crescimento de HA, favorecendo sua
morfologia para 0 processo osteointegrativo. Esse efeito possivelmente decorre da presenca de
componentes como 1,8-cineol, a-pineno, a-terpineol e y-terpineno, também encontrados nos
oOleos essenciais utilizados em estudos conduzidos por Sabbieti et al. (2011) e Elbahnasawy et
al. (2019), os quais tiveram efeitos positivos na absorcdo de Ca e na proliferacdo de

osteoblastos.
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Figura 28 — Micrografias obtidas por MEV (em detalhes) e espectros obtido por microanalise por EDS na regido
A, para ensaio de bioatividade da amostra Ti+ PCL
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Fonte: Da autora.

Legenda: (a) Semana 1;
(b) Semana 1;
(c) Semana 4;
(d) Semana 4.

Lazlo (2013) reportou dois casos em que o uso do OE de Melaleuca demonstrou-se
eficiente no processo de recuperacdo 0ssea. No primeiro deles, pacientes que utilizavam o OE
como antisséptico para o tratamento de gengivite, notaram um raro processo de recalcificacéo
da arcada dentaria ap6s poucos meses de uso.

O segundo caso reportado, foi uma paciente com desgaste severo na cabeca do fémur

devido a osteoporose, aplicou durante 2 meses 0 OE de Melaleuca na regido afetada como



74

antiinflamatério, e foi observado um alivio da dor ap6s esse periodo. Os exames de
densitometria 6ssea demonstraram que o local estava recuperando a massa 6ssea (LAZLO,
2013).

A evolucdo da presenca de HA pode ser feita por meio da analise de bandas de

absorcdo no infravermelho, referentes a vibragcdo dos grupos fosfato, carbonato e hidroxila,
conforme ilustrado na Figura 29.

Figura 29 — Espectro de infravermelho obtido apds ensaio de bioatividade para a
amostra Ti+PCL+OE
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Fonte: Da autora.

Bandas associadas ao estiramento do grupo OH" foram observadas na regido entre
3670-3570 cm?, enquanto em 1514 cm™ e 1412 cm™ referem-se ao estiramento do grupo COs>
. Bandas relacionadas ao grupo fosfato foram identificadas em 1196 e 1022 cm (estiramento)
e em 563 cm® (vibragdo).

Comparando a intensidade das bandas observadas na primeira e na quarta semana, nota-
se um aumento para todos os componentes. As bandas caracteristicas da PCL e do OE
mantiveram-se presentes ap0s as quatro semanas de ensaio, sugerindo que o recobrimento
manteve-se aderente a superficie do material. Também foi observado que as bandas referentes a

deformacdo de CH; do polimero interligado a rede inorganica (2862 e 2942 cm™) aumentaram.
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A Figura 30 faz um comparativo entre o espectro obtido apds a 12 e 4% semana, de

modo a obter melhor visualiza¢do da evolucao das bandas apds as semanas de ensaio.

Figura 30 — Espectro de infravermelho obtido apds a 1% e 4% semanas de ensaio de
bioatividade para a amostra Ti+PCL+OE
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Fonte: Da autora.

4.2.2 Condicado Ti + HA + PCL + OE

As micrografias obtidas por MEV para as amostras de Ti+HA+PCL+OE ap6s as
quatro semanas de ensaio estdo apresentadas na Figura 31.

Para esta condicéo, foi possivel observar que o crescimento de HA ocorre de maneira
mais acelerada que nas condi¢6es anteriores, formando grénulos de maior dimensdo, devido a
presenca prévia do recobrimento de HA. Nota-se também a sobreposi¢io de camadas, de modo
que as camadas mais internas possuem glébulos de diametro inferior aos presentes nas mais

externas, visto que terdo seu crescimento limitado pela proxima camada em formacao.
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Figura31 - Micrografias obtidas por MEV (visdo geral) para amostra Ti+HA+PCL+OE ap6s ensaio de
bioatividade

(© (d)
Fonte: Da autora.
Legenda: (a) Semana 1;
(b) Semana 2;
(c) Semana 3;
(d) Semana 4.

O empilhamento das camadas de HA fica mais evidente nas micrografias com maior
aumento, como ilustrado pelas Figuras 32a e 32c, em que também foi possivel observar uma
estrutura globular do recobrimento, caracteristica desejavel para o processo osseointegrativo.

A microanalise por EDS (Figuras 32b e 32d), realizada na regido A, indica a presenca
dos mesmos elementos observados na condi¢do Ti+PCL+OE (C, O, Na, Mg, P, Ca e Ti) os

quais séo esperados pela composicao quimica do substrato e recobrimentos aplicados.



77

Figura 32 — Micrografias obtidas por MEV (em detalhes) e espectros obtidos por microanalise por EDS na regido
A, para ensaio de bioatividade da amostra Ti+HA+ PCL+OE
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Fonte: Da autora.

Legenda: (a) Semana 1;
(b) Semana 1;
(c) Semana 4;
(d) Semana 4.

A mesma morfologia, predominantemente globular arredondada, pdde ser observada
na quarta semana. Além disso, a microanalise por EDS indica concentragdes superiores dos
elementos P e Ca, sugerindo maior quantidade de HA em relacéo a primeira semana de ensaio.

A partir da analise do espectro obtido por infravermelho (Figura 33), observa-se a
manutenc¢do do recobrimento polimérico utilizado, devido a presenca de bandas de CH», C-O-

C, C=0 C=C e C-O, relacionadas as liga¢des caracteristicas da PCL e do OE. Para melhor
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visualizar a evolugdo das bandas apds as semanas de ensaio, a Figura 34 mostra um comparativo

entre o espectro obtido apds a 12 e 4% semana.

Figura 33 — Espectro de infravermelho obtido apds ensaio de bioatividade para a amostra
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Figura 34 — Espectro de infravermelho obtido apds a 12 e 4% semanas de ensaio de

bioatividade para a amostra Ti+HA+PCL+OE
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Assim como avaliado para a condi¢do anterior, as bandas de absorcédo referentes a
presenca dos grupos OH(3670-3570 cm™), COs? (1514 cm™ e 1412 cm™) e PO4* (1196, 1022
e 563cm’Y), apresentaram maior intensidade ap6s as 4 semanas de ensaio, corroborando com o
crescimento de HA observado pelas micrografias.

Comparando os resultados obtidos, nota-se que as amostras com recobrimento prévio
de HA apresentam crescimento mais acelerado durante o ensaio de bioatividade, decorrente da
presenca da mesma na superficie do material.

Esse fato também foi observado por Ochoa (2013), que comparou a eficacia da PCL
pura e compdsitos de HA+PCL contendo ou ndo Alendronato, no reparo de defeitos 6sseos no
olecrano de coelhos. Apesar de todas as condic¢des estudadas apresentarem biocompatibilidade
e capacidade de biodegradacdo simultaneamente a formacdo de tecido 0sseo, a resposta dos

compositos contendo material bioceramico foi mais evidente.

4.3  ENSAIO DE CORROSAO

4.3.1 Circuito Aberto

As curvas obtidas no ensaio de OCP para as condi¢des estudadas estdo ilustradas na
Figura 35, e 0s respectivos potenciais sdo apresentados na Tabela 10.

A andlise de curva é feita a partir do seu comportamento, que pode ser linear ou ndo
linear, crescente ou decrescente. Um aumento de potencial na direcdo positiva indica a
formacdo de uma pelicula passiva, enquanto um potencial constante indica que a pelicula se
mantém intacta e protetora (POPOV, 2015; ELIAZ, 2019b).

Uma diminuicdo de potencial no indica quebra ou dissolucdo do filme, ou a nédo
formacdo da pelicula. Além disso, quanto mais linear se apresentar a curva, maior a estabilidade
da montagem do sistema (POPOV, 2015).



Figura 35 — Curvas de OCP para as condi¢des Ti+PCL+OE e Ti+HA+PCL+OE em meio 1,5
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Fonte: Da autora.

Tabela 10 — Potenciais obtidos no ensaio de OCP para as amostras Ti+HA+PCL+OE e Ti+PCL+OE.

SBF, a36,5°CepH 7,4

Ti+PCL+OE
= Ti+HA+PCL+OE
Tic D (RICCI, 2017)
1 1 " 1 " 1 " 1 " 1
200 400 600 800 1000 1200

Tempo (s)

Condicdes estudadas

Potencial (V)

Ti+ HA+PCL + OE

Ti+ PCL + OE

-0,1904+0,0334

-0,1699+0,0260

Fonte: Da autora.
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Nas condi¢des observou-se que as curvas obtidas no ensaio de OCP apresentaram

comportamento linear semelhante, indicando a tendéncia de estabilizagdo do filme passivo

formado. Nota-se que a condi¢do Ti+PCL+OE sofreu um pequeno decaimento no potencial em

250 s, seguido da recuperacdo e manutencgéo deste apds 900 s.

Ensaios conduzidos por Ricci (2017) demonstraram uma pequena variagcdo no sentido

positivo do potencial para a amostra de Ti c.p. sem recobrimento, indicando a formacao de uma

camada passiva superficial de éxido de titanio, mais estavel que o metal puro.

Comparando os valores obtidos para as condigfes propostas com o potencial

determinado por Ricci (2017) para o Ti c.p. (-0,4V), nota-se que o recobrimento aumenta o

valor do potencial, indicando que o material & mais resistente ao processo corrosivo.
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4.3.2 Polarizacéo Linear

Para analise quantitativa do processo corrosivo, utiliza-se 0 método de extrapolagéo
de Tafel ou método de insercdo, a qual deve ser realizada em uma curva de polarizagdo de
potencial versus log da densidade de corrente, como ilustra a Figura 36.

Sé&o tracadas curvas tangentes as regides catodica e anodica, resultando na intersecédo
dos ramos extrapolados, gerando um par de valores coordenados, correspondentes ao potencial
de corrosao (Ecorr) € a densidade de corrente de corrosdo (lcorr) do sistema. Tracando tangentes
as regides passiva e transpassiva, obtém-se os potenciais de pite (Epite) € corrente de passivacdo
(lpass) (ELIAZ, 2019b).

Figura 36 — Curvas de polarizacdo potenciadindmica e extrapolacdo das retas de Tafel para
amostra de Ti c.p. (grau 4)
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Fonte: Adaptado de FERREIRA et al. (2019).

As curvas de polarizacdo linear das amostras estdo ilustradas na Figura 37. Os
parametros eletroquimicos foram determinados com o auxilio do software Ec-Lab®, por meio

da funcédo Tafel Fit, conforme apresentados na Tabela 11.
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Figura 37 — Curva de polarizagdo linear para as condi¢bes Ti+PCL+OE e
Ti+HA+PCL+OE, em meio 1,5 SBF, a 36,5°Ce pH 7,4
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Fonte: Da autora.

Tabela 11 — Pardmetros eletroquimicos para as condi¢6es Ti+PCL+OE e Ti+HA+PCL+OE

ECOIT ICOTT |pass

CONDICAO
(V) (Alcm?) (Alcm?)

Ti+HA+PCL+OE  -0,2369+0,0321 (9,68+5,58) x10° (5,59+1,26) x10*

Ti+PCL + OE -0,4207+0,0117  (7,4824,07) X107 =-eecmeecmemee

Fonte: Da autora.

Legenda: Ecorr = potencial de corroséo;
Icorr = densidade de corrente de corrosao;
Ipass = densidade de corrente de passivacao.

Os valores de Ecorr para as condigdes Ti+PCL+OE e Ti+HA+PCL+OE indicam que a
presenca de HA aumenta a resisténcia a corroséo do material. Além disso, observa-se a presenga
definida de uma regido passiva, a qual ndo ocorre na amostra Ti+PCL+OE. Esse
comportamento corrobora o observado pela curva de OCP, a qual sugeriu a formacao de uma
camada passiva mais estavel na condi¢do Ti+HA+PCL+OE.

Ferreira et al. (2018) prop6s o recobrimento polimérico de PCL em amostras de Ti c.p.
grau 4, utilizadas na confeccdo de implantes cardiovasculares, como alternativa para melhoria

da resisténcia a corrosdo do material, e consequente melhoria na biocompatibilidade do mesmo.
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Neste estudo, o Ti c.p. apresentou uma nitida regido de passivacdo, com a formacéo
da camada passiva (Ipass = 1,97x10° A/cm?), que se rompe com um potencial de cerca de 1,5
V. Esse comportamento foi reportado por Coelho et al. (2020), que sugere a formacdo de uma
pelicula passiva compacta rapidamente (possivelmente 6xido de titanio) na superficie de Ti c.p.

Na presenga dos recobrimentos propostos neste trabalho (com e sem HA), esse
comportamento néo foi observado, ndo havendo ruptura do filme durante o teste, do mesmo
modo que ocorreu para as amostras recobertas nos ensaios realizados por Ferreira et al. (2018).

Comparando os resultados obtidos, observa-se que as condi¢es propostas apresentam
potenciais de corrosdo superiores ao do Ti c.p. sem recobrimento (Ecorr=-0,4863 V), 0 que indica
que os recobrimentos utilizados foram mais estaveis e diminuiram o processo corrosivo.

O comportamento da condi¢do Ti+PCL+OE assemelha-se ao da condi¢do Ti+PCL
obtida por Ferreira et al. (2018). O potencial de corrosdo para a condi¢éo Ti+PCL+OE foi de -
0,4207 V, enquanto para a condic¢do Ti+PCL, no mesmo meio corrosivo, foi de -0,3061 V. Isso
indica que a corrosdo inicia primeiramente na condi¢do contendo OE, visto que 0 Ecorr Obtido
para a amostra somente recoberta com PCL é superior.

Souza et al. (2018) avaliaram a corrosao em amostras de Ti c.p. recobertas com HA
em meio 1,5 SBF a temperatura de 36,5°C e pH 7,4, as quais apresentaram Ecor=-0,321 V.

No presente trabalho, o potencial de corroséo obtido para a condig¢édo Ti+HA+PCL+OE
foi maior (Ecorr=-0,2369 V). Isso deve-se ao fato de o PCL ser mais inerte e estdvel em meio
SBF quando comparado ao recobrimento biomimético (HA). Pontanto, o uso da PCL pode
proteger o implante contra o ataque de fluidos corporais e melhorar sua biocompatibilidade
(CATAURO, 2018; FERREIRA et al., 2019; VITERI, 2013).

4.4  ENSAIO MICROBIOLOGICO

Os resultados obtidos por meio do teste de disco-difuséo para as condi¢fes propostas

estdo apresentados na Figura 38 e Tabela 12.
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Figura 38 — Zona de inibicao das condicGes para cepas de E. coli e S. aureus (Teste de disco-difusdo)

10 F I Ticp.
i I Ti+PCL+OE
B Ti+HA+PCL+OE

Halo de inibigao (mm)

E. coli S. aureus

Fonte: Da autora.

Tabela 12 — Zona de inibi¢do das condic¢Oes para as cepas de E. coli e S. aureus (Teste de disco-difusdo)

ZONA DE INIBICAO (mm)

CONDICAO
E. coli S. aureus
Ti c.p. 6,13+0,088 6,067+0,058
Ti+PCL+OE 7,70+2,042 6,135+0,078
Ti+HA+PCL+OE 6,670,058 6,367+0,551

Fonte: Da autora.

A partir da andlise das curvas, observa-se que os halos de inibicdo obtidos para a
condicdo Ti+HA+PCL+OE em ambas as bactérias avaliadas sdo semelhantes. Frente as cepas
de S. aureus, tal condicéo apresenta-se discretamente mais eficiente no controle do crescimento
bacteriano. As cepas de E. coli mostraram-se mais sensiveis a condigéo sem a presenca de HA.

Ensaios realizados por Melo et al. (2015) comparando a atividade dos 6leos essenciais
de melaleuca, tomilho branco e orégano, verificaram que todas as cepas bacterianas utilizadas
foram sensiveis aos 0Oleos essenciais testados (com base em zonas claras de inibicdo de
crescimento bacteriano), sugerindo um amplo espectro contra bactérias gram-positivas e gram-

negativas.



85

Na maioria dos casos, no entanto, as Concentra¢des Bactericidas Minimas (MBC) para
bactérias gram-negativas foram menores em comparacdo aos MBC para bactérias gram-
positivas.

Testes conduzidos por Singh et. al. (2016) demonstraram que o OE de melaleuca
comporta-se como bacteriostatico quando em baixa concentracdo, mas bactericida em
concentragdes altas.

Estudos sugerem que o mecanismo de acdo do 6leo essencial ocorra a partir do
aumento da permeabilidade dos sistemas lipossémicos, causando lise e perda da integridade da
membrana, ocasionando o vazamento de ions e inibi¢do da respiragdo, induzindo a morte da
bactéria (CARSON; MEE; RILEY, 2002; COX et al., 2001; SINGH et al., 2016)

Também foram observadas diferencas na suscetibilidade dos organismos testados
frente ao OE de melaleuca e estas sdo interpretadas em termos de variacBes na taxa de
penetracdo de monoterpenos através da parede celular e estruturas da membrana celular.

A capacidade do OE em romper a barreira da permeabilidade das estruturas das
membranas celulares e, consequentemente, a perda do controle quimiosmotico é a fonte mais
provavel de sua acdo letal em niveis inibitérios minimos (COX et al., 2001; MUMU,;
HOSSAIN, 2018).

Ensaios conduzidos por Mumu e Hossain (2018) comparando a atividade
antimicrobiana de dleos essenciais de melaleuca, eucalipto e capim-limdo, demonstraram que
o0 TTO apresenta maior capacidade de inibicdo dos patogenos, inibindo 99,92% destes apds 6 h
de incubacdo, enquanto os demais 6leos inibiram entre 90,43 e 92,59%.

Neste mesmo estudo, fez-se uma comparagao entre a agdo antimicrobiana do TTO e
alguns antibioticos comuns pelo método de disco-difusdo. Para o teste, foram utilizados 50 pL
de oleo essencial puro e discos antibidticos padrdo para uso como controle.

Os valores (em mm) obtidos para os halos de inibi¢do séo apresentados na Tabela 13.
O dleo essencial demonstra potencial no tratamento alternativo aos antibidticos convencionais

contra infeccOes bacterianas e outras doengas infecciosas.
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Tabela 13 — Zona de inibigdo em resposta ao 6leo essencial de melaleuca e discos antibioticos convencionais

AGENTE ZONA DE INIBICAO (mm)
ANTIMICROBIANO E. coli S. aureus
Oleo essencial de Melaleuca 15,6 18,6
Cephalexin 37,6 33,3
Amoxycillin 38,6 35,3
Cefuroxime Sodium 35,3 34,3
Rifampicin 37,6 32,6

Fonte: Adaptado de MUMU; HOSSAIN (2018).

Nota-se uma diferenca entre os valores apresentados na Tabela 13 e os obtidos para o
halo de inibicdo para as condi¢es propostas (Tabela 12). Isso pode ser atribuido a diversos
fatores, como: volatilidade do componente utilizado, composi¢cdo quimica dos 6leos e a
presenca do polimero atuando como um possivel controlador da liberacdo do ativo.

Nestes estudos conduzidos por Mumu e Hossain (2018), os discos dopados com 6leo
essencial foram expostos imediatamente as culturas bacterianas, enquanto no presente trabalho,
as amostras nao tiveram exposicdo imediata devido a necessidade de armazenamento e
transporte para realizacdo dos ensaios.

Por ser de origem natural, a composi¢do quimica do mesmo 6leo essencial pode diferir,
por sofrer interferéncias as quais podem ser atribuidas a varios aspectos, incluindo a parte da
planta usada para extrair o 6leo, o estresse de secagem, o estagio de desenvolvimento da planta
guando colhida e as condicBes de crescimento, e ainda, o tipo de solo, temperatura e fertilizantes

utilizados, bem como o proprio procedimento de extragdo (MELO et al., 2015).
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5 CONCLUSAO

A caracterizacdo do material e dos recobrimentos propostos comprovou a realizacao
do recobrimento por toda a superficie do substrato metalico.

As micrografias, juntamente com a microandlise por EDS, indicaram que a
incorporacdo do oOleo essencial no filme polimérico foi realizada de maneira adequada e sem
alterar as caracteristicas morfologicas do filme puro. A andlise de FTIR confirmou a presenca
de bandas referentes as ligacGes existentes no OE e na PCL, as quais se mantiveram apds o
recobrimento no Ti c.p. com ou sem recobrimento prévio de HA.

Os picos caracteristicos dos recobrimentos foram detectados nos difratogramas de
DRX, ndo observando a formag&o da fase [1-TCP, pobre em Ca.

As micrografias obtidas para as amostras apds o ensaio de bioatividade demonstram a
evolucdo da camada apatitica, com crescimento homogéneo de HA durante as quatro semanas,
para ambas as condi¢cdes com estrutura globular apreciavel para o processo osseointegrativo.
Além disso, observou-se que a presenca do OE no recobrimento altera positivamente a
morfologia dos granulos de HA formados durante as semanas de ensaio, sugerindo que o OE
aplicado apresenta propriedades osteoindutivas. Os espectros obtidos por FTIR confirmam o
crescimento da camada bioceramica, visto que houve um aumento na intensidade das bandas
de COs* e PO+* caracteristicas dessa fase.

As curvas de polarizacdo indicaram que dos recobrimentos propostos, a condi¢do
Ti+HA+PCL+OE deixou o substrato metalico mais resistente ao processo corrosivo em fluido
corporeo simulado, apresentando maior potencial de corrosao (Ecorr=-0,2369 V). A combinacgéo
da PCL sobre o recobrimento biomimético de HA demonstrou maior eficiéncia na protecéo do
material, melhorando sua biocompatibilidade.

O ensaio microbioldgico apresentou baixa atividade inibitdria perante as culturas de
bactérias ensaiadas, sendo as cepas de E. coli mais sensiveis a condigéo Ti+PCL+OE.

Desta forma, conclui-se que o sistema proposto apresenta caracteristicas desejaveis
para aplicacdo em implantes médicos, sugerindo que os mesmos sdo favoraveis ao processo

osteointegrativo destes dispositivos.



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Confeccgédo de nanoparticulas contendo o OE para uso no recobrimento;
Teste de liberagdo do OE em SBF;

Teste de adesdo do recobrimento;

Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) do recobrimento;
Ensaio de Biofilme e Viabilidade bacteriana;

Ensaios in vivo.
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APENDICE A - Composic¢do quimica do OE de Melaleuca alternifolia

Tabela 14 - Composicéo quimica do dleo essencial de Melaleuca alternifolia
(continua)

Composicao (%)
Componente

ISO 4730 Tipica

Terpinen-4-ol § C10H180 35,0-48,0 40,1
OH

y-Terpinene ? CioHise 14,0 — 28,0 23,0

a-Terpinene ? CioHise 6,0-12,0 10,4

1,8-Cineole %\j CioH180  Tragos — 10,0 51

Terpinolene Sé CioHas 1,5-5,0 3,1
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Tabela 14 - Composicdo quimica do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
(continuacao)

Composicao (%)
Componente
ISO 4730 Tipica
HsC._ _CH;

p-Cymene CioH4 0,5-8,0 2,9
CHs

a-Pinene CioH1s6 1,0-4,0 2,6

a-Terpineol C10H180 2,0-5,0 2,4

OH

Aromadendrene CisHo24 0,2-3,0 15

6-Cadinene CisH24 0,2-3,0 1.3
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Tabela 14 - Composicdo quimica do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
(conclusdo)

Composicéo (%)

Componente
ISO 4730 Tipica
Limonene CioH1s6 05-15 1,0
P
CHg
He,c—,,{
Sabinene ' CioH1s6 Tragos — 3,5 0,2
CH,

Globulol CisH260O  Tragos—1,0 0,2
Viridiflorol CisH26O  Tragos—1,0 0,1
Ledene CisHz4 Tragos — 1,5 --*
H;C
Tracos: <0,01% *Nao foi avaliado na analise cromatogréafica

Fonte: Adaptado de SALVATORI et al. (2017)
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