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PROJETO DE PESQUISA DE POS-DOUTORADO

Bolsista: Felipe Antunes Santos
Supervisora: Sonia Regina Homem de Mello Castanho

Recobrimentos vitreos biofuncionais para implantes médicos e odontoldgicos

1- RESUMO DO PLANO DE TRABALHO

O projeto tem como proposta desenvolver um material vitreo para recobrimento da superficie
de biomateriais metalicos. Atualmente os biomateriais metalicos mais empregados nas areas
médica e odontoldgica sdo o titanio e suas ligas, ago inox e ligas cobalto-cromo. Mesmo
quando apresentam boas caracteristicas osseointegradoras (materiais biocompativeis) muitos
dos implantes estdo sujeitos a infeccbes durante e no pos-operatério. Acbes que visem
simplificar e proteger essas intervencgdes cirurgicas tem sido alvo de concentracéo de esforcos
tanto da pesquisa cientifica como do setor produtivo. Desenvolver materiais capazes de
acelerar os mecanismos de osseointegracao constitui em importante contribui¢cdo. Em adicéo,
a possibilidade de acrescentar func@es de protecdo a infeccdo bacteriol6gica (materiais com
acdao biocida) nestes procedimentos abre um novo horizonte de desenvolvimento para
materiais multifuncionais voltados a implantologia. Nesta proposta é destaque o carater
multifuncional dos materiais de recobrimento, obtidos a partir de compositos de matriz vitrea,
gue apresentem resposta positiva na acao de ambas as funcGes, biocompatibilidade e biocida.
Aplicando-se os conceitos termodindmicos para o planejamento de composicdes, serdo
estudados vidros pertencentes ao sistema CaO- Na2O- SiOz - M. Os metais possivelmente
testados serdo o Ag, Cu, Nb, W, Ta ou Zr, os quais tém demonstrado bons resultados de
biocompatibilidade. O desafio cientifico e tecnoldgico desta proposta é integrar de forma
eficaz funcdes dissimilares como a osseointegracdo e acdo biocida em um Unico material,
contribuindo no processo de recuperacdo de pacientes.

Deste modo sera importante comparar composicdes, estudar as diversas atuacdes dos metais
em relagdo as bioatividades, tais como, citotoxicidade e taxa de dissolugdo no ambiente
corporeo, além do que se refere ao comportamento fisico, como propriedades mecanicas,

molhabilidade e expansdo térmica dos materiais em contato (vidro/substrato).



1.2 ETAPAS REALIZADAS NO TRABALHO

As etapas contidas na Figura 1 abaixo representam, em forma de diagrama, a sequéncia
realizada no plano de trabalho.

Sistema CaO- Naz0- SiO; Ag,Cu,Nb, W, Ta ou Zr,

| |
'
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Figura 1 — Diagrama de blocos que apresenta as etapas cumpridas ao longo do trabalho para a

producdo do material de recobrimento multifuncional.



2 - RESUMO DO QUE FOI REALIZADO

Em paralelo aos célculos realizados para a obtencdo de uma composicdo otimizada
que se adequasse aos parametros propostos no projeto, a matéria-prima e alguns equipamentos
foram sendo conseguidos e/ou reparados. Nosso laboratorio ja possuia matéria-prima base
para o vidro em questdo, porém o niobio (Nb) de alta pureza foi conseguido em parceria com
a Escola de Engenharia de Lorena (EEL) da USP, através do Professor Durval Rodrigues
Junior.

Também foi necessario que se trocasse o termpar do forno, para sua regularizagéo.
Assim, iniciou-se o processo de fusdo, porém a contaminacdo pelos cadinhos de alumina
exigiu que o trabalho se seguisse com o cadinho de platina. O cadinho disponivel de platina
apresentou um furo, e teve de ser reformado; a empresa responsavel foi a Platimex.

Além do estudo da composi¢do e fusdo dos vidros, para a primeira fase dos trabalhos
também foram realizadas analises por espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), caracterizac@es iniciais por difratometria de raios X, ensaio de citotoxicidade
e analise térmica.

O projeto foi realizado em parceria com a Instituto de Ciencia de Materiales de
Madrid (ICMM) - Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Madri, Espanha.
O ponto em comum para a definicdo das agendas foi definido de maneira a possibilitar a
participacdo — quase que simultaneamente - na International Conference of European
Ceramic Society (Ecers), que também aconteceu na Espanha, proximo a Madrid, na cidade de
Toledo. A conferéncia do Ecers aconteceu de 21 a 25 de junho de 2015, e precedeu a visita a
UAM.

Foram realizadas nesta segunda fase em parceria com o ICMM: tratamentos térmicos
das pastilhas dos materiais calculados posicionados em cima dos possiveis substratos em
diferentes atmosferas e temperaturas, andlises microestruturais utilizando microscopia
(eletrdnica, dptica e de calefacdo), parte das caracterizagdes por difratometria de raios X,
dilatometria, avaliacdo da aderéncia, atividade biocida e simulacdo de um novo recobrimento
por dipping.

Além de levar uma prévia do trabalho ao Ecers, uma discussdo preliminar de parte
mais evoluida do trabalho aconteceu na International Conference & Exhibition on Advanced
& Nano Materials (Icanm), que foi realizada em Ottawa, Canada, de 12 a 14 de agosto de
2015.



Na parte/ano final do trabalho um artigo completo na revista cientifica Materials
Letters foi publicado; também requerido o pedido de patente junto ao INPI através do IPEN-
FAPESP; além da exposicdo do trabalho (referente a este projeto de pos doutorado) — e
apresentado por parceiros/coautores do trabalho — nos eventos: 6th International Congresso
on Ceramics, 2016, realizado em Dresden, Alemanha (rendendo o prémio de 3° melhor poster
do evento); e Pan American Materials Congress: Advanced Biomaterials, 2017, realizado em
San Diego, Estados Unidos da América.

Para os mais novos resultados seguiu-se a pareceria com o ICMM-CSIC, e, escolhida
a melhor composicéo para a sequéncia, foi realizado um estudo mais aprofundado sobre o
recobrimento dos substratos que apresentaram melhor aderéncia. Para tal, foram analisadas as
seguintes caracteristicas (para o vitroceramico, e ndo mais para o vidro): adesao, deposi¢do da
camada e escolha da melhor espessura, propriedade mecanica por dureza Vickers dos
substratos antes e depois dos tratamentos térmicos, analise de flexdo biaxial do material de
recobrimento, analise micrografica/morfologica por microscopia Otica e eletrdnica, ensaio
biocida e analise por FTIR.

Por fim, novamente no IPEN — e com as amostras recobertas e o material tratado
termicamente -, foram realizados ensaios de citotoxicidade e crescimento celular; parte

fundamental para o entendimento da multifuncionalidade da camada proposta.



3 - PROGRESSOS REALIZADOS E RESULTADOS

3.1 - ENUNCIADO DO PROBLEMA E DESAFIO TECNOLOGICO

A demanda por biomateriais que interajam e fornegam resposta adequada ao meio
corporeo é crescente (ZHOU, 2008) e, portanto, a necessidade de desenvolver alternativas,
seja do ponto de vista de processo ou do ponto de vista de composicdo, na busca de materiais
que apresentem melhor interagdo com tecidos vivos, também se torna crescente.

Entre as principais aplicagdes desses biomateriais esté a utilizagdo como proteses
e implantes, em ambos 0s casos estando em contato direto com os fluidos corp6reos. Muitos
dos problemas mais recorrentes relacionados a introducdo de uma prétese no corpo humano
ocorrem no periodo pdés-cirurgico, e em geral motivados, pela introducdo acidental de
organismos contaminantes durante a cirurgia, ou ainda mais tardiamente, pela migracdo de
bactérias providas de outros locais do corpo do paciente que eventualmente j& apresente
quadro infeccioso (SBQ, 2012). Com o observado aumento da expectativa de vida em termos
mundiais, destacadamente o Brasil (IBGE, 2012), é consequente que o crescimento da
demanda por proteses na populacdo da terceira idade aumente, aumentando-se também,
proporcionalmente, os quadros de infecgbes. Justificado pelo fato de que aproximadamente
10% dos homens e 20% das mulheres idosas possuem infeccBes por bactérias na urina. E que
também é comum o risco por infeccdo pulmonar, perioddntica, diabete, entre outros (SBQ,
2012). Anualmente, os custos com tratamentos das doencas infecciosas chegam a bilhdes
(CRAMTON, 2001; DONLAN, 2002; BOZIC, 2005).

Frequentemente, a solucdo no tratamento de infec¢Bes cronicas dos implantes ou
préteses, principalmente nos de quadril, é a introducdo de cimentos impregnados com
antibidticos. Contudo existe uma grande controvérsia em relacdo a esse método, e por tanto 0s
riscos versus beneficios, como por exemplo, elevado custo, alto risco de que os
microrganismos desenvolvam resisténcia frente ao antibidtico e possivel falha mecénica em
longo prazo, devem ser levados em consideragdo para cada grupo de pacientes (BLOCK,
2005; DUNBAR, 2009; HANSSEN,2004; JIRANEK, 2006; JOSEPH, 2003; NAMBA, 2009;
JIRANEK, 2005; JUNG, 2009).

No campo dos implantes odontoldgicos, mais de 10% das implantacbes gera
periimplantite, uma infeccdo que representa o risco mais importante de perda 6ssea, além de

promover uma pobre osseointegracao, levando a perda do implante (PYE, 2009; FLORES,



2010). A Figura 2 mostra uma infeccédo bacteriana (periimplantite) ao redor de um implante
insertado.

Figura 2 — Imagem da infecgéo bacteriana (periimplantite) em volta de um implante inserido.

Atualmente, no Brasil, o implante metélico mais utilizado é o de aco inoxidavel 316
LVM (ELIAS, 2008; FONSECA, 2005). Porém o ago inoxidavel ndo é promotor da
osseointegracdo, com se observa em ligas com o titanio (FLORES, 2010). Este altimo, que
também serd utilizado no presente trabalho, apresenta ainda a vantagem de menor peso. Desta
forma, recobrimentos biocompativeis, capazes de contribuir na osseointegracdo, associada a
atividade biocida, resulta na reducdo da taxa de problemas associados aos procedimentos
cirtrgicos e pos-cirargicos. Este fato, certamente constitui uma possibilidade de extrema
utilidade tecnoldgica e mercadoldgica, ndo s6 em termos nacionais como internacionais.
Estudos realizados pelo grupo de pesquisa do IPEN, em parceria com o grupo de pesquisa da
ICMM-CSIC, mostraram, que as composi¢des desenvolvidas em nossos laboratérios,
apresentaram atividade biocida, com grande potencial para aplicacfes em proteses metalicas.
Estudos detalhados sobre estas pesquisas e desenvolvimentos se encontram divulgados na
literatura (SILVA, A.C., 2004; SILVA, A.C., 2008; MOYA, 2012; MOYA, 2011;
ESTEBAN-TEJEDA, 2012).

Por outro lado, o titnio apresenta boas caracteristicas de biocompatibilidade e
atividade osseointegradora e, estabilidade quimica, devido a formacdo de uma pelicula



oxidada em sua superficie. Deste modo, € viavel recobrir essa superficie com um biovidro
biocida, haja vista que esse ultimo pode ser planejado de forma a apresentar compatibilidade
quimica e adesdao mecéanica com a pelicula superficial da matriz de titanio.

Diante da diversidade dos problemas/desafios pertinentes a este intento, o presente
projeto desenvolveu composi¢cOes de biovidros capazes de contemplar as aplicacOes
supracitadas, apresentando caracteristicas biocompativeis e atividade biocida. Algumas outras
composicdes vém sendo estudadas e mostram grande eficiéncia nessa acdo (MOYA, 2012;
MOYA, 2011; ESTEBAN-TEJEDA, 2012).

Deste modo, com procedimentos e composi¢des controladas, se pretendeu obter uma
nova familia de implantes multifuncionais, com melhores desempenhos e com uma vida util
superior a esperanca de vida dos pacientes. Em adicdo, se espera que o projeto tenha um
impacto significativo na qualidade de vida dos pacientes, reduzindo os riscos associados a
substituicdo de proteses articuladas e ortodonticas devido a infecgbes, que € atualmente um
dos fatores mais preocupantes e importantes na implantologia.

Diante do exposto foi necessario que a superacdo de alguns desafios tecnolégicos, e o
projeto teve os seguintes, como dois dos principais: planejamento de materiais funcionais a
partir de dados termodindmicos utilizando-se os diagramas de equilibrio do sistema; e a
producdo de vidros com o nidbio incorporado. Essas composi¢des devem ser capazes de
atuarem como materiais biocompativeis e/ou com atividade biocida. E sabido que algumas
composicdes pertencentes ao sistema em estudo, sem adicdo de metal, podem apresentar por
si proprias a atividade biocida. Porém, o desafio em questdo, foi encontrar composicGes
adequadas para sobrepor possiveis dificuldades na obtencdo de um angulo de molhabilidade
adequado (vidro/substrato). Esse desenvolvimento implicou na sugestdo de um novo produto
de grande importancia no campo médico e odontologico em ambito mundial com potencial
para aliar o uso de uma matéria-prima com reserva expressiva no pais, como é o caso do
niébio, como agente funcional.

A superficie do biomaterial € de extrema importancia em sua aplicacao, pois responde
ao primeiro contato com o tecido vivo quando o material é colocado no corpo. Por essa razao
os estudos relacionados as superficies nestes materiais tém expandido muito rapidamente
(OLIVARES-NAVARRETE, 2011). A corrosédo é um dos fatores considerados de grande
importancia no tempo de vida do material. Por essa razdo metais como ligas a base de Co-Cr e
Ti sdo largamente aplicadas a esse mercado. Porém ainda existe pouca informagdo em relacdo
a biocompatibilidade de outros metais que sdo refratarios e que também possuem boa
resisténcia a corrosdo, como Ta, Nb e Zr (KAWAHARA, 1963; STEINEMANN, 1980;



JACOBS, 1998). As respostas de biocompatibilidade tém se mostrado satisfatdrias para esses
metais, como o proprio Nb - incorporado ao vidro de recobrimento - proposto neste plano de
trabalho (OLIVARES-NAVARRETE, 2011). Esse fato configura em uma grande abertura e
desafio para o desenvolvimento tecnoldgico no campo dos biomateriais.

Outro ponto bastante importante é aliar as fungdes propostas anteriormente, tendo
como base o controle da composi¢do, com o carater ndo toxico do material. A expansao
térmica dos materiais de interface também é um fator de extrema importancia a ser
controlado. Mesmo com adequada molhabilidade do vidro na superficie do biomaterial é
necessario que os materiais, de recobrimento e substrato, tenham expansdes térmicas
préximas, evitando assim problemas por tracdo e compressao entre as camadas.

Em estudos realizados recentemente observou-se que o angulo de molhabilidade entre
materiais dissimilares, como um biovidro e um substrato, € acentuadamente dependente da
concentracdo das fases presentes, como é apresentado na Figura 3 (ESTEBAN-TEJEDA,
2012).

Vidro 2,6%Ag 10%Ag 17%Ag 20%Ag

Figura 3 - Pseudoesferas de vidro com diferentes porcentagens de Ag sobre a superficie de

titanio.

Por outro lado, a temperatura durante o processo de recobrimento e adesdo entre estes
materiais também ira interferir no éangulo de molhabilidade e evidentemente nas
caracteristicas de fluxo do vidro como se ilustra nos resultados dos ensaios de microscopia
com dilatdbmetro acoplado (microscopia de calefacdo), na Figura 4. Verifica-se, nesta figura,
que tanto a temperatura de inicio de deformagdo como a de formacdo de semiesfera varia

sensivelmente com o tipo de metal presente na matriz vitrea.
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Figura 4 — Comportamento de molhabilidade e fluidez com a temperatura para os vidro: (A)
com 20% de Ag, (B) com 20% de Cu e (C) com 20% de Cuincorporado. Substrato de titanio
(ESTEBAN-TEJEDA, 2012).

Neste projeto, acompanhou-se o comportamento em matrizes com metal diferente dos
estudados por Esteban-Tejeda (2012) utilizando-se técnicas similares. Onde o planejamento
das composicbes teve como foco reduzir as temperaturas de adesdo das superficies, sem

comprometer as ac0es esperadas para ambos 0s materiais.

3.2 - DESENVOLVIMENTO E RESULTADOS

A primeira parte do projeto, que implica na mistura e sequente fusdo para producéo do
vidro, foi baseada em célculos para obtencdo das porcentagens adequadas entre 0 metal e o
sistema CaO — Na2O — SiO». O projeto indicava alguns metais como possibilidades na mistura
em questdo. A opcdo, também explicada no projeto proposto, foi pelo nidbio (Nb), isso
porque 0 metal cada vez mais se apresenta como uma alternativa interessante em aplicacoes
biomédicas. O comportamento relativo as respostas bioldgicas que o Nb tem apresentado,
sobretudo na osteointegracdo, chama a atencdo para um aprofundamento no estudo de sua
utilizacdo (OLIVARES-NAVARRETE, 2011); paralelo a este fato encontramos no Brasil a

maior reserva desse metal no planeta.
3.2.1 — Estudo da composi¢do quimica e fusdo do vidro
Além da analise realizada com a auxilio do diagrama de fases do sistema A-B-C (SiO-

Ca0-Na0), ilustrado na Figura 5, em diversas composic¢des do sistema realizada pelo grupo
(SILVA, A.C., 2004; MARIALVA NETO, 2005; SILVA, A.C., 2008), o ajuste da



composi¢do quimica do material vitreo foi desenvolvido levando em consideragdo fatores

como fluidez, dilatacdo térmica, estabilidade quimica e atividade biocida
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Figura 5 — Diagrama de fases do sistema A-B-C (SiO-Ca0O-Na20) (ROTH, 1996).
Os célculos de composi¢do seguiram os estudos e publicages mais recentes do grupo.

A Figura 6 mostra a regido escolhida e limitante para que, segundo Silva et al., o
calcio possua efeito percolativo, podendo assim contribuir no comportamento biocida,
proposto neste projeto. Foi utilizado Nb2Os no lugar do R.On do diagrama ternario da figura -
estado mais provavel de oxidac&o do Nb.
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Figura 6 — Representacdo em diagramas de composicao da regido definida para o
provavel efeito percolativo do célcio em vidros soda-cal modificados por R.On (SILVA, A.
C. 2014).

Uma vez escolhidos, a selecdo do metal e calculo das melhores composicdes, as
matérias-primas foram pesadas, misturadas e a fusdo das duas composicGes, otimizadas, 0s
vidros foram produzidos, para o estudo de seus comportamentos.

A Tabela 1 mostra as duas composi¢des calculadas e produzidas e 0 nome de cada
uma dessas amostras.

Tabela 1 — composic@es calculadas.
Composicdo  T15C(Nb) -% massa  T20C(Nb) -% massa

SiO2 43,71 39,47
Nb20Os 14,52 16,52
Na2O 25,25 23,14
Ca0 13,68 18,06
K20 0,92 0,91
Al203 1,84 1,81
Outros 0,09 0,09

Para a fusédo foi utilizado cadinho de platina reformado com ajuda da reserva técnica

do projeto. Uma parte do processo pode ser visualizada pelas etapas Figura 7.



(b)

Figura 7 — A mistura de pds é colocada em cadinho de platina em etapas para completa

homogeneizacéo, e entdo o fundido é retirado do forno e em seguida vertido no molde

metalico, como a sequéncia (a), (b) e (c).

3.2.1.1 —Caracterizacdo estrutural dos vidros por DRX

Ap6s a producdo iniciou-se a caracterizacdo desses materiais, submetendo-os a
técnica de difratometria de raios X (DRX) com radiagdo Cu-Ko (1,5418 A), varredura entre
10° e 80° e aplicando-se passo angular de 0,05°com 2s de contagem por ponto, conforme
Figura 8.
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Figura 8 — Espectros de difragéo de raios X obtidos a partir das amostras de
composic¢des TI5CNb (a) e T20CNb (b).

E possivel notar o comportamento predominantemente amorfo de ambas as amostras.
Porém, apesar da nitida caracteristica amorfa que o difratograma apresenta, ha um
pronunciamento, em forma de pico, por volta de 32°, que, de acordo com o Powder
Diffraction File, pode representar a presenca de 6xidos de niobio na rede, como mostra a

Figura 9.
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Figura 9 — Espectro de difracdo de raios X, com picos indexados de NbsOs e NbOz a partir da

composicdo T20CNb.

3.2.1.2 — Citotoxicidade dos vidros

Amostras relativas as 2 composi¢es foram submetidas aos testes de citotoxicidade,
para verificar se ha viabilidade celular nas composi¢6es propostas.

A Figura 10 mostra os resultados obtidos relativos aos ensaios de citotoxicidade para
as amostras das composicdes TI5CNb e T20CNb. Este teste € uma forma de avaliacdo
bioldgica in vitro, qual se utilizam extratos dos materiais a serem testados em contato com
uma cultura de células de mamiferos, em microplacas para cultura celular. Neste trabalho, a
avaliacdo da citotoxicidade foi realizada utilizando-se 0 método de incorporacdo do corante
vital vermelho neutro (HABIBE, A.F., 2009). O ensaio foi realizado nos laboratérios do
Centro de Quimica e Meio Ambiente (CQMA) do IPEN, pela pesquisadora Sizue Ota Rogero.

Observa-se que tanto a amostra T15CNb quanto a T20CNb apresentaram
comportamento ndo citotdxico, evidenciando, inclusive, um pequeno crescimento celular em
comparacdo com a quantidade inicial; com uma diferenga sutil no crescimento celular da
amostra T15CNb em relacdo a T20CNb (o controle positivo mostra inviabilidade celular, ou
seja, tem comportamento citotdxico, enquanto que o controle negativo é ndo citotoxico, como

aqui, no presente trabalho, se pretende).
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Figura 10 - Curvas de Viabilidade Celular obtidas no ensaio de citotoxicidade pelo método de

incorporacdo do vermelho neutro para os vidros de recobrimento.

3.2.1.3 — Espectrometria no Infravermelho com transformada de Fourier, FTIR, para os vidros

estudados

Anédlises de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
foram realizadas utilizando o equipamento Thermo Nicolet modelo Nexus 870 FT-IR. A FTRI
permite identificar espécies quimicas e, sobretudo, grupos funcionais como resultado da
interacdo com a energia relativa ao feixe da fonte de infravermelho incidente sobre eles
(KOENDERINK, R. H., 2000; SIGOLI, F. A., 2001; GUO, G., 1996; MAcDONALD, S.A,,
2000; ZAYAS, M. E., 2003; LOPEZ, A., 2002)

Na Figura 11 temos os FTIR das amostras TI5CNb e T20CNb.
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Figura 11 — FTIR das amostras T15CNb (a) e T20CNb (b).

No o espectro de FTIR da Figura 11 (a) observa-se uma distribuicdo hetereogénea de
espécie QX na rede de silica. As regides de silica Q* (1 e 8) podem ser indicativas de liquido
de silica pura segregado no vidro fundido. Observam-se também a distribuicdo de espécie Q*
até Q° (4, 5, 6 e 7) os quais indicam uma distribuicdo estrutural capaz de acomodar com
facilidade tanto o0 NaO e CaO quanto o nidbio - indicado pelos picos atribuidos as ligacdes
silica-metal (2). A acomodacdo do nidbio na rede de silica seria meta-estavel devido ao
desbalanceamento de cargas na rede vitrea; a ocorrencia de silicatos cristalinos também foi
observada (Figura 19). A intensidade dos picos da ligacdo Na-Si (9) indica que o Na* esta

sendo solicitado na compensagdo de cargas para estabilizar a estrutura. Tal fato é indicativo



da acomodagcdo precaria na rede vitrea do Nb**. Observa-se ainda a tendéncia a corrosao do
vidro, ainda que pela umidade do ar, como indica a presenca de agua estrutural (10).

Contudo na Fig. 11 (b) ha maior intensidade nos picos relacionados aos silicatos de
metais (3), aparentando maior interacdo entre os metais; por outro lado o Na* é menos exigido
para a compensagao de cargas da estrutura. Tais resultados indicam a incorporacgéo ordenada e
estavel do Nb** na rede vitrea.

Em trabalhos anteriores (MOYA, J.S., 2012), observou-se que quando o Na* é exigido
para a compensagao de cargas em redes vitreas hetereogénias (-Si-O-B-, por exemplo) o Ca?*
torna-se fracamente unido a rede. A decorrente mobilidade por lixiviagdo do Ca?* é a
responsavel pela atividade biocida dos vidros. No presente trabalho, nota-se mais uma vez a
maior resisténcia a lixiviacdo em amostras com altos teores de CaO e NbOs. E possivel
atribuir esse comportamento ao ordenamento estrutural que permite atingir melhor equilibrio
entre as cargas desses Oxidos e o SiO2, tornando o Na" menos solicitado. Reduzida a
mobilidade do Ca?", consequentemente o efeito biocida tambem se reduz. Por tanto fica

indicado um limite na fracdo composicional de Nb2Os quando ha a finalidade biocida.

3.2.1.4 — Atividade biocida dos vidros

A Norma ASTM E-2149-01 (Atividade antimicrobiana/antibacteriana de agentes
imobilizados sob condi¢Ges dindmicas de contato) foi concebida para avaliar a atividade
antibacteriana (acdo biocida) de amostras em que essa atividade é dependente do contato
direto entre as bactérias e o0 agente biocida. Esse ensaio determina a atividade biocida de uma
amostra por agitacdo desta em uma suspensdo bacteriana durante alguns tempos de contato
especificados pelo pesquisador. A agitacdo constante da amostra na suspensdo bacteriana
assegura o bom contato entre as bactérias e o agente biocida. Para cada tempo de contato
estabelecido, o nimero de organismos vidveis na suspensdo é determinado por diluicdo em
série ap6s o plagueamento.

Uma Unica col6nia de Escherichia coli DH10B foi inoculada no meio de cultura Luria
Bertani (LB) (composigdo LB: triptona a 1%, extrato de levedura a 0,5%, NaCl a 1% e &gar a
1,5%) e incubada durante a noite a 37°C. Cada cultura (10 pL) foi diluida em meio fresco (1
mL) e cultivada a 37°C por 6 h. Essa suspensdo foi diluida em meio LB fresco para se obter
concentracéo bacteriana de 105 CFU/mL. Por fim, foram inoculados com essa cultura (1 mL)
15 mg de pés T1I5CNb e T20CNb. O nimero de células bacterianas viaveis que sobreviveram

foi determinado por diluicbes em serie apds o plaqueamento sobre as placas de meio LB



solido. O limite de detecgdo foi de 102 CFU/mL. A eficécia antibacteriana € expressa pela
reducdo logaritmica das bactérias viéveis ensaiadas (CFU/mL).

Para verificar a atividade biocida dos materiais TL5CNb e T20CNb foi realizado, no
Centro de Investigacion em Nanomateriales y Nanotecnologia (CINN)-CSIC, em Oviedo,
Espanha, pela pesquisadora Elisa Fernandez-Garcia, teste que implicou na incubagdo das
substancias investigadas dentro da suspensdo bacteriana a 37 ° C sob agitacdo. O nimero de
micro-organismos viadveis foi determinado por diluicdo em série de 48 horas ap6s o
plagueamento. O material de referéncia G1 ndo contém atividade biocida e o resultado do

ensaio pode ser visualizado na Figura 12.
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Figura 12 — teste biocida para as amostras TLI5CNb e T20CNb.

Pode-se notar que apenas a amostra TI5CNb apresentou caracteristica biocida, ja que
apresentou grande reducdo na coldnia de bactérias (referéncia utilizada: Escherichia coli)

enquanto a amostra T20CNb néo apresentou reducdo consideravel.

3.2.1.5 — Microscopia de calefacdo dos vidros

Para o recobrimento de uma superficie € muito importante acompanhar a fluidez do
material a ser depositado na superficie em relacdo a temperatura, por isso foram realizados
ensaios de microscopia de calefacdo. Em particular para os vidros, os pontos importantes a
serem analisados durante o ensaio sdo: 1-) Ponto de inicio da contracdo; 2-) Ponto de
amolecimento; 3-) Ponto de semi-esfera; e 4-) Ponto de fluidez (BOCCACCINI, A. R., 1999;



LARA, C., 2004). Para os vidros silicatos, os intervalos ou faixas de viscosidades relativos a
essas etapas descritas foram determinados por Scholze et al (SCHOLZE, H., 1962), como
mostra a Figura 13. Para esse trabalho foi utilizado o equipamento da marca Hesse

Instruments (Osterode am Harz, Germany).

Intervalo de Viscosidade forma projetada
Inicio do ensaio - .
Ponto de inicio da 10" dPas .
contracao
Ponto de amolecimento 10°-10"° dPas .
Ponto de semi-esfera 10*2-10*" dPas .
Ponto de fluidez 10°-10%° dPas -

Figura 13 - Intervalos de viscosidade de acordo com a forma projetada para vidros
silicatos (SCHOLZE, H., 1962; SILVA, A. C., 2008).

Uma questdo importante na comparacdo entre 0s materiais que vdo recobrir uma
superficie é a sua facilidade de molhamento, a Figura 14 nos mostra que o vidro T15CNb
apresentou maior capacidade de fluidez e molhamento de acordo com a temperatura do que a
composicdo T20CNb.



Amostra Inicio do ensaio Ponto de Ponto de Ponto de semi- Ponto de

retracéo amolecimento esfera fluidez
T15CNb
(a)
5°C 00:00:00|
T20CNb
(b)
12°C 00:00:00 690°C 00:52:10 1110°C 01:39:00

Figura 14 — Micrografias obtidas no ensaio de calefacao para as amostras T15CNb (a)
e T20CNb (b)
3.2.1.6 — Dilatometria dos vidros

De acordo com o ensaio de dilatometria (Figura 15), determinado pela variacéo
longitudinal de acordo com a temperatura (o = (Al/1).(1/T) [K]) utilizando um dilatbmetro
Bahr Thermoanalyse modelo DIL 802, vé-se que o valor de expansdo térmica, por volta de
14,0 (10°.K™?) para o vidro T20CNb e 17 o (10°.K™) para o vidro T1I5CNb, esta mais
préoximo do valor do ago inox 316L (16,0) do que o encontrado para o titanio (9,7) e a
alumina (8,8). Ainda que esses valores tenham sido determinados para o vidro, e ndo para o
vitroceramico (ap6s tratamento térmico), ha um bom indicativo de menor possibilidade de
trincas entre as camadas e, por tanto, maior compatibilidade entre as superficies, quando os

materiais de recobrimentos sdo depositados em ago inox.
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Figura 15 — Dilatometria da amostra TI5CNb (a) e T20CNb (b).



3.2.1.7 — Tratamento térmico dos vidros e analise micrografica

Apesar de ndo previsto no projeto inicial, pelo entendimento da importancia de se
trabalhar com o recobrimento de mais de um tipo de material para prétese/implante, foram
utilizados, além do substrato de titénio, também o ago inox 316L (aplicado como biomaterial)
e a alumina (Al203).

As duas amostras, TI5CNb e T20CNb, foram prensadas em forma de pastilhas de
aproximadamente 5,00 mm de diametro e 2,00 mm de espessura utilizando uma prensa Perkin
Elmer com carga de 2-3 toneladas e submetidas a um tratamento térmico com rampa de
subida de 5°C/min até o patamar de 750°C por 1 hora, e rampa de descida de 5°C/min nos trés
substratos (titanio, aco inox 316L e alumina em ar). Fez-se um corte transversal com o
objetivo de se analisar a aderéncia do esmalte ao substrato. Observando a “cross-seccion”
polida, em microscépio Gptico, nota-se que, por este tratamento, apenas a amostra T15CNb
em aco inox aderiu a superficie (Figura 16). Também pode-se analisar essa adeséo, na Figura,
por microscopia eletronica de varredura (MEV), utilizando um microscopio HITASCHI S-
4300 com poder de resolucdo de 1,5nm a 15kV, no Instituto de Ciencia de Materiales de
Madrid (ICMM).
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Figura 16 — (a) Microscopia 6tica da mostra T20CNb n&o aderida ao substrato de titanio; (b)

Microscopia Gtica da amostra TI5CNb ndo aderida ao substrato de alumina; (c) e (d) Amostra
T15CNb aderida ao substrato de aco inox 316 L tratado termicamente a 750°C em ar vista por

microscopia 6tica (c) e (d); e por MEV (e) e (f).

A adesdo da amostra TI5CNb vai de encontro aos resultados obtidos na dilatometria,
uma vez que essa combinacdo recobrimento/substrato é a mais préxima em coeficiente de



expansdo térmico. Pela andlise da microscopia de calefacdo também se pode notar que a
amostra T15CNb tem fluidez antecipada em comparagdo com a T20CNb, o que pode ter

contribuido para uma melhor molhabilidade e adesdo do material a superficie.

3.2.1.8 — Andlise térmica dos vidros

De acordo com a andlise térmica por differential scanning calorimetry (DSC) presente
na Figura 17 é possivel notar que as transformacdes na amostra TI5CNb também acontecem
de maneira antecipada em relagdo a amostra T20CNb, como pdde ser visto no item 3.2.1.5,
bem como na Figura 14, que mostraram importantes pontos de transformacdo (como, por
exemplo, de amolecimento e semi-esfera). A analise térmica abaixo mostra que formacéo das
fases cristalinas, apesar de serem as mesmas em ambos 0s materiais — conforme irdo mostrar
os difratogramas das Figuras 18 (a) e 18 (b) do item 3.2.1.9 - acontece antes no material
T15CNb.

As temperaturas de transformacéo, principalmente a de cristalizacdo, sdo importantes
para que - combinadas as temperaturas (posteriormente determinadas) para a adesdo do
biomaterial no substrato e aos DRXs -, consigamos melhor compreender a microestrutura que
se dara no recobrimento nessas condicoes.

O DSC, corroborado pelos DRXs da Figura 19 do item 3.2.1.9, mostra que acima de
700°C as transformac@es cristalinas, as quais o material se submetera nas condi¢cdes aqui

propostas, ja ocorreram.
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Figura 17 — DSC das amostras TI5CNb (a) e T20CNb (b).



3.2.1.9 — DRX dos vitroceramicos

A Figura 18 apresenta os difratogramas comparados de TI5CNb com a T20CNb apds
tratamento térmico e possibilita analisar se existe alteracdo de fases com a variacdo de
temperatura de tratamento térmico de 750°C para 850°C - por 1 hora - também por DRX e
para 0 mesmo material TI5CNb.
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Figura 18 — DRX comparativo da amostra TI5CNb com a T20CNb ap0s tratamento térmico a
750°C (a) e comparagéo entre os DRX do material TI5CNb a 750 e 850 °C (b).



De acordo com a Figura 18 (b) é possivel verificar que ndo héa alteragdo de fases com a
variacdo de temperatura de 750 para 850 °C, o que confirma, de acordo com o DSC das
amostras, que todas as transformacdes cristalinas estdao aproximadamente entre 500 e 800°C.
Também permite saber, Figura 18 (a), que nao ha diferenca entre os materiais TI5CNb e
T20CNb do ponto de vista das fases cristalinas formadas.

A Figura 19 mostra a proposi¢do dos picos relativos formados ap6s a cristalizagdo dos
vidros em vitroceramicos para 0s materiais TI5CNb e T20CNb, bem como os difratogramas

de tais fases cristalinas.
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Figura 19 — DRX da amostra T15CNb apds mesmo tratamento com as respectivas microfichas

(JCPDS, 1979) encontradas para as fases cristalinas formadas.

A Figura 19 mostra a impossibilidade de se encontrar apenas uma fase cristalina ap6s
o0s tratamentos térmicos para ambos os materiais. H4, como destacadas na Figura, a presenca
de duas fases majoritarias, quase que exclusivas, nos materiais T15CNb e T20CNb:
NasCas(SieO18) e Ca(NbOs3). Os picos de maior intensidade, e/ou possiveis de serem



definidos/identificados — salvo a ocorréncia de alguma fase residual de menor

expresséo/intensidade -, aparentam sempre pertencer a uma dessas duas fases.

3.2.1.10 — Estudo micrografico e adesdo mecanica dos recobrimentos

O tratamento a 850°C (taxa de 5°C/min e patamar de 1 hora ao ar) também foi
utilizado para verificar se ha alteracdo na interacdo entre o comportamento da adeséo entre o
material T20CNb e o substrato de aco inox, além da adesdo de ambos os materiais aos
substratos de titdnio e alumina, ndo havendo nenhuma alteragdo ao comportamento
encontrado a 750°C.

Para verificar a influéncia da atmosfera no comportamento de adeséo entre o material
de recobrimento e o substrato foram realizados ambos os tratamentos (750 e 850°C) em
atmosfera de argbnio para ambos 0s materiais nos substratos de titanio e aco inox. Para esses
tratamentos apenas o substrato de titanio obteve resultado positivo, porém com uma aparente

difusdo do metal no vidro como mostra a Figura 20.
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Figura 20 — (a) Microscopia 6tica da amostra TI15CNb em substrato de titdnio com tratamento

t20nbtig50a

térmico de 850°C em atmosfera de argbnio; (b) Microscopia ética da amostra T20CNb em
substrato de titdnio com tratamento térmico de 850°C em atmosfera de argbnio; e (c) MEV.

Pode-se concluir que, ao contrario do substrato de aco inox, a adesdo em titanio
depende da atmosfera, no caso inerte. Para ampliar as possibilidades de adesdo em substrato
de alumina, foi realizado tratamento térmico a 1.000°C com taxa de 5°C/min e patamar de 1
hora ao ar, onde pode-se obter adesdo aparente, porém com alta porosidade e fragilidade do
material depositado, como mostra a Figura 21.
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Figura 21 — Amostra T15CNDb tratada a 1.000°C ao ar em substrato de alumina.

De posse dos resultados positivos encontrados, sobretudo para a composi¢do T15CNb,
foram também realizados, apesar de ndo sugeridos no plano inicial, ensaios de adesdo
mecanica e deposicdo em pino para analisar a alteragdo no recobrimento para este material.
Para tanto se realizaram ensaios de resisténcia ao cisalhamento (os) usando uma maquina de
ensaios mecanicos. A célula de carga foi de 5 kN a uma velocidade da cabeca transversal de
0,05 mm/min; imprimindo no material de recobrimento até a falha, ou seja, até descolar a
superficie do substrato. As pastilhas tém diametro de 3,0 mm e aproximadamente 2,00 mm de
altura; os pés foram prensados utilizando uma prensa Perkin Elmer com carga de 2-3
toneladas. As amostras utilizadas para o ensaio foram das pastilhas TI5CNDb recobrindo o ago
inox e tratadas termicamente a 750°C em ar. A adesdo encontrada, a partir do célculo de os [F
(forca) / A (area)] ficou por volta de 11 MPa.

3.2.2 — Escolha da composicéo e desenvolvimento com o vitroceramico

Diante dos bons resultados com a composi¢cdo T15CNb, foram preparadas novas
amostras desse material para a sequéncia dos ensaios. Apos nova fusdo e moagem desse vidro
iniciou-se o trabalho de deposi¢do da camada do mesmo nos substratos escolhidos (titanio e

aco inox 316, ja que em alumina ndo foram obtidos bons resultados — Figura 21). Para tal



revestimento - apds o recobrimento realizado (utilizando, para produzir liquido do p6 do
vidro, um misturador magnético e uma quantidade de pentanol) por deposi¢do
(sedimentacdo), seguida de secagem em estufa por cerca de 12 horas para o completo
recobrimento -, as pequenas placas de titanio e aco inox revestidas foram levadas ao forno a
850°C (em argdnio) e 750°C (em ar) por 1 hora, respectivamente. Dai a importancia de se
estudar o vitroceramico, ja que nessas temperaturas, como demonstrado anteriormente nas

Figuras 17 e 18, a transformacéo cristalina ja ocorreu.

3.2.2.1 — Deposigéo da camada de recobrimento

A deposicao foi realizada afim de se obter diferentes espessuras e assim poder avaliar
qual, dentre estas, seria a mais indicada para um melhor recobrimento. A Figura 22 mostra um
teste preliminar de deposicdo, antes e depois do tratamento térmico, para 04 espessuras
diferentes (E1, E2, E3, E4).
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Figura 22 — Deposi¢do de T15CNb nos substratos de aco inox para as 04 espessuras diferentes

(a), destacando-se 0 bom recobrimento de E1 (b); antes (c) e depois (d) do tratamento térmico

correspondente; (e) fundo do Becker apds a completa secagem na deposicéo.

De acordo com a Figura 22 pode-se notar a maior dificuldade operacional com
camadas mais espessas. Para menores espessuras a distribuicdo da camada pela superficie das

plaquinhas de titanio e ago inox aparentou maior homogeneidade.



3.2.2.2 — Analise micrografica das espessuras

Ap0s realizadas deposicdes e tratamentos térmicos dos revestimentos nas plaquinhas
de aco inox (750°C em ar) e titdnio (850°C em argdnio), as amostras foram analisadas
micrograficamente, para possibilitar o entendimento da diferenca de distribuicdo,
homogeneizagéo e adesdo entre as diferentes espessuras.

A Figura 23 apresenta a microscopia Otica para as espessuras de recobrimento E1, E2
e E3.

(a) (b)

(©)

Figura 23 — Microscopia 6tica das interfaces substrato (ago inox) — recobrimento (T15CNb)
para E1 (a), E2 (b) e E3 (c).
A Figura 24 mostra a interface das camadas recobrimento-substrato para E1, E2, E3 e
E4 por MEV.
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Figura 24 — MEV das interfaces substrato (ago inox) — recobrimento (T15CNb) para E1 (a),
E2 (b), E3 (c) e E4 (d).

Pode-se notar, tanto na Figura 23 quanto na 24, que o aumento da espessura da
camada de recobrimento dificulta sua adesdo ao substrato e consequentemente piora sua
distribuicdo nela, reduzindo a homogeneidade. A menor espessura (E1) apresentou melhor
distribuicdo e aparente adesdo ao substrato, sendo, por tanto, escolhida como condigéo

otimizada para a sequéncia do trabalho.



Escolhida a espessura foram realizadas deposi¢fes nos substratos de titanio e ago inox
de uma maior quantidade de plaquinhas para que possibilitasse o estudo posterior
micrografico e biologico, afim de se compreender os caracteres citotoxicos, biocidas e de
crescimento celular.

A Figura 25 ilustra as amostras antes e depois de seus respectivos tratamentos
térmicos (substrato de a¢o inox — 750°C em ar; substrato de titdnio — 850°C em argbnio), onde
¢ possivel notar a aparente satisfatoria — e previamente confirmada pelas Figuras 23 e 24 -
homogeneizacdo da camada de recobrimento nos substratos para a espessura escolhida. A
Figura também mostra a producédo de pastilhas do material para realizacdo de posterior ensaio
de flexdo biaxial e microscopia; foi utilizada uma prensa Perkin Elmer com carga de
aproximadamente 1 tonelada para gerar espessura e didmetro médios de 2,00 e 12,00 mm,

respectivamente.
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Figura 25 — T15CNb de espessura E1 recobrindo os substratos antes do tratamento térmico (a)
e (b); e depois, para substrato de titanio a 850°C em argobnio (c) e (d); e de a¢o inox a 750°C
em ar (e), (f), (g); 0 mesmo, em aco inox, no porta amostras para MEV (h).



Também foi realizado, como teste adicional e proposicional, recobrimento por dipping
da composicdo T15CNb no pino de titdnio - utilizado como implante dentario. Foram
realizados tratamentos térmicos de 750 e 850°C em atmosfera de argbnio e resultados

interessantes na morfologia do recobrimento foram encontrados.

A Figura 26 mostra o pino em processo de secagem apds a realizacdo do dipping.

Figura 26 — Dipping do pino de titanio recoberto pelo material TI5CNDb.

Na Figura 27 é possivel observar a microscopia eletrdnica de varredura (MEV) -
utilizando o equipamento Phenon G2 (Netherlands) - dos recobrimentos ap6s os tratamentos

térmicos indicados.
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Figura 27 — MEV do material TI5CNb recobrindo o pino de titdnio com tratamento térmico
em argdnio a 750°C (a) e (b); e 850°C (c) e (d).

Com base nos resultados preliminares observados nas Figuras 20, 23 e 24 e nos
recobrimentos utilizando pastilhas e deposi¢cdo da suspensdo dos itens 3.2.1.10 e 3.2.2.2, é
possivel notar que o tipo de deposicdo, da superficie e da espessura tem um elevado grau de
influencia sobre a adesdo. A morfologia apresentada, principalmente nas Figuras 27 (a) e 27
(b) se assemelham as celulares, o que representa um panorama bastante otimista para esse

recobrimento. As Figuras 27 (c) e 27 (d) mostram que uma maior temperatura e espessura (0



dipping manual foi realizado por mais tempo nesse, e por tanto houve maior deposi¢cdo do
material) pode influenciar na densificacdo e adesdo da camada de recobrimento, o que pode
levar a perda da morfologia celular e a trincas indesejaveis no material.

Um estudo especifico para superficie/recobrimento, como ja citado em trabalhos

anteriores (KUSHWAHA, M., 2012), é necesséario para evolugdo e desdobramento do projeto.

3.2.2.3 — Estudo micrografico das regides do vitroceramico

Para compreensdo morfoldgica do material devitrificado, foram realizadas diferentes
andlises de imagem a partir das micrografias adquiridas por MEV do material TI5CNb. As
Figuras 28 e 29 mostram imagens de MEV para T15CNb tratado termicamente a 750°C em ar,

apos fratura das pastilhas produzidas como descrito no item 3.2.2.2.



Figura 28 - MEV da superficie de fratura de TI5CNb tratado termicamente a 750°C em ar

tempos depois do rompimento para diferentes ampliaces.

Apesar da Figura 29 também apresentar imagens da fratura para 0 mesmo material
com as mesmas condi¢des de tratamento térmico, aqui as imagens foram captadas
imediatamente ap6s a fatura, sem que houvesse tempo para possiveis alteracoes.



Figura 29 — MEV da superficie de fratura de TI5CNb tratado termicamente a 750°C em ar

imediatamente apos o rompimento para diferentes ampliacGes.

A partir das Figuras 28 e 29 pode-se perceber que ha diferenca entre as regides
contidas no material, ou seja, ndo ha homogeneidade na morfologia encontrada. Nota-se,
diante de tais diferencas, o possivel desequilibrio na concentragdo de elementos quimicos ao
longo do material. Porém, apesar da heterogeneidade morfolégica, hd& homogeneidade no

todo, ja que ele apresenta concentracdes dos elementos e distribuicdes morfoldgicas coerentes



no macro da imagem, como ilustram as Figuras 28 (a) e 29 (a). Uma maior discussao sobre as
possiveis concentracdes de elementos quimicos por diferentes regides serd esclarecida um
pouco mais adiante com analise por EDS (energy dispersive spectroscopy).

As Figuras 30 e 31 mostram imagens de MEV para T15CNb tratado termicamente a

850°C em argbnio, apos fratura das pastilhas produzidas como descrito no item 3.2.2.2.
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Figura 30 - MEV da superficie de fratura de TI5CNb tratado termicamente a 850°C em
argonio tempos depois do rompimento para diferentes ampliacdes.



Assim como na Figura 29 em relacdo a 28, a Figura 31 difere da 30 por se trata da

analise realizada imediatamente apds a fratura.

(@) (b)

Figura 31 - MEV da superficie de fratura de TI5CNb tratado termicamente a 850°C em

argbnio imediatamente apos o rompimento para diferentes ampliacoes.

Como anteriormente descrito, também nas Figuras 30 e 31 acima, regides aparentando
diferentes concentragdes de elementos quimicos ao longo do vitroceramico sdo visualizadas.



Porém, aqui, o material contém certa porosidade ndo encontrada no tratamento térmico
anterior, o que refletira no comportamento mecénico visualizado no ensaio de flexao biaxial
do item 3.3.3.6 Outro ponto importante na analise das micrografias e no estudo comparativo
entre as amostras ensaiadas pés fratura (tempos depois e imediatamente ap6s), € que as
“agulhas” visualizadas, que em principio poderiam ser sais precipitando com o tempo,
aparecem em ambas as situagdes, sinalizando j& estarem contidas no interior dos materiais.

As Figuras 32 e 33 mostram o material de recobrimento T15CNb recobrindo,
respectivamente, os substratos de aco inox 316 tratado termicamente a 750°C em ar e de

titanio tratado termicamente a 850°C em argonio.
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Figura 32 - MEV de T15CNb tratado termicamente a 750°C em ar recobrindo o substrato de
aco inox para diferentes ampliaces.
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Figura 33 - MEV de T15CNb tratado termicamente a 850°C em argénio recobrindo o
substrato de titanio para diferentes ampliacOes.

Assim como visualizado nas imagens micrograficas das fraturas, aqui, nas Figuras 32
e 33, a morfologia acima descrita se repete. Nota-se regides claras distribuidas ao longo do
vitroceramico ¢ a presenca de “agulhas” na estrutura. Por se tratar de uma fina camada de
recobrimento, vé-se que o p6 do vidro depositado antes do tratamento, além de sofrer a

transformacéo cristalina para vitroceramico, se vale dos mecanismos de sinterizacdo para se



conectar e densificar em uma camada de T15CNb. Porém, a Figura 33, mostra diferenga
morfologica em relacdo a Figura 32; a maior temperatura parece influenciar na perda da
morfologia arredondada presente na menor temperatura, e consequentemente na densificacao
dessas regides. Também parece haver maior quantidade de “agulhas” na maior temperatura.
Como mostrado no EDS da Figura 34 abaixo (realizado com EDS Brooker, MEV
HITACHI TM 3000, no DEMAR da EEL-USP), a regido dessas “agulhas” tem alta
concentracdo de Na, a analise que vira no item 3.2.2.4, do FTIR, também corrobora na
discussdo mostrando haver grande diminuicéo da ligacdo quimica Na-O, o que sugere — unido
ao fato das ligacOes de silica mostrarem certa segregacdo e fechamento em cristais — que a
rede pode ndo necessitar mais do Na-O para compensar carga na estrutura. Com isso, de
maneira segregada, o Na se organiza nas “agulhas” visualizadas nas micrografias acima e

demonstradas na andlise abaixo.
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Figura 34 — Imagem (a) e espectro (b) da analise por EDS da regido escura das “agulhas”.

A Tabela 2 mostra a quantia dos elementos e compostos encontrados por analise EDS

na regido da Figura 34.



Tabela 2 — Quantidade dos elementos e compostos obtidas na anélise por EDS da regido

escura das “agulhas”.

Elemento Peso % Atdmica% Composto %  Formula
Sadio 63,230 57,195 85,232 Na20O
Silicio 5,257 3,892 11,245 SiO2

Potassio 0,859 0,457 1,035 K20
Calcio 1,778 0,923 2,488 CaO

Oxigénio 28,876 37,533 - -

Seguindo a andlise por EDS das regides descritas, e que posteriormente sera
demonstrado pelas ligacGes encontradas no FTIR, pode-se notar (como por exemplo na regido
da Figura 35 abaixo) a estruturacdo dos compostos baseados em silicio e a reducdo de
elementos como o Na, Nb e Ca nessas regides. O ion de Ca tém, para o presente trabalho, a
importante funcéo de agente biocida (MOYA, J.S;, 2012), por tanto, se ndo se une fortemente

a estrutura, tem a possibilidade de agir na polarizacdo com as bactérias eliminando-as, como
mostrara o ensaio biocida do item 3.2.2.8
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Figura 35 - Imagem (a) e espectro (b) da analise por EDS da regido com alta concentracdo de
Si.

A Tabela 3 mostra a quantia dos elementos e compostos encontrados por anélise EDS

na regiao da Figura 35.

Tabela 3 - Quantidade dos elementos e compostos obtidas na analise por EDS da regido com
alta concentracao de Si.

Elemento Peso % Atdmica % Composto %  Formula
Saédio 8,721 8,170 11,755 Na20

Aluminio 2,147 1,714 4,056 Al203
Silicio 32,209 24,700 68,905 SiO2

Potéssio 1,472 0,811 1,774 K20
Célcio 1,709 0,918 2,391 CaO
Niobio 7,773 1,802 11,119 Nb2Os

Oxigénio 45,969 61,885 - -




As regides mais claras, como mostram a Figura 36 e a Tabela 4 abaixo, possuem alta
concentracdo do elemento Nb.

Spectrum 2
""""" | JLJNLJNL L L L LI L L L B L JNLL L LB L LN L L B B B
0 2 4 & 3 10 12 14 16 18 20
|Full Scale 1943 cts Cursor: 0.000 keV|
(b)
Figura 36 — Imagem (a) e espectro (b) da analise por EDS da regido com alta concentracéo de
Nb.

Tabela 4 - Quantidade dos elementos e compostos obtidas na analise por EDS da regido com

alta concentracdo de Nb.

Elemento Peso % Atdmica% Composto %  Formula
Sédio 14,339 17,219 19,328 Na20O

Aluminio 0,577 0,590 1,089 Al203
Silicio 9,479 9,318 20,279 SiO2
Calcio 4,516 3,111 6,319 CaO
Niobio 37,039 11,006 52,985 Nb2Os

Oxigénio 34,050 58,756




A alta concentracdo de Nb na regido vai de encontro aos resultados obtidos e
explicitados mais adiante pelo FTIR do item 3.2.24, que explica as possiveis alteracGes
ocorridas nas ligaces quimicas ap0s o processo de devitrificacao.

A regido localizada na Figura 37 mostra a regido de maior proximidade com a

composi¢do quimica calculada e produzida para o0 TL5CNb no presente trabalho.
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Figura 37 — Imagem (a) e espectro (b) da analise por EDS da regido de composicdo mais
préxima da calculada e produzida.

A Tabela 5 abaixo traz a comparacao das porcentagens dos compostos encontrados na
regido da Figura 37 com a composicao quimica calculada e misturada para a fusdo do material
inicial TI5CNb.



Tabela 5 — Comparagao das composic¢oes por EDS e produzida.

Formula Composto % T15C(Nb) -% massa
SiO2 50,08 43,71
Nb20s 14,95 14,52
Na2O 18,51 25,25
CaO 13,89 13,68
K20 0,52 0,92
Al203 2,05 1,84

3.2.2.4 — Espectrometria no Infravermelho com transformada de Fourier, FTIR, para 0S

vitroceramicos estudados

Na Figura 38 vemos o0s FTIR das amostras TI5CNb750 e T15CNb850.
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Figura 38 — FTIR das amostras T15CNb750 (a) e TI5CNb850 (b).

E possivel notar que, para ambos os casos da Figura 38, o material manteve metais
segregados (2), provavelmente o nidbio, o que se confirma pela anélise por EDS da Figura 36.
Houve nitida reducéo nos silicatos de metais (3) entre 820-700 cm™. Nesta regido os
silicatos de metais normalmente estdo associados a metais como 0 nidbio. Metais alcalinos e
alcalinos terrosos estdo na regido a esquerda, ocorrendo a concentracdo nas formas que
correspondem as energias de ligacdo encontradas em 1030 e 1060 cm™ - indicio claro de

cristalizacdo, pois ha redugéo nos tipos aleatorio de ligacGes.



A silica Q° (4) e Q! (5) parecem se rearranjar na forma Q!, o que pode indicar o
rearranjo cristalino da rede vitrea ou a formacdo de silicatos de metais segregados da rede
(cristais).

A silica Q? (6) responsavel pela formacdo de filamentos de silica é basica numa
estrutura de vidro similar ao soda-cal (Q? e Q3 principalmente). A reducéo de intensidade do
pico Q? indica intenso rearranjo na estrutura vitrea, possivel representacéo de devitrificago.

A estrutura parece concentrar-se em Q® (7) e Q* (1 e 8), sinal de uma estrutura mais
compacta, proxima a silica cristalina ou tendendo a essa forma — aqui, ha diferenca entre as
Figuras 38 (a) e (b), pois parece haver maior segregacdo de Q4 em TCNb750.

Os picos relativos as ligacbes Na-O (9) e agua estrutural (10) reduziram de
intensidade, 0 que pode representar a segregacdo destes e sugerir maior resisténcia quimica do

vidro devitrificado (vitroceramico).

3.2.2.5 — Ensaio de dureza dos substratos

A dureza é uma propriedade mecanica que mostra a resisténcia de um material a
deformacdo. A tabela desenvolvida por Mohs mostra uma escala de 1 a 10, do talco ao
diamante, no qual é classificada a capacidade de um material riscar o outro. Essa é a primeira
definicdo conhecida para a dureza. Existem algumas maneiras de se realizar uma medida de
dureza, mas basicamente o conceito se resume na penetracdo de um material mais duro em
um material mais mole. De acordo com a area de impressao sdo realizados célculos para a
obtencéo de um valor de dureza a ser comparado (MASSARDO, S. B., 2011).

O material é penetrado por indentacdo, por uma ponta denominada indentador; apos
um periodo de tempo da carga removida, uma area impressa permanece no material. A area da
impressao residual plastica é entdo analisada por microscopia utilizando a relacdo entre a area
(A) e a carga aplicada (P) previamente conhecida. No presente trabalho foi utilizado
indentador de base quadrada (Vickers — Buehler modelo Micromet 5103), cuja area de

impressado esta representada pela Figura 39. A dureza Vickers é representada pela sigla Hy.
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Figura 39 — Representacao da impressao gerada por penetradores de uma indentacao do tipo
Vickers (MIKOWSKI, A., 2008).

E importante entender se houveram alteragdes mecénicas nos substratos do material
depositado pois podem haver modificagcbes em sua resisténcia. Para o presente trabalho isso
podera afetar na peca (protese/implante) a ser introduzida no corpo. Por isso, foram realizados
ensaios de dureza Vickers nos substratos de aco inox 316 e de titanio antes e depois de seus
respectivos tratamentos térmicos (750°C em ar e 850°C em arg6nio) utilizando carga de
indentacdo de 1000 mg por 10 segundos nos materiais TI5CNb. A Tabela 6 apresenta a
comparacdo dos valores medidos.

Tabela 6 — Dureza Vickers para os substratos antes e depois dos tratamentos térmicos.

HV para o agco inox  HV para 0 ago inox HV para o titénio HV para o titénio
medida ANTES do medida APOS o medida ANTES do medida APOS o
tratamento térmico + tratamento térmico + tratamento térmico + tratamento térmico +

desvio padréao desvio padréo desvio padréo desvio padréo

139+4 134 + 2 229+ 4 230+ 2

E possivel notar, de acordo com a Tabela 6, que praticamente n&o ha alteracdo no que
diz respeito a dureza dos materiais antes e depois dos tratamentos térmicos. SA0 necessarios
ensaios mais aprofundados para uma melhor conclusao, porém sdo bons indicativos da baixa,

ou inexistente, influéncia do tratamento térmico no comportamento mecanico dos substratos.



3.2.2.6 — Ensaio de flexdo bhiaxial dos vitroceramicos

Devido a fragilidade inerente, a resisténcia de materiais ceramicos € normalmente
medida em testes de flexdo uniaxial de 3 ou 4 pontos, utilizando amostras prismaticas.
Contudo, a desvantagem deste método é a preparagdo da amostra; as barras tém de ser
cortadas a partir do bulk do material, e a superficie de tracdo deve estar livre de defeitos, ou
seja, € necessario cuidado no tratamento com a superficie e com as bordas das amostras do
material. Uma alternativa para os ensaios de flexdo de 3 ou 4 pontos € o ensaio de flexdo
biaxial. A vantagem desse ensaio € que 0 que se submete a um estado biaxial de tensdo € a
porcao central da amostra. O ensaio independe das condi¢des das bordas e responde as falhas
independentemente da direcdo. A técnica é simples, de baixo custo, e ndo requer preparo
rigoroso da amostra.

O método determina a resisténcia com precisao elastica para pequenas deflexdes. Para
0s ensaios, as ceramicas podem ser produzidas em forma cilindrica e os discos podem ser
cortados no corpo a verde ou parte sinterizada. Existem diferentes tipos de carregamento
utilizados para ensaiar amostras ceramicas em forma de disco por flexdo biaxial. O método
aqui utilizado, e padronizado (ASTM F 394; ISO 6872), foi 0 ensaio de pistdo-em-trés-
esferas, como ilustra a Figura 40 abaixo.
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Figura 40 - Desenho esquematico do método de ensaio pistdo-em-trés-esferas para

resisténcia a flexdo biaxial (a) e a maquina de ensaio universal com configuracdo biaxial (b).

Cada amostra polida (foram realizadas 10 amostras para cada condi¢cdo) em forma de
disco com espessura de aproximadamente 2,0 mm foi colocada de maneira central nas trés
bolas de aco endurecido (com o didmetro de 3 mm e posicionadas a 120° entre si em um

suporte circular com diametro de 10 mm). A superficie polida da amostra foi submetida a



tensdo enquanto que a superficie ndo polida foi carregada por um puncéo plano de didmetro
1,2 mm no centro, com velocidade de 1 mm/min até o rompimento.
A Figura 41 mostra uma das 10 curvas realizadas como exemplo do desenvolvimento

do ensaio.
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Figura 41 — Ensaio de flex&o biaxial para TI5CNb tratado termicamente a 750°C em ar (a) e a
850°C em argénio (b).



A carga encontrada para o rompimento (N) de cada amostra foi registada e a

resisténcia a flex&o biaxial (MPa) pdde ser calculada utilizando a seguinte equag&o:
S =-0.2387P(X —Y)/d2

Onde S (ou os) é a tensdo maxima de ruptura (MPa); P a carga total causadora da
fratura (N); e d é a espessura da amostra na origem da fratura (mm). X e Y foram

determinados de acordo com as equacdes abaixo:

X =@+v)In(r, /1,)* +[@-v)r2)r, /1)’
Y =@+ V)i In(r/6)2 |+ A—v)(r I1,)?

Onde v ¢é o coeficiente de Poisson; r1 é o raio do circulo do suporte; r2 € o raio da area
submetida a carga (mm); rz é o raio da amostra (mm); e d é a espessura da amostra na origem
da fratura (mm).

E possivel notar, na Figura 41 (b), que a fratura nfo se apresenta de maneira
integralmente  fragil, como na Figura 41 (a), ja que regides de pequenos
deslizamentos/acomodacdes e ndo linearidade sdo visualizadas. Essas acomodacfes podem
advir das regides de porosidade — tanto através de mecanismos de sinterizacdo (maiores
temperaturas e diferente atmosfera), quanto pela aparente presenca de bolhas durante o
processo de devitrificacdo (Figura 30).

A média dos valores de flexdo encontrados e os respectivos desvios padrdo de ambos
0S materiais pode ser vista na Tabela 7 abaixo, onde se nota que as amostras tratadas em
menor temperatura e ar obtiveram praticamente o dobro do valor de resisténcia a flexdo

biaxial das tratadas em maior temperatura e argonio.

Tabela 7 — VValores médios das tensdes maximas de ruptura obtidas por ensaio de flexéo
biaxial.

S (os) (TI5CNDb750 - ar) + desvio padrdo S (os) (T15CNb850 - argbnio) + desvio padréo

84 + 25 45+ 11




3.2.2.7 - Citotoxicidade do vitroceramico

Amostras relativas a composicdo T15CNb, tratadas termicamente a 750°C em ar e
850°C em argonio, para obter a transformacao cristalina do vidro em vitroceramico, foram
submetidas aos testes de citotoxicidade (também no CQMA do IPEN), para verificar se ha
viabilidade celular nas composi¢fes propostas também apds os tratamentos térmicos — além
da viabilidade no material vitreo, demonstrada no item 3.2.1.2 -, ja que os recobrimentos, nos
substratos estudados, requerem tais transformacGes no material final.

A Figura 42 mostra os resultados obtidos relativos aos ensaios de citotoxicidade para
as amostras das composi¢oes TI5CNDb nas diferentes temperaturas e atmosferas.
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Figura 42 - Curvas de Viabilidade Celular obtidas no ensaio de citotoxicidade pelo método de

incorporacdo do vermelho neutro para os vitroceramicos de recobrimento.

Observa-se que, assim como no material vitreo, aqui, 0s vitroceramicos - seja na
temperatura de 750°C em ar, seja na temperatura de 850°C em argdnio - apresentaram
comportamento ndo citotoxico; parte importante para a obtencéo do carater multifuncional da

camada de recobrimento estudada.

3.2.2.8 — Atividade biocida do vitroceramico

Para verificar a atividade biocida da composicdo T15CNb apds os tratamentos

térmicos, e consequentemente cristalizado em vitroceramico, utilizando as temperaturas de



750°C (ar — substrato de ago inox) e 850°C (argbnio — substrato de titanio), foi novamente
realizado o ensaio descrito no item 3.2.1.4, agora pela pesquisadora Dra. Belén Cabal no
mesmo CINN-CSIC. O ensaio, que implicou na incubacdo da substancia investigada dentro
da suspensdo bacteriana a 37 ° C sob agitacdo, foi, dessa vez, averiguado com maior
detalhamento em relacdo aos tempos em que os materiais foram submetidos as analises de
viabilidade bacteriana: os tempos de incubacdo estudados foram de 24, 48 e 72 horas. O

resultado do ensaio pode ser visualizado na Figura 43.
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Pode-se notar que a amostra T15CNb, mesmo cristalizada, e para ambas as
temperaturas, manteve o caracter biocida como no material vitreo. A redugdo na coldnia de
bactérias foi bastante expressiva, sendo esse mais um 6timo indicativo do comportamento

multifuncional esperado e estudado no presente trabalho.

3.2.2.9 - Crescimento celular no substrato

O crescimento celular tem papel fundamental para a intencdo a qual o presente
material se propde. Pois ha necessidade de que, além de compativel do ponto de vista
citotoxico - e que tenha caracter biocida (como confirmado nos itens 3.2.1.4 e 3.2.2.8) -, ele
também possibilite boa integracdo do substrato que protagonizara o papel de protese/implante
na interface com as células do corpo. Por isso é necessario um maior detalhamento do ensaio.

A metodologia pata tal seguiu a padronizacdo do projeto FAPESP 2015/022657 (Prof?.
Dra Cecilia Guedes), e foi realizado pela pesquisadora Andrea Cecilia Dorion Rodas nos
laboratdrios do Centro de Biotecnologia do IPEN.

As células MG63 sdo uma linhagem celular isolada inicialmente de osteosarcoma
humano. A aplicacdo destas células é til para avaliar a adesédo e proliferacdo de células com
morfologia e funcionalidade semelhantes aos osteoblastos.

As células foram cultivadas com meio de cultura MEM (Minimum Essential Medium),
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de solugdo antibidtico/antimicotico. As
células foram mantidas em uma incubadora Umida na temperatura de 37°C com 5% de CO..
Quando as células ocupavam aproximadamente 80% da area de cultivo no frasco de cultura,
foram descoladas pela acdo enzimatica de solucdo de tripsina 0,05% /EDTA 0,02% e
amplificadas na proporc¢éo de 1:5 ou utilizadas para adesdo nas amostras.

Os corpos de prova - TI5CNb em titanio tratado a 850°C em argdnio (T15CNbTI), e
T15CNb em aco inox tratado a 750°C em ar (T15CNbAGo0) - tinham tamanho aproximado de
1 X 1 cm, os quais foram esterilizadas por calor seco (180°C por 2 horas) e acomodadas em
uma placa de 24 cavidades. Foi adicionado o meio de cultura uma hora antes da semeadura
das celulas.

As células MG63 foram utilizadas entre a 10? e 152 passagem, quando atingiram a
subconfluéncia, foram retiradas do frasco de cultura por agéo da solugéo tripsina/EDTA e
contadas em camara de Neubauer. A partir da contagem celular, foi preparada uma suspenséo
celular com quantidade final de 2,2 X 10* células por cavidade com o corpo de prova. As

amostras foram incubadas a 37°C com 5% de CO..



Uma amostra de cada exemplar foi retirada em 3, 5, 7 e 14 dias. Foi realizado teste de
viabilidade celular e posterior fixacdo das células para avalia¢cdo no microscopio.

A viabilidade celular foi verificada pela reacdo do corpo de prova com um corante
vital, o MTS. O corante vital é um componente do kit CellTiter96®AQueouis Non —
RadioactiveCellProliferationAssay (Promega Corporation).

O teste CellTiter96®AQueous € UM método colorimétrico para determinagéo do niimero
de células viaveis em testes proliferativos ou quimiossensitivos, preparado com solucfes de
um composto tetrazélico (3-(dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolium, sal inerte, MTS) e um reagente acoplador de elétrons (metassulfato de fenazida,
PMS) [Cory, 1991]. O MTS é bioreduzido pelas celulas ao produto formazan que é solGvel no
meio de cultura. A absorbancia do formazan a 490nm pode ser medida diretamente no meio
de cultura sem adicdo de outros reagentes. A conversao do MTS em formazan soltvel aquoso
é executada pela enzima desidrogenase, encontrada em células metabolicamente ativas. A
quantidade do produto de formazan como medida da quantidade de absorbancia a 490nm é
diretamente proporcional ao niumero de células viaveis em cultura.

Os corpos de prova com as células foram transferidos para uma placa nova a cada
tempo determinado. Foi adicionado 500pL de meio de cultura e 100uL da solucdo de MTS. A
placa foi colocada na incubadora novamente por 2 horas. Foram recuperados 500uL de cada
meio que foram acondicionados de 100 em 100uL em uma placa de 96 cavidades e levados a
um espctrofotdmetro tipo ELISA para leitura da absorbancia. O mesmo procedimento foi
realizado para amostras sem células que foi usada como branco nos célculos.

Para determinacdo do numero de células que cresceram nos corpos de prova, foi utilizada a

equacao linear de uma curva de calibracdo onde:

Abzorbancia (490nm) = 0,00392 + 0,00491 x nimero de células

Correlacédo Linear = 0,997

Ap0s reacdo com o MTS, os corpos de prova foram lavados com solucdo de cloreto de
sodio 0,9% (m/v) e imediatamente fixadas com formaldeido 4% em solucdo cloreto de sédio
0,9% por 30 minutos. As amostras foram secas a temperatura ambiente e cobertas para
protecdo contra a deposicdo de poeira; ao final as amostras foram coradas com solucéo de
Alizarina S Red 2% em agua destilada (pH 4,2) para analise funcional durante 10 minutos e,
entdo, lavadas com &gua destilada, este teste foi utilizado para analisar a calcificacdo dos

osteoblastos e interligacdes da estrutura in vitro produzida.



Apo0s secas, as amostras coradas foram analisadas no microscépio confocal a laser
Olympus LEXT OLS4100 para anélise da formac&o de neo-0sso, como descrito em MOURA
et al. (2007).

A Figura 44 mostra a curva de crescimento das células MG63 em diferentes

superficies.
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Figura 44. Curva de crescimento das células MG63 sobre as superficies de: (M)T15CNbAco;
(®)TL5CNDBTI; (4) Ti; (V) aco.

As Figuras 45 e 46 mostram a morfologia das células sobre os corpos de prova ap6s
coloracdo pela Alizarina Red S. A alizarina S é utilizada para corar calcio em amostras e
quando em contato com o calcio, a alizarina fica avermelhada. Quando o calcio estd em
contato com outros compostos sua cor pode variar entre amarelo e castanho, principalmente
guando ligada a moléculas de fosfato, como é o caso da hidroxiapatita, que é a estrutura
minertal do osso (PUCHTLER, H., 1969).



Figura 45. Observacéo das células MG63 sobre a superficie dos corpos de prova TI5CNbAco,
T15CNDbTi, Ti e aco inox. Setas pretas: exemplar de célula aderida; seta branca: oxidacdo da
superficie de Ti; setas verdes: modificacdo da matriz de célcio; circulos pretos: observacdo de

células aderidas nas superficies em camada confluente.

T15NB aco T1S5NBTi Ti aco

Figura 46. Observacao 3D das células MG63 sobre a superficie dos corpos de prova
T15CNbAco, TI5CNDTI, Ti e aco inox ap6s 14 dias de cultivo.



Na Figura 44 podemos observar a atividade celular na superficie dos corpos de prova e
sua variacdo em relacdo ao tempo em que o sistema foi deixado em cultura. Neste estudo
preliminar onde foi realizado o teste em um exemplar para cada tempo, pode-se observar que
ha adesdo das células nas superficies de TI5CNbTI, Ti e aco inox em gquantidade significativa
para serem detectados pelo reagente MTS e que apds 14 dias de cultivo o crescimento das
celulas mostra uma tendéncia a estabilizagdo. Para uma conclusdo mais precisa do teste, seria
necessario realizar mais 5 replicatas das amostras para confirmar a ndo casualidade dos
resultados por analise estatistica paramétrica; mesmo assim, 0Ss corpos de prova de
T15CNDbTi, Ti e ago mostraram-se promissores para adesdo e proliferacdo das células MG63.
Ti e aco inox da série 300 (como desse caso) j& apresentaram valores significativos de
crescimento celular anteriormente (FEDERMAN, S.R., 2009; YEUNG, K.W.K., 2007)

A Figura 45 corrobora os resultados da atividade celular com o MTS. Nas Figuras
correspondentes aos 3 dias de cultivo estdo marcadas as células representativas sobre 0s
corpos de prova; pela propria anélise microscépica, pode-se evidenciar o aumento do nimero
de células na superficie até o 7° dia, onde as células chegam a confluéncia formando uma
monocamada. Parte das células cultivadas parecem disformes, pois foram fixadas apos a
reacdo com o MTS, o qual mesmo sendo um corante vital, causa dano celular até o final da
reacdo, sendo mais evidente no 5° dia de cultivo onde as células ainda ndo cobriram toda a
superficie e parte das células foi descolada durante a manipulacéo.

Na comparacéo da atividade celular (Figura 44) e morfologia (Figura 45) das amostras
de Ti e acgo inox, ja sdo utilizados para confeccdo de proteses/implantes, verifica-se que no 3°
dias de cultivo h& maior atividade celular no Ti; porém na analise da fotografia, 0 ago inox
parece mais recoberto pelas células. Nesse caso, 0 que pode estar acontecendo é uma alta
polarizagdo das celulas no ago inox, fazendo com que elas “esparramem” seu citoplasma e
assim recubram uma maior area desse aco, porém nao significa que o nimero de células seja
maior. Isto pode estar atribuido a rugosidade das amostras, uma vez que 0 ago inox estava
polido e o Ti possuia ranhuras.

Na observacao da Figura 45, aos 14 dias, as ranhuras de Ti parecem ter direcionado as
células para o crescimento de maneira linear; ja para 0 aco, que estava polido, as células
tomaram forma circular.

Ainda na Figura 45, nas amostras recobertas com T15CNb, verifica-se reacéo
espontanea do vitroceramico de recobrimento com o célcio e o fosfato contidos no meio de
cultura - trocado a cada 3 dias. A interagdo das células aderidas faz com que seja produzido

colageno como matriz extracelular, e este colageno € responsavel pela nucleagdo calcio-



fosfato. (WIESMANM, H.P., 2005; NUDELMAN, F. 2013; LANDIS, W.J., 2013). Fato que
é mais bem visualizado na Figura 46, em que o espessamento da camada de hidroxiapatita no
T15CNDbTi é mais homogénea.

Para uma investigacdo mais detalhada da compatibilidade do recobrimento de
T15CNb no Ti ou no ago inox - com desenvolvimento de implante dssea -, ainda é necessario
ensaio complementar de bioatividade com SBF (Simulated Body Fluid); (KOKUBO, T.,
2006).



CONCLUSOES

Foi possivel realizar o célculo de duas composicdes 6timas - que numericamente se
apresentam como biologicamente adequadas ao propdsito, e a0 mesmo tempo possiveis de
receber o Nb (metal que vem obtendo importantes resultados em tal meio) em sua rede — a
T15CNb e a T20CNb, utilizando célculos estequiométricos baseados em resultados que o
grupo vem obtendo pelo estudo do Diagrama Trifasico da composi¢do em questao.

Foi possivel realizar a deposicao e a adesdo (verificou-se 0 comportamento do material
vitreo para trés diferentes substratos: titanio, aco inox 3161 e alumina) em titanio e ago inox;
porém, com tratamentos térmicos de 850°C em argbnio para o primeiro, e de 750°C em ar
para o segundo, ambos por 1 hora no patamar.

Verificou-se, a partir das ligagdes quimicas, ser possivel que Ca®* exerca atividade
biocida - as ligagdes quimicas em ambos os materiais foram parecidas, porém, notou-se pelo
FTIR dos materiais ainda vitreos, que em T20CNb o Na® foi menos solicitado para a
compensacdo de cargas, e a exigéncia de Na* para tal compensacdo, no caso do sistema aqui
proposto, ¢ fator determinante para que o Ca®* esteja fracamente unido a rede, e assim possa
desempenhar o papel de agente biocida.

Do ponto de vista bioldgico, a citotoxicidade de ambos os materiais foi inexistente,
porém, o material T20CNb na forma vitrea ndo obteve caracter biocida, como consequéncia
gue comprova o equilibrio de cargas do FTIR descrito; j& TI5CNb sim, o que fez com que o
desenvolvimento posterior se restringisse ao TI5CNDb, ja que o comportamento biocida é parte
fundamental do desenvolvimento do substrato multifuncional em questéo.

Foi possivel verificar que, para as temperaturas exigidas de deposic¢ao do recobrimento
no substrato, a composicao sofre devitrificacdo, ou seja, perde o caracter vitreo e se torna um
vitroceramico.

No detalhamento realizado para se obter um revestimento adequado, foi possivel
propor estratégias para esse recobrimento, como deposicao por diluicdo e secagem e dipping;
sendo a primeira utilizada até o final do trabalho e entendendo-se a deposi¢cdo de menor
espessura como mais adequada para homogeneizagéo e aderéncia.

Verificou-se, por dureza Vickers, que ndo houve alteracdo expressiva no
comportamento mecanico dos substratos - pela necessidade de realizagdo de tratamentos
térmicos para o conjunto recobrimento-substrato, os ensaios foram realizados no titanio e no
aco inox antes e depois dos tratamentos -, ou seja, ndo parece haver alteracdo no material que

se pretende utilizar posteriormente como protese/implante.



Na caracterizagdo microestrutural, bem como de acordo com os novos FTIRs, foi
possivel encontrar regides com maiores concentragdes de Na (em forma de “agulhas”), outras
de maiores concentracdes de Nb e outras ainda de maiores concentracdes de Si, indicando um
arranjo estrutural interessante do ponto de vista bioldgico, ja que o Ca?*, como se discutiu,
pode ficar livre.

Os tratamentos térmicos produziram arranjos estruturais diferentes nos materiais: 0s
ensaios de fratura mostraram que o menor tratamento térmico (750°C em ar) obteve quase 0
dobro do valor do maior (850°C em argbnio), talvez pela maior porosidade vista nos ensaios
micrograficos por MEV.

A repeticdo dos ensaios de citotoxicidade e comportamento biocida para 0 TI5CNb
(vitroceramico) nas duas condicdes de tratamentos térmicos escolhidos manteve a resposta
dos primeiros. As amostras foram nao citotoxicas e biocidas.

Com o estudo da composicao de recobrimento, da espessura desse recobrimento, dos
tipos de substratos e tratamentos térmicos escolhidos - além de constatados caracter nédo
citotoxico e biocida -, foi possivel produzir pequenas placas, de dimensao 1,0 X 1,0 cm, de
boa distribuicdo superficial (do conjunto substrato-recobrimento) para realizacdo do ensaio de
crescimento celular.

Os resultados de crescimento celular foram bastante animadores, sobretudo para o
recobrimento em titanio, ja que o crescimento das células se deu de maneira consideravel. O
recobrimento em acgo inox ndo obteve bom desempenho nesse caso.

Diante de todo o exposto, é possivel afirmar que a proposicdo desse trabalho, de
desenvolver um novo e promissor recobrimento multifuncional que reunisse caracteristicas
ndo citotoxicas, biocidas e possibilitasse crescimento celular, foi bem-sucedida. A situacdo
gue melhor demonstra esse fato € a deposicdo do material vitreo TI5CNb com espessura E1
em substrato de titanio tratado termicamente a 850°C por 1 hora em atmosfera de argonio, ja

que contempla toda a multifuncionalidade proposta.



SUGESTOES FUTURAS

Diante dos bons resultados obtidos é necessario que se ressaltem algumas sugestdes e
considerac0es.

Apesar de ja citada ao longo do trabalho, é importante pontuar novamente a necessaria
repeticdo de algumas analises para que nao configurem eventualidade, principalmente para 0s
importantes resultados de crescimento celular.

Também € necessario ensaio complementar de bioatividade por SBF.

O trabalho de superficie, apesar da necesséria e satisfatoria (indo além da proposta)
amplitude atingida ao longo do presente trabalho, requer atencdo ainda maior, ja que pode
influenciar diretamente nas respostas bioldgicas dos ensaios. Sdo necessarios cuidado e estudo
especificos para a superficie, afim de que nenhum tipo de interpretacdo errdnea aconteca.

Outros desdobramentos, a partir da nova composicao de interesse multifuncional aqui
desenvolvida, sdo possiveis e necessarios para 0 melhor entendimento das caracteristicas do
material, como por exemplo um estudo mais detalhado dos tratamentos térmicos, levando em
consideracdo, além das temperaturas para transformacdes cristalinas, também os tempos e as
taxas de aquecimento/resfriamento no processo. Esse estudo nos trard, também, a
possibilidade de observar a influéncia do tratamento na morfologia do material - certamente a
frente de cristalizacdo e a formacdo de fases sera afetada por diferentes taxas e tempos. A
adesdo do recobrimento no substrato também sofrera influéncia das configuracbes de
tratamento.

Ainda que com resultados de crescimento celular, no caso do recobrimento em ago
inox 3161, aquém do esperado, ndo € possivel sugerir que 0 mesmo seja descartado como
prétese/implante multifuncional, ja que a anterior deposi¢do do recobrimento no substrato
pode afetar de maneira decisiva na resposta bioldgica posteriormente aferida. Por isso a
recorrente afirmacdo de um estudo superficial mais detalhado, j& que a composi¢do - e por
tanto também uma nova classe de materiais -, pode ser alcangada pelo presente projeto.
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