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RESUMO

NEVES, EDMAR DOS SANTOS — Morfologia de Recobrimentos Ceramicos e

Cultura de Células Osteoblastas para Aplicagdes Clinicas.

Disserta¢do de Mestrado, 2001 — Escola Federal de Engenharia de Itajuba

Componentes femurais de proteses de quadril e implantes dentarios, fabricados a
partir de ligas metélicas, devem ser revestidos com materiais cerdmicos. Atualmente. o
processo empregado para produzir estes revestimentos ¢ o plasma spray. Entretanto, os
implantes fabricados por essa técnica nao apresentam grande confiabilidade nos resultados.
[sto se deve a ma aderéncia entre a camada depositada e a liga metdlica e a exposi¢cao do
po6 ceramico a altas temperaturas envolvidas no processo de recobrimento, que pode causar
alteragdes na estrutura da ceramica, levando a falhas nos dispositivos implantados.

Outras técnicas, tais como a metalurgia do pé e aspersdo térmica podem apresentar
grande potencial para aplicagdes clinicas, pois estes métodos permitem o controle da
espessura da camada depositada e as temperaturas envolvidas preservam as caracteristicas
originais da ceramica sintetizada.

O presente trabalho tem como objetivo produzir revestimentos cerdmicos de
hidroxiapatita, alumina, 6xido de =zircénio, éxido de cromo e hidroxiapatita com
propor¢des em peso de po de ago inoxidavel AISI 316L. Os revestimentos foram obtidos
pelas técnicas de sinterizagdo e aspersdo térmica. A caracterizagdo do recobrimento. a
citotoxicidade e a adesdo de células osteoblastas na superficie foram realizadas neste
trabalho via a Microscopia Otica, Microscopia Eletronica de Varredura acoplada a sistema
de Analise de Energia Dispersiva e pelo Teste de Absorbancia.

A morfologia dos revestimentos acusou a preseng¢a de poros na sua superficie para
os diversos revestimentos obtidos; sendo que este resultado indica o favorecimento da
adesdo celular. Para os ensaios de adesdo celular observou-se que todas as amostras
estudadas mostraram uma menor adesividade em relagdo aos controles positivos utilizados
(polipropileno). Os ensaios de cultura de células osteoblastas mostraram que o0s
revestimentos n@o apresentam citotoxicidade e o revestimento de hidroxiapatita foi aquele

que melhor se comportou quanto a formagéo de ostedcitos.

Palavras-chaves: Sinterizagdo, biomateriais, hidroxiapatita, ades@o celular, citotoxicidade.



ABSTRACT

NEVES, EDMAR DOS SANTOS - Ceramics Coatings Morphology and
Osteoblasts Cells Culture for Clinical Applications.

Master Dissutation, 2001 — Escola Federal de Engenharia de Itajuba.

Hip prosthesis devices and dental implants, which are made of metallic alloy, need
to be partially coated by a ceramic material. Nowadays, the used process to produce theses
coating is the plasma spray technique. However, the coating produced by this technique is
not reliable regards to the results after implanting. This is due to the poor adherence
between the deposited layer and the metallic substrate, besides the high temperature
involved in the plasma spray technique can cause microstructure changes, which can lead
to failure of the implant devices.

Other techniques such as sintering and thermal aspersion can present great coating
potential for clinical application. Sintering technique permits to control the porosity of the
deposited layer and the temperature involved does not cause micro structural changes,
preserving the characteristics of the synthesised ceramic.

The aim of this work is to produce ceramics coating of hydroxyapatite,
hydroxyapatite mixed with stainless steel AISI 316L, alumina and zirconium oxide. The
coatings were produced by sintering and thermal aspersion technics. The coating
characterization, the cytotoxicity and osteoblast cells adhesion were carried out using the
following techniques Scanning Electron Microscopy-EDS, Optical Microscopy and
Absorbance Test.

The morphology of all coating presented porous; which can be interpreted as
favouring for cell adhesion. The cell adhesion tests showed that for all samples studied
there was a smaller adhesion regards to the positive control used (polypropylene). The
osteoblast cells culture showed that the hydroxyapatite coating was the one that formed

more osteocites.

Keywords: Sintering, biomaterials, hydroxyapatite, citotoxity, cells adhesion.
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CAPITULO 1

1 - INTRODUCAO

Os biomateriais, de um modo geral, podem ser classificados como bioestéveis ou
permanentes e bioabsorviveis ou temporarios (TORMALA ef al., 1998). Os dispositivos
bioestaveis ou permanentes tém como objetivo a substituigdo de um tecido lesado por
tempo indeterminado. Dessa forma, esses materiais sédo produzidos de modo a reter as suas
caracteristicas mecanicas e propriedades quimicas por longos periodos (TORMALA et al.,
1998). Esses dispositivos sdo comumente empregados como proteses em articulacoes
danificadas ou em 0ssos, seja para a fixag@o ou substitui¢do de grandes por¢des dsseas. Por
outro lado, existem os dispositivos bioabsorviveis ou temporarios, que sdo compostos que
naturalmente se degradam tanto in vitro quanto in vivo (TORMALA et al., 1998). Para
ambos os tipos de materiais citados, uma vez que o objetivo geral ¢ a restauragdo da
funcionabilidade ou substituicdo do tecidos danificados, é de extrema importancia a
compreensdo das interagdes das células com os biomateriais no padrdo de adesdo e
crescimento celular (LANGER e VACANTI, 1993; HENCH, 1998).

A biocompatibilidade de um material estd associada a reagdo que o organismo
apresenta quando em presenca do implante, como também a rea¢do do implante em relagao
ao contato com o organismo. Um material pode ser descrito como biocompativel quando
ele ndo afetar, de maneira prejudicial, o organismo e nem sofre alteragdes em suas
caracteristicas por estar em contato com 0 mesmo organismo.

Devido ao desenvolvimento tecnolégico da metalurgia, com o preparo de ligas
metélicas especiais que reduziram as reagdes organicas ao metal, tornou-se possivel a idéia
da sintese 6ssea proposta no século passado, em 1850. Os materiais metdlicos de sintese
0ssea oxidavam em contato com os eletrélitos do corpo humano, levando a reagdo do
corpo estranho e a infecgdes. A primeira necessidade era a de reduzir a infecgdo, que
freqlientemente acompanhava essas tentativas. Posteriormente, buscou-se um melhor
desempenho a longo prazo. Pode-se considerar a década de 60 como o inicio da era
moderna em Biomateriais, devido a varias descobertas € ao aprimoramento da metalurgia
(REIS, 1998).

O revestimento de ligas metalicas por plasma spray com hidroxiapatita tem sido

feito para aplicagdes em componentes femurais de proteses de quadril e implantes
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dentérios. Entretanto, os implantes fabricados por essa técnica, ndo apresentam ainda
grande confiabilidade nos resultados, pois a aderéncia da camada depositada apresenta-se
inferior & necessaria. Além disso, a exposi¢do da HA a altas temperaturas envolvidas no
processo de recobrimento, causa altera¢des na estrutura da cerdmica pura, ¢ normalmente
a-fosfato tricalcio, B-fosfato tricalcio, Oxido de calcio e, também, fosfato tetracalcio estdo
presentes na fase amorfa e na camada final em adigdo a HA. A inadequada estabilidade
biomecanica, causada pela adi¢do dessas fases, resulta em um aumento na taxa de
degradag¢ao da camada ceramica, fazendo com que a mesma perca suas caracteristicas em
torno de um ano (GOTTLANDER ef al., 1997).

A cultura de células constitui uma ferramenta extremamente util para a avaliagao
biologica de biomateriais, seja para determinar sua possivel toxicidade ou a influéncia
destes no processo de adesdo, crescimento e diferenciagdo celular, objetivando uma melhor
performance destes compostos em animais. Tendo em vista que os testes in vivo, embora
indispensaveis, apresentam custo elevado, o teste in vitro ¢ recomendado principalmente
quando se tem um grande nimero de amostras que necessitam ser analisadas, permitindo
que se faga uma pré-sele¢@o rapida de materiais os quais serdo posteriormente avaliados
em animais de experimentagao.

Este trabalho tem por objetivo um estudo comparativo entre os recobrimentos de
hidroxiapatita, alumina, zirconia e oxido de cromo depositados por sinterizagdo (a
hidroxiapatita) e aspersdo térmica (as outras ceramicas) em um substrato de ago inoxidavel
AISI 316L com relagdo a citotoxidade, adesdo celular e morfologia do recobrimento e de

células osteoblastas.



Capitulo 2 - Revisdo bibliografica 3

CAPITULO 2

2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

A ciéncia dos biomateriais ¢ uma area multidisciplinar. Seu objetivo geral €, ndo
apenas o desenvolvimento de compostos a serem utilizados como substitutos de tecidos
danificados, mas também o entendimento das interagdes desses materiais com 0 organismo
receptor. Isso tem levado diferentes pesquisadores, entre eles médicos, engenheiros,
quimicos e bidlogos, a criagdo e ao aperfeicoamento de dispositivos que sejam
biocompativeis, funcionais e duraveis que, quando implantados cirurgicamente,
possibilitem uma melhoria na qualidade de vida dos pacientes que os utilizem.

Durante séculos, lesdes teciduais, originadas de traumas mecanicos ou de doengas
degenerativas entre outras, sempre trouxeram problemas aos médicos em funcdo dos
poucos recursos terapéuticos disponiveis. A remogdo da porg¢do injuriada era a pratica mais
comumente utilizada, o que por sua vez trazia uma série de limitagdes aos portadores
daquela dada enfermidade. A extragdo de grandes porgdes de tecidos levava a um
significativo decréscimo da qualidade de vida do paciente e, assim, a substituigdao de
por¢des corpéreas danificadas tornou-se um objetivo desde tempos remotos. Com o
aumento da expectativa de vida do ser humano obtida com o descobrimento dos
antibiéticos e dos quimioterapicos, além da melhoria das condigdes sanitérias e de higiene
nas populagdes humanas, a busca por metodologias para a substitui¢do de tecidos lesados

tornou-se uma necessidade.
2.1 - CULTURA DE CELULAS

Inicialmente, os biomateriais eram desenvolvidos para que permanecessem inertes
no organismo. Sendo assim, os estudos visavam em como prevenir ou minimizar as
reagdes teciduais indesejaveis, tais como a inflamag@o. Embora tais abordagens continuem
sendo de grande importancia, atualmente os novos dispositivos sdo concebidos para que
haja uma efetiva interagio com as células, provocando respostas fisiologicas como
crescimento e/ou diferenciagdo no sitio de implantagdo (HUBBELL, 1995). Nas tltimas
décadas, avangos significativos foram obtidos no entendimento dos mecanismos de

interacdo das células animais com o seu ambiente natural, a matriz extracelular
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(HUBBELL, 1997). Esse conhecimento vem sendo utilizado para o desenvolvimento de
materiais que possam mimetizar as caracteristicas da matriz extracelular, exercendo assim
um papel ativo na restauracao tecidual.

Por volta da década de sessenta, existiam dois procedimentos que visavam suprir a
falta de alternativas clinicas a substitui¢@o de tecidos e érgdos danificados: os transplantes
e os implantes. Em relagdo aos transplantes, os tecidos ou érgdos podiam ser obtidos de
doadores vivos, caso do coragdo ou rins, ou de cadaveres, como no caso de 0ssos
liofilizados e congelados. Em ambos os casos, para utilizagio dos mesmos, torna-se
necessario a utilizagao de drogas imunossupressoras, para evitar a rejei¢ao dos 6rgaos, e de
outros medicamentos que neutralizem a possivel contaminagdo microbiana e viral
(HENCH, 1998). Além disso, os transplantes tém a desvantagem de trazer uma série de
questdes éticas e até mesmo religiosas. Por outro lado, dispositivos desenvolvidos para
servirem como implantes, além de ndo apresentarem vérios dos problemas referidos acima,
sdo desenvolvidos para atuarem na interface com os tecidos receptores no organismo
interagindo com eles. Estes dispositivos concebidos para serem implantados sdo
atualmente conhecidos hoje como biomateriais (HUBBELL, 1995; HENCH, 1998).

O primeiro passo para uma boa integra¢do entre células e tecidos, e um dado
material produzido para servir como implante, ¢ a capacidade que este apresenta em
interagir com as células. A adesdo celular ¢ a forma pela qual a célula interage com os
diferentes componentes que a rodeiam. Em superficies sintéticas, a adesdo celular €
conseqiiéncia direta da adsor¢do de proteinas ao substrato.

Devido a normatizagdo internacional dos ensaios para a avaliagdo biologica dos
biomateriais (ISO 10993-5, 1992; KIRKPATRICK, 1992), torna-se necessdrio comparar a
receptividade de uma dada superficie com substratos que sejam reconhecidamente
estimuladores da adesdo celular (controle +) e que sejam inibidores da mesma (controle -)
em um dado tempo. Apds a adesdo ter se completado, muitas células entram em divisao de
modo a alterar o seu nimero sobre a superficie a qual se encontram. Para excluir essa
varidvel, limita-se o tempo de incubagdo dos ensaios em 2h, tempo esse onde ndo se
observa qualquer sinal de proliferagéo celular.

Em relagdo a morfologia celular, observamos que em cada amostra estudada as
células apresentam um padrdo estrutural diferente. /n vivo, as células presentes nos
diferentes tecidos estdo em contato intimo com seu ambiente natural, a matriz extracelular,
com a qual interagem. As interagdoes entre as células e a matriz extracelular sdo

bidirecionais. Se por um lado as células sdo capazes de responder aos sinais presentes na
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matriz e responder a eles através da alteragdo na sua morfologia e até de sua
funcionabilidade; por outro lado, a célula é também capaz de modificar a matriz, seja
promovendo sua renovagdo ou mesmo pela remodelagdo através da degradagéo e sintese de
novos componentes. Esse tipo de complexo de interagdes ¢ conhecido como reciprocidade
dindmica (LIN e BISSEL, 1993; HUBBELL, 1997). Desta forma, alteragdes na morfologia
celular em razdo de variagdes no substrato sao esperadas.

O meio-ambiente bioldgico reage de vérias maneiras em relacdo a corrosio dos
produtos e aos ions resultantes da agao eletrolitica.

O tecido responde aos produtos da corrosdo metdlica com um processo
inflamatorio. A minima reag@o consiste da formagdo de poucas camadas de tecido fibroso
relativamente avascular, entre o implante e o 0sso normal ou partes moles. Uma reagido
mais intensa, em que a corrosdo no implante ¢ mais pronunciada, consiste de um aumento
no espessamento da barreira do tecido fibroso (fibras alongadas). Os fagdcitos (células que
ingere material estranho) englobam as particulas metalicas. O tecido fibroso ¢é
vascularizado aumentado e se estende para restabelecer o tecido normal circunvizinho.
(TUREK, 1991).

O osso reage de duas maneiras. Uma corros@o intensa causa "lise" dssea, de modo
que o implante fica frouxo. Um processo inflamatério se forma sobre o implante e ocorre
uma osteomielite quimica. Esta reagdo pode ser pouco intensa causando pouca esclerose
(endurecimento de tecido) ¢ssea para envolver o implante.

A remodelagdo do 0sso também ocorre em resposta a estresses fisicos ou a auséncia
deles, assim o o0sso € depositado nos sitios sujeitos a estresse e reabsorvido onde este
ocorre menos. Tal fendmeno é geralmente chamado de lei de Wolff e ¢ exemplificado pelo
notavel engrossamento da cortical dssea no lado concavo de um osso curvo, assim como
pelo alinhamento dos sistemas trabeculares ao longo das linhas de suporte de peso na
arquitetura interna da extremidade superior do fémur (SALTER, 1985).

Varios fatores séo capazes de modular a morfologia celular in vitro. FOLKMAN e
MOSCONA (1978), mostraram em relatos classicos que células cultivadas em superficies
de poli (hidroxi-etil-meta-acrilato) ou pHEMA apresentavam variagdes na sua morfologia
conforme a concentragdo do polimero utilizado. Nestas condi¢des, a forma da célula variou
do arredondado ao bem espalhado, sugerindo que a adesividade da superficie, bem como
suas caracteristicas quimicas foram capazes de influenciar a morfologia e crescimento das
células. Resultados semelhantes podem ser obtidos com outros tipos de variagdes nos

materiais empregados. Células fibroblasticas, por exemplo, podem ter a sua morfologia
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alterada do achatado ao bem espalhado em superficies de pHEMA que variaram ndo a
concentragdo do mondémero mas sim, as cargas elétricas superficiais e a hidrofilicidade do
polimero (LOMBELLO e al., 2000a, 2000b). A prépria textura e topografia da superficie
a qual as células sdo cultivadas também podem promover altera¢do na morfologia celular.
Células fibroblasticas cultivadas em membranas de PLLA podem também crescer de forma
arredondada (ZOPPI er al., 1999), achatada ou ainda alongada (SANTOS et al., 2001)
dependendo se elas crescem em superficies lisas ou porosas. O proprio didmetro dos poros
onde as células crescem parece também influenciar de forma marcante a morfologia celular
(SANTOS er al., 2001).

Nas ultimas décadas, avangos significativos foram obtidos no entendimento dos
mecanismos de interagdo das células animais com o seu ambiente natural, a matriz
extracelular (HUBBELL, 1997). Por outro lado, tendo-se em vista a avaliagdo biomédica
destes materiais, tem sido propostas simulagdes biomecanicas, testes in vifro para a
avaliagdo de citotoxicidade e da biofuncionabilidade destes compostos (KIRKPATRICK,
1992; KIRKPATRICK et al., 1998). Concomitantemente, implantes destes biomateriais
em animais de experimentagdo tém sido feitos com o objetivo de se avaliar a
biocompatibilidade e a bioperformace destes materiais.

Com o desenvolvimento metodologico aplicado a engenharia de tecidos, novos
procedimentos passaram a ser utilizados na restauragdo dssea. O transplante de células
isoladas e cultivadas em polimeros biodegradaveis de poli(L-dcido lactico) [PLLA] e
poli(L-dcido glicélico) [PGA] vem sendo investigado experimentalmente (LANGER e
VACANTI, 1993). Células osteoblasticas cultivadas em filmes de PLLA e PGA mostraram
um padrdo de crescimento e proliferagdo bastante satisfatorios sobre os substratos. Além
disso, as células sobre estes polimeros demonstraram a manutengdo de caracteristicas
biologicas compativeis com as dos osteoblastos in vivo (ISHAUG et al., 1994). Resultados
similares foram obtidos cultivando-se osteoblastos em suportes tridimensionais de PLGA.
Neste caso, foi observado ainda a mineralizagdo da matriz 6ssea produzida (ISHAUG et
al., 1997; ISHAUG-RILEY et al., 1998). Interessante ressaltar que mesmo células obtidas
de medula éssea quando cultivadas em membranas porosas de PLGA e implantadas no
interior de ratos foram capazes de iniciar a formagdo ectopica (fora do sitio original) de
tecido 6sseo (ISHAUG-RILEY et al., 1997). No entanto, no caso de pessoas que perderam
grandes extensoes de massa ¢ssea, sobretudo proximas as articulagdes, 0 uso de materiais
bioabsorviveis é bastante limitado e a utilizagio de compostos bioestaveis passa a ser uma

necessidade.
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2.2 - BIOMATERIAIS

As células sdo a matéria-prima do 0sso, pois sdo elas que se agrupam de maneira a

formar essa estrutura complexa. A Figura 2.1 mostra os estdgios para a formagdo do o0sso:

Celula ———> Osteoblastos ——="> Ostedcitos ————=_> Reabsor¢io

/N

por osteolise osteocitica

Figura 2.1 - Estégios para a formagéo do osso.
Os estagios para a formagdo do 0sso séo caracterizados em:

1) OSTEOBLASTOS: produtores da parte orgdnica da matriz, produzem colédgeno que
sdo capazes de concentrar fosfato e calcio, sendo que o osso ndo calcificado € o
Osteoide;

2) OSTEOCITOS: situam-se na cavidade ou lacunas no interior da matriz dssea (um em
cada lacuna) sdo células achatadas, essenciais para a manutencdo da matriz 6ssea
(matriz 6ssea é formada por células de material intercelular calcificado);

3) OSTEOCLASTOS: células gigantes, moveis e multinucleadas, que reabsorvem o

tecido 6sseo, participa do processo de remodelagdo dos 0ssos.

A parte inorginica representa cerca de 50% do peso da matriz éssea. Os ions mais
encontrados sdo o fosfato e o calcio, e pouco de bicarbonato, magnésio, potdssio, sodio e
citrato em pequena quantidade.

O calcio e o fosforo formam cristais onde estudos de Difra¢do de Raios X mostram
ter uma estrutura denominada de HIDROXIAPATITA (HA), com composi¢ao quimica
Ca,o(PO4)6(OH)2‘

Nas Micrografias Eletronicas, os cristais de hidroxiapatita aparecem sob a forma de
tabletes alongados medindo 40x25x3 nm Esses cristais se arranjam ao longo das fibrilas
colagenas e sdo envolvidas por substancia fundamental amorfa.

A associagdo de hidroxiapatita com fibras coldgenas € responsavel pela dureza e

resisténcia caracteristica do tecido 9sseo.
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As bioceramicas, em especial a hidroxiapatita, apresentam excelente
biocompatibilidade quando utilizadas como material protético. Estas podem ser
classificadas como bionertes ou bioativas'. A HA é uma cerdmica de grande interesse, pois
esta é bioativa. Para que as ceramicas possam ser utilizadas no corpo humano, as seguintes
condigdes precisam ser satisfeitas (GROOT, 1991):

a

1

ndo deve surgir nenhum efeito danoso ao corpo humano, exemplos: toxicidade,

irritagdo dos tecidos (carcinogenese ou trombose);

b- deve haver biofuncionalidade com a regido onde a ceramica se encontrard no corpo
humano ou seja, as propriedades fisicas e mecanicas devem ser proximas;

c- deve haver forte aderéncia com 0s 0ssos ou outros tecidos, a fim de evitar formagdo de
debris resultantes de uma ma aderéncia da camada de HA depositada por plasma spray,
que passa a fazer parte da circulagédo sangiiinea;

d- ndo deve ocorrer fadiga estatica (corrosdo sob tensdo) quando imersas em fluidos

humanos;

e- aresisténcia ao desgaste deve ser elevada e deve haver facilidade de fabricago.

Para a correta aplicagdo das ligas ferrosas exige-se um conhecimento adequado das
suas caracteristicas estruturais e mecénicas e dos fatores que podem afeté-las, desde os
efeitos das condigdes de fabricagdo, dos elementos de ligas basica e da introdugdo de
elementos de liga especiais, até os efeitos dos tratamentos térmicos a que séo geralmente
submetidas.

Por esses motivos, tanto o produtor como o consumidor devem estar a par dessas
peculiaridades, com maior ou menor profundidade, dependendo do seu campo de atuagdo.

Principais matérias-primas para implantes ortopédicos e odontologicos:

- Aco inoxidavel AIST316 L;

- Ago Cr-Co-Mo;

- Polietileno UHMW - 1900;

- Titanio puro e ligas de titanio;

- Cerdmicas como Oxidos de zirconia e alumina, HA.

|. materiais bionertes sdo aqueles que possuem pouco ou nenhuma reagdo com o corpo humano/materiais
bioativos sdo aqueles que estimulam uma reagéo do tecido hospedeiro.



Capitulo 2 - Revisdo bibliografica 9

2.3 - CARACTERISTICAS DOS IMPLANTES DE PROTESE DE QUADRIL

Entende-se por implantes ortopédicos e odontolégicos, qualquer dispositivo, sujeito
a solicitagdes mecanicas, que seja colocado no interior do corpo humano e ali deixado por
prazos variaveis ou permanentes.

Para um melhor entendimento dos aspectos que envolvem uma proétese de quadril, a

Figura 2.2 apresenta uma regido do quadril com as suas principais partes.

Cabega do

Fémur

Grande
Trocanter

Acetabulo

Fémur

Figura 2.2 - Descrigdo das principais partes de um quadril.

A substituigdo da articulagdo do quadril € uma cirurgia denominada Artroplastia ou
Protese Total do Quadril. Esta cirurgia foi idealizada por ortopedistas para restabelecer a
fun¢io da articulagio coxo-femural (TUREK,1991). Muitas doengas degeneram esta
articulag@o, sendo que as mais importantes sdo:

- Artrose de Quadril: doenga degenerativa que destrdi a articulagdo causando muita

dor e limitagfio dos movimentos. A causa é desconhecida na maioria das vezes. Esta
doenga tem evolugdo lenta e progressiva.

- Fraturas do Colo do Fémur: sdo fraturas que ocorrem geralmente em pessoas de

idade avangada, com osteoporose, apés uma queda. Normalmente, estas fraturas
localizam-se abaixo da cabega femural, que é a parte superior do fémur que se

encaixa na bacia, num local denominado acetébulo.
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Os principais tipos de protese total de quadril sdo:

- Proétese cimentada: é a que usa cimento ortopédico para fixar o componente
acetabular na bacia e a parte femural no fémur. O acetédbulo é manufaturado com
polietileno de alta densidade e a parte femural é fabricada a partir de ligas metélicas.

- Protese ndo-cimentada: ¢ a que fixa suas partes (acetabulo € componente femural)
diretamente na superficie dssea, sem a utilizagdo de cimento.

- Protese hibrida: o componente acetabular € fixado a bacia através de parafusos e o
componente femural fixado com cimento ao femur.

- Endo-proteses: sio utilizadas para a substituigio de grandes segmentos 6sseos,

como no caso de um tumor que comprometa a parte superior do fémur.

A Figura 2.3 apresenta alguns componentes de uma prétese de quadril. Nesta figura
pode-se observar as formas variadas das hastes femurais e acetdbulos. A Figura 2.4
apresenta uma haste femural, onde a regido revestida com HA por plasma spray tem

espessura média de 60 Jm.

Cabegas
intercambiaveis

Acetabulos

Hastes femurais

Figura 2.3 - Componentes de uma prétese de quadril.
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Area revestida com
HA por plasma spray

Figura 2.4 - Haste femural com revestimento de HA.

2.4 - METODOS DE RECOBRIMENTO

2.4.1 - ROKIDE

O sistema ROKIDE de aspersdo térmica utiliza
bastdes de 6xidos cerdmicos para os revestimentos (Norton
Pakco, 1999). Os bastdes sdo fundidos em uma unidade de
aspersdo térmica patenteada, que projeta as particulas
completamente fundidas sobre o substrato. As particulas
ndo deixam a unidade de aspersdo térmica até que estejam
completamente fundidas. Estas particulas tém alta energia

cinética e alta massa térmica, assim elas permanecem

fundidas até alcangarem o substrato.
Figura 2.5 - Sistema ROKIDE (Norton Pakco, 1999)

Sistemas de aspersdo térmica de pos, por outro lado, projetam pequenas particulas
em um fluxo de gis quente, ndo havendo o tempo necessdrio que permita a todas as
particulas de p6 que se derretam completamente. Os revestimentos obtidos pelo sistema
ROKIDE apresentam entdo, uma maior coesdo entre as particulas. Tipicamente, utiliza-se
revestimentos de ROKIDE, com espessuras de 0,03 mm até 1,6 mm.

O sistema de ROKIDE também custa menos na sua aquisi¢do, instalagéo, operagéo
¢ manuten¢do comparado ao plasma spray. O processo ndo requer agua ou gases inertes. A

manuten¢do pode ser feita na propria oficina, e normalmente ndo requer ajuda técnica
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externa. O sistema de ROKIDE ¢ portatil, utiliza mais eficientemente os materiais. O
sistema também ¢ facil de montar para pequenas aplicagdes.

Neste processo,” os bastdes ceramicos sdo fundidos (utilizando-se acetileno e
oxigénio), atomizados e aplicados a altas velocidades (170 m.s™) sobre metal ou
superficies de ndo metalicas. Isto forma uma camada de elevada dureza e quimicamente
inerte, que pode permanecer sem acabamento, ou retificada se assim o desejar.

Bastdes de ROKIDE estao disponiveis em muitas composigdes de oxidos
ceramicos, para uma ampla gama de aplicagdes, conforme a Tabela 2.1. Além destes
bastdes, esta disponivel um kit de conversao, onde a pistola de ROKIDE pode ser adaptada
para também aplicar corddes flexiveis.

Os bastdes ceramicos usados no processo de Rokide podem ser encontrados em
diversos tipos de composi¢des ceramicas como apresentado na Tabela 2.1. A Tabela 2.2

apresenta as aplicagdes mais comuns para este processo.

Tabela 2.1 - Composicdo percentual em peso para cada tipo de bastdo ceramico (Norton

Pakco, 1999).

ALQOs | SiO:2 | Fe2O3 | TiO2 | NaO: Ca0 | Cr203 | ZrO:2 | MgO
Rokide A 98,38 | 0,78 | 0,05 0,01 0,30 0,14 | --mm=m | —mmees 0,34
Rokide MBA | 99,74 | 0,04 | 0,09 0,03 0,06 S I el 0,01
Rokide AS 98,92 | 0,90 | 0,03 0,03 | ------- 0,10 | ------- 0,10 0.01
Rokide AZ/4 95,5 | 0,03 | --o-eme | ememeee | cmeeee- 0,011 | ------- L
Rokide UHPA | 99,68 | 0,10 | 0,02 0,03 0,03 0,13 | ---moem | woeee- 0,01
Rokide C 3,67 | 5,62 | 027 | =-=m--= | cmomeee | cmeeeeo 90,33 | ------- 0,11
Rokide TC 3,2 3,4 0,78 0,16 0,28 1,3 82,9 | ------- 239
Rokide MBC 2,18 | 11,64 | 0,50 | =-==--= [ =-=ee--- 0,66 814 | ------- 3,62
Rokide Z 0,72 | 0,29 | 0,04 0,47 0,02 0,49 | ------- 97,91 0,06
Rokide EZ 2,3 29 0,08 0,41 0,02 4,1 | ---eee- 90,0 0,07
Rokide ZS 0,94 |39,61| 0,09 0,17 0,07 0,94 | ------- 57,78 | 0,40
Rokide MZ 0,45 | 0,36 | 0,08 0,26 | ------- 0,25 | ------- iS00 R2I510
Rokide MBAT | 94,93 | 0,66 | 0,46 2l 0,04 0,20 | ------- 0,13 0,45
Rokide MBAT | 85-87 | 0,50 | 030 | 13-15 | 0,20 [ e B 0,30
Rokide MBAT | 58-60 | 0,50 | 0,30 | 40-42 | 0,20 R e B 0.30
Rokide MA 6532 | 1,69 | 0,18 0,04 0,10 0,36 | ------- 0,01 | 32,31
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Tabela 2.2 - Aplicagdes tipicas do processo de ROKIDE (Norton Pakco, 1999).

Tipo de bastéo Material Exemplos de Aplicagdo

ROKIDE A Alumina [solamento elétrico

ROKIDE MBA Alumina Barreiras de reacdo em placas de grafite

ROKIDE AZ/4 Alumina/Zirconia Medidor de deformagdo que operam sob
temperaturas elevadas

ROKIDE HPA Alumina Aquecedores / Tubos de vacuo

ROKIDE C Oxido de Cromo Bombas de polpa / selos / polias / guias
fio / pistdes / camisas

ROKIDE TC Oxido de Cromo Selos Mecanicos

ROKIDE MBC Oxido de Cromo Camisas de bombas

ROKIDE Z Zirconia Cones de exaustdo de foguetes

ROKIDE EZ ZircOnia Matrizes de extrusio

ROKIDE ZS Silicato de Zirconio Selos Mecanicos

ROKIDE MZ Zirconato de Magnésio |Barreiras de reagéo em caixas cerdmicas

ROKIDE MBAT 97/3 |Alumina / Titania Pecas de bombas

ROKIDE MBAT 87/13 |Alumina / Titania Guias fio

ROKIDE MBAT 60/40 (Alumina / Titania Placas de aquecedores- tratamento de
fibras sintéticas

ROKIDE MA Aluminato de Magnésio |Barreira de reagdo em Carbeto de
Tungsténio

2.4.2 - METODO POR METALURGIA DO PO

A importéncia adquirida pela metalurgia do pé na indlstria moderna, fez-se
mediante as vantagens que o processo apresenta em relagdo as técnicas metalirgicas
convencionais: produgdo de pegas de metais refratarios, obtengdo de efeitos estruturais
especiais (porosidade controlada), combinagdo de substdncias metalicas com materiais
ndo-metalicos, obtengdo de materiais onde os constituintes metalicos e ndo-metalicos
continuam a conservar suas caracteristicas fisicas individuais, produgdo mais econdmica de
pecas de grande precisdo de forma e de dimensoes. Outras vantagens do processo residem
nos seguintes pontos: controle rigoroso da composi¢do do material e eliminagdo, ou
redugdo, ao minimo das impurezas introduzidas pelos processos metalirgicos
convencionais, opera¢do em atmosferas rigorosamente controladas ou em vécuo, redu¢do
ou elimina¢do das perdas de material ou produgdo de sucata, maior economia e rapidez de

fabricagdo (CHIAVERINI, 1982).
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As matérias-primas na metalurgia do p6 sdo poés metélicos e ndo-metalicos, cujas
caracteristicas tecnologicas influem ndo s6 no comportamento do pd durante o seu
processamento, como também nas qualidades finais do produto sinterizado.

As principais caracteristicas dos pds sdo:

- Tamanho e distribuigdo das particulas (variam de 0,1 a 400 pm);
- Forma da particula - depende do processo de obtengdo do po:

- esférica — carbonila

- gotas — atomizagdo ou decomposi¢ao térmica

- esponjoso — redugdo

- dentritica — eletrolitico

- angular — moagem

- Porosidade das particulas;
- Composi¢do quimica;

- Superficie especifica; densidade aparente.

As técnicas de produgdo de pos sdo muito extensas e complexas e relacionadas com
as propriedades fisico-quimicas do material a ser processado, além das propriedades a
serem adquiridas pelas particulas do pd como por exemplo: o tamanho, a forma, a
densidade, etc (CHIAVERINI, 1982; GOMES, 1995).

Na metalurgia do pd, a matéria prima € o fator mais importante e portanto a sua
producdo deve ser controlada sistematicamente, pois dela depende as propriedades do pd
que devem ser conhecidas e determinadas com rigor.

Resumidamente, os métodos de fabricagdo dos pés podem ser agrupados nas
seguintes classes:

« Processo de condensagdo e redugéo;

» Processo eletrolitico;

* Processo mecanico;

» Atomizagdo de metais liquidos.

Geralmente, existem varios processos para a produgdo de um mesmo material e a
técnica de fabricagdo mais adequada serd determinada em relagdo ao tipo de aplicagdo, as
propriedades e estruturas desejadas no produto final e aos custos envolvidos.

A compactagdo consiste na moldagem dos pés pela aplicagdo de pressdo, no

interior de matrizes, cujas cavidades correspondem a forma da pega a ser fabricada.
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Esta operagdo visa também conferir ao compactado a verde, as dimensdes finais
especificadas, a resisténcia mecdnica suficiente para ser manuseado € o contato necessario
entre as particulas para facilitar a opera¢@o de sinterizagao.

A compactagio esta dividida em trés estagios (GOMES, 1995):

1° estagio - Ha um adensamento do p6, reduzindo o vazio entre as particulas, sem

deformagdo das particulas e sem produzir adesdo entre elas.

2° estagio - Com aumento da pressdo haverd a deformacéo plastica das particulas.

As partes mais finas de cada particula sofrerdo deformagdo ou quebra, que favorece

o entrelagamento dos grdos, produzindo uma espécie de "solda fria".

3° estagio - Com o aumento da compressdo, o atrito do material contra as paredes

da matriz e a fricgdo interna das particulas elevam a densidade do material ao

valores desejados.

O uso e o controle da atmosfera de sinterizagdo sdo obrigatérios devido a sua
interagdo com o material em processo. O controle das reagdes quimicas torna-se evidente,
pois a maioria dos compactados a verde sdo porosos. Os gases da atmosfera de sinterizagao
podem reagir com a superficie das pegas, penetrando pela estrutura porosa, e reagir com o
interior do compactado.

De modo geral a atmosfera de sinterizagdo exerce as seguintes fungoes:

- Evitar ou minimizar as reagdes quimicas (oxidagdo, carbonetagdo, descarbonetagéo,
etc.) do pd, as quais podem inibir ou interferir no processo;
- Limpar e purificar o p6 de impurezas, ndo s aquelas absorvidas na superficie como

também filmes e elementos inclusos no volume, que podem difundir-se para a

superficie e, conseqiientemente, evaporar;

- Fornecer um ou mais elementos quimicos para se ligarem com o compactado.

No processo de sinterizagdo sélida sdo empregados basicamente o hidrogénio,
nitrogénio, argdnio, hélio, ar ou vacuo. O hidrogénio ¢ altamente redutor de dxido
metalicos, muito inflamavel, 6timo condutor e de facil remogdo das impurezas de oxigénio
e vapor d’dgua. O nitrogénio ndo € redutor e se empregam misturas de hidrogénio-
nitrogénio compostas de 75% de H; e 25% de N, O argdnio e o hélio sdo atmosferas
inertes (GOMES, 1995).

A sinterizagdo ¢ uma etapa da metalurgia do pé onde ocorre a interdifusdo

(transporte de matéria por ativagdo térmica) entre as particulas pelo aquecimento das pecas
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comprimidas. Para isso, temos condi¢des controladas de tempo, temperatura e atmosfera
do forno (CHIAVERINI, 1982; GOMES, 1995).

Existem muitas teorias a respeito do fenomeno de sinterizagdo. Pode-se explicar tal
fendmeno como sendo a adesdo inicial das particulas, cujos pontos de contato aumentam
com a temperatura sem que, nessa fase inicial, ocorra qualquer contragdo de volume e
apenas com pequena influéncia na difusdo superficial. A medida que a temperatura
aumenta, ocorre um aumento de densidade, acompanhado de esferoidiza¢éo e progressivo
fechamento dos vazios. Por fim, mediante uma difusdo nos contornos dos grios,
desaparecem os ultimos vazios arredondados e isolados. Resumidamente, o processo de
sinterizacdo se baseia na ligagdo atomica entre superficies de particulas vizinhas. Em
fungdo da temperatura e do tempo de sinterizagdo, ocorrem também os fendmenos de
recristalizagdo e crescimento de graos (CHIAVERINI, 1982; GOMES, 1995).

Os fornos de sinteriza¢do sdo a gas ou elétricos, por resisténcia ou por indugdo. As
temperaturas de sinterizagfdo podem alcangar faixas de 1200°C a 3000°C. As atmosferas
protetoras empregadas na sinterizagdo podem ser: sob vacuo, hidrogénio, aménia
dissociada, gas endotérmico, gas exotérmico e gas de gasogénio (CHIAVERINI, 1982;
GOMES, 1995).

A sinterizagdo tem por objetivo conferir ao compactado verde as ligagdes
definitivas entre as particulas, de modo a produzir as propriedades finais.

A literatura tem apresentado as mais diversas formas de estruturas de materiais
obtidos por metalurgia do pé. Esta mesma literatura vem confirmar a possibilidade do uso

desta técnica para a sinterizagdo de biomateriais (GOMES, 1995).
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CAPITULO 3
MATERIAIS E METODOS

3.1 - MATERIAIS
3.1.1 - HIDROXIAPATITA (HA)

A HA faz parte de um grupo de minerais chamados apatitas, possui a formula
quimica Cao(PO4)s(OH), sendo um hidroxido fosfato de célcio com concentragdo de Ca/P
igual a 1,67. Esta ceramica pode ser obtida mecliante}'x varios processos de sintese, porém
para este trabalho usou-se a HA sintetizada no laboratério de quimica da EFET através do
Método de Via Umida (SILVA, 2000). Esse método consiste em preparar duas solugdes.
uma contendo nitrato de calcio (Ca(NO3),.4H,0) dissolvido em agua destilada e a outra
solucdo contendo fosfato amonio bibdsico ((NH4),HPO,), também dissolvido em dgua
destilada. Apods a preparagdo [d}"?{cﬁlecida as solugdes a uma temperatura de 70°C e
manteve-se sob agitagdio. Em seguida acrescenta-se amdnia (NH,OH), até que o pH
resultante das solugdes seja proximo de 12. Mismrafjs/e\ as solugdes e utilizando um funil de
Biichner com auxilio de uma trompa de vécuo, filtrou-se o precipitado formado. O material
filtrado foi lavado com acetona e éter de petrdleo. Apos , foi levado a uma estufa para
secagen;\ a temperatura aproximada de 150°C por 30 min. Em seguida, o material obtido foi
levado a uma mufla com a temperatura de 900°C por 50 min, sendo este procedimento
correspondente ao processo de calcinagdo. Por fim, a HA sintetizada for moida com um
bastdo ceramico numa cuba. J

Através de um peneiramento manual do pé de HA, ['of\(j)ﬁ{;\(%i)Llas granulometrias

principais, 10 a 20 pm e 20 a 32 pm, que foram utilizadas nos experimentos.

3.1.2 - SUBSTRATO METALICO

Foram usinados cilindros de ago inoxidavel AISI 316L com um didmetro de 12
mm, que é o didmetro da matriz de compactagéo, ¢ depois cortados com 30 mm de

comprimento.
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Sédo recomendados os seguintes requisitos metaltirgicos para o a¢o inoxidavel AISI
316L:
- a estrutura do material devera ser totalmente austenitica, néo contendo regides de ferrita;

- a composi¢do quimica devera ser conforme a Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Composi¢éo quimica do ago inoxidavel AISI 316L fornecido pelo fabricante.

Obs: Todos os valores isolados referem-se a porcentagens maximas, quando ndo especificado o intervalo.

ELEMENTO | Percentual
Carbono 0,03

Manganés 2,00
Fosforo 0,025
Enxofre 0,005
Silicio 1,00
Cromo 17,00-19,00
Niquel 12,00-14,00

Molibdénio |2,00-3,00
Nitrogénio 0,10
Cobre 0,50
Ferro restante

O ago inoxidavel AISI 316L € pouco sensivel a corrosdo intercristalina. Por isso. €
recomendado para aplicagdes sujeitas a permanéncias prolongadas na faixa de
temperaturas entre 400°C e 900°C e que ndo possam ser submetidos a recozimento

posterior.
3.1.3 - PO DE ACO INOXIDAVEL AISI 316L

Foi utilizado pé de ago inoxidavel AISI 316L atomizado pela Metal P6 cuja
composi¢do quimica média fornecida pelo fabricante estd apresentada na Tabela 3.1.

Através de uma seqiiéncia de peneiras proprias para a classificagdo granulométrica,
de 10 pm a 1000 pm, foi realizada a separagao ‘gra'nulométrica do pé de ago inoxidé’wel
AISI 316L. Para a mistura com o pé de HA com granulometria de 20 pm a 32 pm,

utilizou-se o pé de ago inoxidavel AISI 316L na mesma granulometria.
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3.1.4 - ALCOOL ETILICO

O dlcool etilico foi usado para a limpeza da superficie onde o p6 é compactado. A
presenga de gordura na superficie dificulta a sinterizago, criando canais de passagem para

a gordura evaporar e reduzindo o contato entre os pos ¢ a base metalica.

3.1.5 - PARAFINA

A parafina fol usada para criar uma liga¢do inicial entre o p6é e a base metalica. Esta

parafina foi eliminada a aproximadamente 700°C, durante a fase de pré-sinterizagio.

3.1.6 - ALUMINA

A alumina, fornecida pela ALCOA, foi usada como interface entre a bandeja de

sinterizacdo e as bases metalicas, evitando assim que durante 0 manuseio, os substratos

metalicos se deslizassem sobre a bandeja.

3.2 - MATERIAIS PERMANENTES

- Forno de sinterizagdo: forno de resisténcias elétricas, marca: NABERTHERM
temperatura maxima de trabalho: 1750°C e programador para ciclos de sinterizagdo

- Prensa para compacta¢do: prensa hidrdulica Hidro Phoenix uniaxial de controle
manual de 10 toneladas

- Matrizes para compactagio

- Jogo de peneiras e agitador

- Rugosimetro: marca Taylor-Hobson, modelo: Surtronic 3+, resolugao: 0,1 pm

- Microscopio Eletronico de Varredura com AED:
marca: JEOL, modelo: JXA-840 A
X-Ray Microanalysis System, marca: Tracon Northern - TN - 5500

- Microscépio 6tico: Microscopio metalirgico (luz refletita) { pibilotesd
ELA‘U'-&
marca: ZEISS, modelo: MHP160 st

- Embutidora: marca Termopress da Panambra/Struers

- Balan¢a eletronica: marca Metler, resolugo: 0,1 g

- Bomba de vécuo.
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3.3- METODOLOGIA
3.3.1 - AVALIACAO DA RUGOSIDADE DOS SUBSTRATOS METALICOS

A medig¢ao qualitativa da rugosidade dos substratos foi realizada usando o
rugosimetro. Inicialmente, posicionou-se a base no suporte do equipamento e varreu-se a
superficie da amostra com o palpador; a leitura foi obtido diretamente no relégio digital. A

rugosidade média (Ra) dos substratos foi de 0,39 + 0,03 um.
3.3.2 - CALCULO DA PRESSAO DE COMPACTACAO

A pressao de compactacao foi calculada através da equagdo 3.1 que relaciona a

press@o com a for¢a da prensa e a area da peca compactada:
P=F [*A (3.1)

Para a compactagdo das amostras utilizou-se uma prensa hidraulica. A for¢a de
~ 3 2 o] 2
compactacdo foi de 2 toneladas e a drea das amostras de 1,13 cm”, resultando numa

pressido de compactagdo de aproximadamente 176,0 MPa.

3.3.3- COMPACTACAO DAS AMOSTRAS

Apos a pesagem do po de HA e pd de ago inoxidavel AISI 316L. colocou-se o
substrato de aco inoxidavel AISI 316L com uma fina camada de parafina na superficie,
para auxiliar na adesdo do po, dentro da matriz de compacta¢ao. Em seguida foi depositado
o p6é de HA ou a mistura dos pos, conforme as Tabelas 3.2.a, 3.2.b e 3.2.c, dentro da
cavidade da matriz e sobre a superficie do substrato com parafina. Colocou-se o pun¢do na
cavidade da matriz e realizou-se a compactagdo com 2 toneladas de for¢a na prensa. A

extragdo do substrato com o pé compactado é feito manualmente com a ajuda de um pino

extrator.
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Tabela 3.2.c - Corpo de prova com a especificagdo do peso dos pos de HA e ago inoxidavel

AISI 316L e temperatura para sinterizagao.

Corpo de prova 21 22 23 24 25 26 27
Temperatura de sinterizagao | 1350 | 1350 | 1350 | 1350 | 1350 [ 1350 | 1350
W9)

Peso de HA (g) 0.5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Granulometria de HA (num) 10220]10220[10220]10a20] 10220 10 a 20 10a20

Peso de po de aco inoxidavel - - - - s - -
316L (g)

Granulometria do pé de aco > - - . = z B
inoxidavel 316L (um)

Peso total (g) - - - - - - 3

Porcentagem em peso do po - = - - = - -
de aco inoxidavel na mistura

3.3.4 - SINTERIZACAO DOS CORPOS DE PROVA

Para a sinterizagdo dos corpos de prova, foi utilizado um forno elétrico. Para os
experimentos de sinterizagdo, foi acoplado dentro deste forno um tubo de alumina, onde no
interior do tubo fez-se vacuo e introduziu-se gas hidrogénio para o controle da atmosfera
de sinterizagdo. A temperatura maxima atingida pelo forno ¢ de 1750°C. Durante a
sinterizacdo, manteve-se um fluxo de hidrogénio constante dentro do tubo, com a
finalidade de manter uma atmosfera redutora dentro do tubo de alumina. A Figura 3.1
apresenta uma foto do forno e os equipamentos auxiliares.

O reator tubular comporta até seis corpos de prova, contudo em experimentos
preliminares foi constado que ndo hd uma uniformidade de temperatura em todas as
regides. A uniformidade de temperatura ocorre somente na regido dianteira do tubo onde
pode-se sinterizar até dois corpos de prova por vez. As sinterizagdes foram realizadas em
varias etapas.

Para a curva com temperatura de sinterizagéo de 1250°C, Figura 3.2, os corpos de

prova foram aquecidos até a temperatura de 300°C a uma taxa de aquecimento de

10°C/min, temperatura em que os corpos de prova foram mantidos durante 10 minutos,
permitindo que fosse efetuado uma "lavagem" (troca dos gases contidos no tubo pelo

hidrogénio) da atmosfera de sinterizagdo com hidrogénio. Nesta temperatura realizou-se
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uma purga do ambiente e o hidrogénio foi trocado 03 vezes, buscando-se manter a
atmosfera de sinteriza¢do somente com o gas de hidrogénio.

Na segunda rampa, o aquecimento continuou a uma taxa de 10 °C/min até a
temperatura de 1200°C. Na terceira rampa, a taxa de aquecimento foi de 5 °C/min até a
temperatura de 1250°C, temperatura na qual os corpos de prova sdo mantidos durante 60
min.

Em seguida iniciou-se o resfriamento, quarta rampa, com uma taxa de resfriamento
de 5 °C/min até a temperatura de 700°C. O resfriamento prosseguiu a uma taxa de
resfriamento de 10 °C até a temperatura de 200°C onde o forno foi desligado e as corpos
de prova resfriadas até a temperatura ambiente dentro do forno ainda com a mesma
atmosfera de hidrogénio.

Para a curva com temperatura de sinterizagdo de 1350°C, Figura 3.3, os corpos de
prova foram aquecidos até a temperatura de 300°C a uma taxa de aquecimento de 10
°C/min, temperatura em que os corpos de prova foram mantidas durante 10 minutos,
permitindo que fosse efetuado uma lavagem da atmosfera de sinterizagdo com hidrogeénio.
Nesta temperatura realizou-se a purga do ambiente com hidrogénio.

Na segunda rampa, o aquecimento continuou a uma taxa de 10 °C/min até a
temperatura de 1200°C. Na terceira rampa, a taxa de aquecimento foi de 5 °C/min até a
temperatura de 1350°C, temperatura na qual os corpos de prova sdo mantidos durante 30

min.

Em seguida iniciou-se o resfriamento, quarta rampa, com uma taxa de resfriamento
de 5 °C/min até a temperatura de 700°C. O resfriamento prosseguiu a uma taxa de
resfriamento de 10°C até a temperatura de 200°C onde o forno foi desligado e as corpos de
prova resfriadas até a temperatura ambiente dentro do forno ainda com a mesma atmosfera

de hidrogénio.
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Figura 3.1 - Forno de sinterizagdo e acessorios:
A : Bomba de vacuo

B : Cilindro de hidrogénio
C : Tubo de sinterizagdo
D : Manometros
E

: Forno.

P6 de 6xido
de aluminio

Figura 3.2 - Vista do interior do tubo. Figura 3.3 - Cadinho para sinterizagdo.
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Figura 3.4 - Curva de sinteriza¢do para temperatura de 1250°C.
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Figura 3.5 - Curva de sinterizagdo para temperatura de 1350°C.
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3.3.5- METODOS DE CARACTERIZACAO
Microscopia Otica (MO)

A primeira caracterizagdo morfoldgica dos corpos de prova a ser considerada é a
Microscopia Otica. Ao se observar uma microestrutura no microscopio tem-se uma
descrigdo qualitativa dos diferentes microconstituintes, portanto, os elementos para se
analisar as propriedades de um material (PADILHA e AMBROSIO, 1985).

Para a analise metalografica do pd, este foi acomodado em uma lamina de vidro e
observado/fotografado. O objetivo principal desta analise foi identificar a morfologia do
po.

Para a analise metalografica dos corpos de prova sinterizados, foi preciso uma
preparagdo adequada dos corpos de prova segundo a norma ASTM E3-95. Aleatoriamente
foram escolhidos os corpos de prova sinterizados que foram cortados longitudinalmente e
embutidos em baquelite com prensagem a quente numa embutidora. A difusdo da HA nos
corpos de prova pode ser observada a partir da superficie, que variou a espessura conforme
as caracteristicas dos testes adotados. Os corpos de prova restantes foram caracterizados
sem corte e embutimento usando 0 mesmo microscopio o6tico (Neophot-Zeiss 32).

A seqiiéncia em que estes corpos de prova foram preparados foi a seguinte:

a. Embutimento: em baquelite, com prensagem a quente por 25 minutos, a

temperatura de 220°C e pressdo de 5 bar;

b. Polimento mecanico: usou-se seqiiencialmente, as lixas de grana 120, 220, 320,

400, 600, 800 e 1200. Apds o procedimento inicial, o polimento mecanico foi
continuado com o uso de pasta de diamante de 6 um, em pano de nylon
umidecido com élcool etilico absoluto;

c. Ataque quimico: apos o polimento atacou-se a amostra com solugdo de ataque

denominada reativo de Vilella. O ataque se faz deixando a pe¢a imersa na
solugdo por cerca de 25 a 30 segundos. Para a prepara¢io do reativo de Vilella,

composi¢ao: 200 mL etanol, 05 mL HCl e 02 g de 4cido pirico.
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV-EDS)

Os corpos de prova sinterizados foram caracterizados através do MEV acoplado a

um EDS (Energy Dispersive Spectroscopy - X-Ray Micro Analysis System) da
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UNICAMP. O EDS permitiu analisar quimicamente os corpos de prova obtidos, visto que
a composi¢do quimica de tais constituintes pode alterar as propriedades finais da amostra.
A Microscopia Eletronica de Varredura ( MEV ), destaca-se entre alguns dos métodos de
microscopia, pois alcanga limites de resolugdo melhores e qualquer superficie boa
condutora elétrica e estavel em vacuo pode ser analisada com boa profundidade de foco.
Materiais isolantes devem ser recobertos com uma fina camada de material condutor
(PADILHA e AMBROSIO, 1985).

Neste tipo de microscopio, os elétrons sdo acelerados em uma coluna através de
duas ou trés lentes eletromagnéticas por tensdes de 1 a 30 KV. Estas lentes obrigam um
feixe de elétrons bastante colimado (50 a 200 A de didmetro) a atingir a superficie da
amostra. Bobinas de varredura obrigam o feixe a varrer a superficie da amostra na forma
de uma varredura quadrada similar a uma lente de televisdo. A corrente que passa pela
bobina de varredura, sincronizada com as correspondentes bobinas de deflexdo de um tubo
de raios catddicos, produz uma imagem similar, mas aumentada.

Os elétrons emitidos atingem um coletor e a corrente resultante € amplificada e
utilizada para modular o brilho do tubo de raios catddicos. Os tempos associados com a
emissdo e coleta dos elétrons, comparados com o tempo de varredura, sdo despreziveis,
havendo assim uma correspondéncia entre o elétron coletado de um ponto particular da
amostra e o brilho do mesmo ponto na tela do tubo.

Dentre as interagdes que podem ocorrer durante a incidéncia de um feixe de
elétrons em um material, pode-se destacar algumas que sdo importantes em MEV, pois sdo
as fontes dos sinais utilizados. Os sinais utilizados sdo os seguintes:

- Elétrons secundérios (ES): baixa energia, 50 eV, emergem de uma profundidade
de 100 a 200 A. Sua emissdo depende sensivelmente da topografia da superficie
da amostra e apresenta imagem com boa profundidade de foco para aumentos
entre 10 e 100.000 X ;

- Elétrons retroespalhados (ER): apresentam imagem com menor resolug¢do que
os elétrons secundarios; sdo refletidos principalmente por colisdes elasticas, de
uma profundidade entre 300 e 400 A. Tem alta energia, podendo ser
aproximadamente igual & do feixe incidente. Indicado para aumentos até 2.000
X;

- Elétrons absorvidos (EA): correspondem a fragdo dos elétrons primérios que
perdem toda sua energia na amostra, constituindo a chamada corrente da

amostra.
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3.3.6 - CULTURA DE CELULAS

Cultura celular

Foram usadas nesse trabalho linhagem celular OFCOLIIL, que correspondem a
osteoblastos obtidos de camundongo. Estas células foram adquiridas no Banco de Células
do Rio de Janeiro vinculado a UFRJ. As mesmas foram mantidas em meio Ham F-10
(Sigma) com 10% de Soro fetal Bovino (Nutricell). As trocas de meio foram efetuadas
sempre que a acidificagdo do mesmo fosse verificada, pH 3,0, e os repiques celulares
foram realizados sempre que o tapete celular atingisse 70% de confluéncia. Todos os
ensaios com cultura celular foram feitos de acordo com normatizagdes internacionais para

estudos com biomateriais (ISO 10993-5, 1992; KIRKPATRICK, 1992).

Adesao celular

Para avaliar as possiveis alteragdes no padrdo de adesdo celular em relagdo aos
substratos de ago inoxidavel AIST 316L com diferentes recobrimentos, foi realizado um
ensaio de adesdo por meio de uma variagdo do método descrito por MURAKAMI et al.
(1998). Inicialmente os diferentes substratos foram esterelizados e mantidos em meio Ham
F-10 por 24 h a 37°C. Estes foram entdo colocados em placas de cultura para receberem as
células. As células osteoblasticas foram inoculadas em placas de cultura de 96 pogos
(Corning) em meio Ham F-10 com 10% de SFB a 37°C com os diferentes substratos e
mantidas por 2 h. Apos este tempo de incubagdo, as amostras foram lavadas com tampao
fosfato salino (PBS) 0,1 mol/L em pH 7,4 a 37°C, fixadas em formalina 10% por 15
minutos, lavadas em PBS e coradas com cresil violeta 0,05% (em metanol 20%) por 15
minutos. As amostras foram entdo lavadas com PBS 0,1 mol/L e incubadas com citrato de
sédio 0,1 mol/L (em etanol 50% a pH 4,2) por 30 minutos, e analisadas em leitor de micro-
placas Multiskan Bichromatic versio 1.06 no comprimento de onde de 540 nm. A

absorbancia dos pogos livre de células foram utilizadas com controle de coloragdo no

experimento.

Microscopia eletronica de varredura

A morfologia das células foi avaliada em microscopio eletrdnico de varredura. As
células foram inoculadas em meio Ham F-10 com 10% SFB em laminulas de vidro ou nos
substratos de a¢o inoxidével AISI 316L com os diferentes recobrimentos. Apos 24 h de

incubagdo, as amostras foram fixadas com glutaraldeido 3% (Sigma) em tampdo fosfato
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0,1 mol/L em pH 7,2 por 45 minutos a 4°C e p6s-fixadas com OsO4 1% (Sigma) por 2 h a
4°C. As amostras foram desidratadas em séries crescentes de etanol, secas em ponto critico
(Balzers CDT 030) e recobertas com ouro em Sputter (Balzers CDT 050). Os espécimes
foram observados e fotografados em microscopio eletronico de varredura JEOL 300.

Os corpos de prova para o estudo ‘in vitro’ podem ser vistos nas Figuras 3.6 e 3.7

qué seguem:

cp apos
sinterizacao

cp usinados para
estudo ‘in vitro’

Figura 3.6 — Corpos de prova apds sinterizagéo.

Substrato ALO3
jateado \ /-

¢ vw v O

Figura 3.7 — Substrato jateado e corpos de prova apés recobrimento por Rokide.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - MICROSCOPIA OTICA (MO)

Caracterizagiio do p6 de hidroxiapatita

Na Figura 4.1 sdo mostrados fotomicrografias do p6 de HA antes da compactagéo
nas duas faixas de granulometrias usadas neste trabalho, em (a) e (c) a granulometria estd
entre 10 e 20 pm, (b) e (d) entre 20 € 32 um. Pode-se observar uma morfologia irregular do
p6é em (a) e (b) e as Figuras (c) e (d) permitem verificar a existéncia de poros nas

particulas de HA.

Cada divisio cntre 1 UNSRMBeRSGS— S
uma linha e outra T e

ii
. |

cquivale d 01 um s A '

E - w0

G ]
-
<

ot

Figura 4.1 - P6 de HA: (a) Ampliagdo de 160x, granulometria variando de 10 220 pm e (b)

Ampliagdo de 160x e entre 20 a 32 pm, conforme barras de divisdo micrométricas.
(c) e (d) Ampliagdo de 320x, porosidade da HA.
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Caracterizagio do p6 de ago inoxidavel AISI 316L
A Figura 4.2 mostra a fotomicrografia do pé do ago inoxidavel 316L com a
granulometria variando de 20 a 32 pm. A morfologia do pé é irregular e possui uma

geometria dendritica.

Figura 4.2 — P¢ de ago inoxidavel 316L (ampliagdo de 100x)

Caracterizagio do corpo de prova apds compactacio
Na Figura 4.3, observa-se uma imagem de Microscopia Otica da superficie de um
corpo de prova com os pds de HA e ago inoxiddvel 316L compactados com parafina. A

figura mostra a homogeneizagio dos pos e da parafina sobre o substrato.

Figura 4.3 — Superficie do corpo de prova apos a compactagdo (Ampliagdo 160x) :
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Caracterizagio do corpo de prova apés sinterizagdo

A Figura 4.4 mostra as superficies de quatro corpos de prova. As Figuras 4.4 (a) e
(b) sdo de amostras que foram compactadas apenas com HA variando-se os ciclos de
sinterizagdo (Tabela 3.2.a) e (c) e (d) sdo da mistura dos pds de ago inoxidavel e HA (20%
em peso do p6 de ago inoxidavel) com a variagdo dos ciclos (Tabela 3.2.b). Para as
amostras com HA e ago inoxidavel, a superficie apresenta uma topografia mais irregular do
que a de apenas HA, isso pode ser observado, considerando que as regides fora de foco em
(c) sdo mais acentuadas do que em (a). Para as amostras compactadas com o mesmo p6,
vemos que quando a temperatura do ciclo de sinteriza¢do foi mais elevada, houve uma

maior homogeneizagdo do recobrimento, que € o caso (b) e (d).

Figura 4.4 — Morfologia do revestimento, em (a) e (b) compactado de HA com
granulometria de 10 a 20 pm e temperaturas de sinterizagédo de 1250°C e 1350°C,
respectivamente. Para (c) e (d) temos uma mistura de HA com granulometria entre
10 € 20 pm e ago inoxidavel 316L entre 20 e 32 um. A porcentagem em peso €
20% de ago inoxidavel e o restante de HA. As temperaturas de sinterizagdo sdo de
1250°C e 1350°C, respectivamente. (Ampliagdo de 160x)
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A Figura 4.5 mostra as micrografias de amostras em um corte transversal. A
observagdo destas figuras permite-se afirmar que em todas as amostras h4 uma camada
difundida de HA no substrato. Nas Figuras 4.5 (a), (b), (c) e (d) tem-se as amostras
compactadas somente com HA e nas Figuras 4.5 (e), (f), (g) e (h) adicionou-se o pé de ago
inoxidavel 316L para a compactagdo. No caso das amostras com apenas HA obteve-se uma
camada difundida mais espessa do que as amostras com a adi¢do do pé de ago inoxidavel.

Para a sinterizagdo da amostra 02, Figuras 4.5 (a) e (b), utilizou-se p6 de HA com
granulometria entre 10 e 20 pm e temperatura de sinterizagdo de 1250°C e para a amostra
09, Figuras 4.5 (c) e (d), tem-se 0 pd com granulometria entre 20 e 32 um e temperatura de
sinteriza¢do de 1350°C. Para a amostra 02, Figuras 4.5 (a) e (b), que possui a menor
granulometria do pd, obtive-se a maior camada de difusdo e a mais homogénea. Quando
aumenta-se a granulometria do p6 ea temperatura de sinterizagdo, ndo se consegue uma
camada tdo espessa comparada com a amostra com menor granulometria (mesmo
aumentando a temperatura de sinterizagdo). A difusio da HA no substrato de ago
moxidavel 316L € uma varidvel da temperatura e do tamanho da particula, sendo que o
tamanho da particula foi o que determinou a espessura da camada difundida no substrato.

No caso da amostra 16, Figuras 4.5 (e) e (f), tem-se um compactado com 33,33%
em peso do po de ago inoxiddvel e na amostra 18, Figuras 4.5 (g) e (h), com 80% em peso
do ago inoxid4vel. Para ambas as amostras utilizou-se p6 de HA e ago inoxidavel 316L
com granulometria de 20 a 32 um e a temperatura de sinterizagdo de 1350°C. Para a
amostra com menor porcentagem de p6 de ago inoxidavel 316L, amostra 16, obteve-se
uma maior camada difundida no substrato e mais homogénia do que a amostra 18, Figuras
4.5 (g) e (h).

Na amostra 02, Figuras 4.5 (a) e (b), formou-se um contorno de grdo bem definido
e homogéneo nas proximidades da superficie com o compactado do pé de HA. As
condi¢des experiméntais da amostra 02, temperatura de sinterizagdo de 1250°C e
granulometria do pé de HA de 10 a 20 pm, foram as que mostraram os melhores resultados
na difusdo da HA.
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4.2 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEYV)

As andlises de Microscopia Eletronica de Varredura acoplado ao sistema de
Energia Dispersiva foram realizadas nas amostras sinterizadas e revestidas por Rokide. Nas
amostras sinterizadas, houve uma concentragdo muito intensa de certos elementos na
camada difundida e a dissociagdo do Ca e P da molécula de HA. Uma possivel explicagdo
para o rompimento da ligagdo quimica do Ca e P na molécula da HA € a temperatura de
sinterizagdo e a maior difusdo do P no ago inoxiddvel 316L. Nas amostras com
revestimento por Rokide, a morfologia do recobrimento se caracterizou pela deposicdo de
varias camadas da cerdmica estudada.

A morfologia da superficie das amostras sinterizadas somente com HA (Figuras
4.6,4.7,4.8,4.9) apresenta uma distribuigdo das particulas mais uniforme do que as
amostras com a adigdo do pé de ago inoxidavel (Figuras 4.10,4.11). Nas amostras com a
mistura dos pos, ha o aparecimento de trincas e aglomerados que se formaram devido as
diferentes propriedades térmicas dos materiais. No resfriamento dessas amostras, as trincas
se formaram devido ao fato da HA ser uma ceramica de ma condutividade térmica e as
particulas do pd metalico possuirem uma boa condutividade térmica, o que resultou em
uma diferenga no gradiente de resfriamento dos materiais (GOMES, 1995).

Para as amostras sinterizadas somente com HA, temos variagdes da morfologia
conforme a granulometria do po e a temperatura de sinterizagdo. A amostra 02 (Figura 4.6)
que foi sinterizada a 1250°C e granulometria do p6 de 10 pm a 20 pm tem o menor
tamanho de aglomerado de particulas sobre a superficie do substrato. Para a amostra 06
(Figura 4.7), sinterizagdo a 1350°C e granulometria entre 10 pm e 20 um, foi encontrado
aglomerados maiores de particulas que no caso anterior, isto foi devido ao fato de termos
trabalhado com uma maior temperatura de sinterizagdo, o que leva a um maior
coalecimento das particulas. Nas amostras 09 (Figura 4.8) e 12 (Figura 4.9), temos a
mesma temperatura de sinterizagdo de 1350°C, e granulometria do pé de 20 pm a 32 pum,
porém, a amostra 12 apresenta um maior coalecimento das particulas do p6 de HA. Um
fator que determinou esse maior coalecimento foi que para a amostra 09 compactou-se 0,5
g de p6 e 0,3 g para a amostra 12, ou seja, 40% a menos de p6 em peso para a sinterizag@o.

As amostras com a adigdo do pé de ago inoxiddvel AISI 316L mostram o
aparecimento de trincas e grandes aglomerados de particulas. Na amostra com 33% em
peso de pé metalico (Figura 4.11), observa-se que houve uma concentragdo maior de

aglomerados do que na amostra com 20% em peso do p6 metalico (Figura 4.10).
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Para o recobrimento da superficie com a técnica do Rokide, primeiramente fez-se o
jateamento da superficie com alumina e obteve-se uma superficie com maior rugosidade
como € mostrado na Figura 4.12 do substrato jateado. As amostras com recobrimento de
ZrOz2 e Cr203 (Figuras 4.14; 4.15, respectivamente) apresentaram uma morfologia bastante
lamelar com porosidades e a amostra recoberta com Al203 (Figura 4.13) apresentou formas
de escamas em sua superficie o que ndo é favoravel a adesdio celular como serd
apresentado nos resultados de cultura de células.

E importante ressaltar que todas as amostras apresentam uma topografia irregular
entre os aglomerados de particulas, o que resulta em uma porosidade que é benéfica ao

ancoramento das células osteoblastas nessas superficies.

Figura 4.6 - Micrografias do corpo de prova 02 que foi sinterizado a 1250°C com HA na

granulometria de 10 a 20 pm.

Figura 4.7 - Micrografias do corpo de prova 06 que foi sinterizado a 1350°C com HA na

granulometria de 10 a 20 pm.
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Figura 4.9 - Micrografias do corpo de prova 12 que foi sinterizado a 1350°C com HA na

granulometria de 20 a 32 pm.

Figura 4.10 - Micrografias do corpo de prova 13 que foi sinterizado a 1350°C com p6 de

HA e 20% em peso de pd de ago inoxidivel AISI 316L na mistura. As
granulometrias sdo de 20 a 32 um.



Capitulo 4 - Resultados e discussdo 38

Figura 4.11 - Micrografias do corpo de prova 16 que foi sinterizado a 1350°C com p6 de
HA e 33% em peso de p6 de ago inoxiddvel AISI 316L na mistura. As

granulometrias sdo de 20 a 32 um.

Figura 4.13 - Micrografia da superficie do corpo de prova recoberto com alumina pela

técnica de Rokide.



Capitulo 4 - Resultados e discuss3o 39

Figura 4.14 - Micrografia da superficie do corpo de prova recoberto com zirconia pela
técnica de Rokide.

Figura 4.15 - Micrografia da superficie do corpo de prova recoberto com ¢xido de cromo
pela técnica de Rokide.
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4.3 - ANALISE DE ENERGIA DISPERSIVA (MEV-AED)

Para avaliar as porcentagens em peso dos elementos constituintes do recobrimento,
utilizou-se a técnica de analise de Energia Dispersiva acoplado ao MEV em 3 diferentes
regides do recobrimento das amostras com micro-regides de 450x450 pm.

A Tabela 3.1 apresenta a composicdo quimica do ago inoxidavel 316-L. Nesta
tabela pode-se observar os percentuais maximos em peso de cada elemento constituinte do
substrato, quando ndo especificado o intervalo.

Muito embora tenha coletado dados em regides significativas, pode-se observar das
Tabelas 4.1 a 4.4 e Figuras 4.16 a 4.19 que ndo houve uma correpondéncia com os dados
esperados da Tabela 3.1 e da relagdo Ca/P de 1,67 conhecida para a formagdo da fase
hidroxiapatita (HING et al., 1999). Isto indica que houve uma difuséio que é mostrada nas
Tabelas 4.5 e 4.6.

As Tabelas 4.5 ¢ 4.6 apresentam os resultados da difusdo no substrato de ago
inoxid4avel AISI 316L. Pode-se observar que na superficie das amostras os percentuais em
peso dos elementos quimicos variaram e nfo estdo conforme os dados esperados da Tabela
3.1 e da relagdo Ca/P de 1,67. Porém, quando se analisa os dados a 200 pm da superficie,
observa-se que as concentragdes dos elementos quimicos estdo proximos aos fornecidos
pelo fabricante. Outro fato importante foi que para o corpo de prova 10 sinterizado
somente com HA houve uma maior difusdo do cromo e do fosforo para a superficie do que
para o corpo de prova 16, com 33% em peso de ago inoxiddvel na mistura dos pds.
Lembrando que para ambos os corpos de prova, a temperatura de sinterizagdo foi de

1350°C e a granulometria do p6 de HA entre 0,20 e 0,32 pm.
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Tabela 4.1 - Valores obtidos para as micro-regides selecionadas do corpo de prova 02.

Elemento / Porcentagem em peso
Micro-Regido
Area 01 |[Area 02 |Area 03 [Média |Desvio Padrio
P 1 19,00 7,18 8,58 8,25 0,95
Ca 2 10,00 0,14 0,09 0,08 0,07
Si SE|I0MS 0,15 0,15 0,14 0,01
Mo 4 13,65 S 3,61 3,61 0,04
Cr 5 124,65 122,38 (2392 23,65 1,16
Ni 6 (11,22 12,22 [11,24 11,56 0,57
Cu 7 10,31 0,22 0,46 0,33 0,12
Fe 8§ (48,06 51,11 [49,22 49,46 1,54
Mn 9 12,98 3,03 Q412 2,91 0,17
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Figura 4.16 - Percentual em peso dos elementos quimicos da superficie do corpo de prova

02 (barras em azul).
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Tabela 4.2 - Valores obtidos para as micro-regides selecionadas do corpo de prova 06.

Elemento / Porcentagem em peso
Micro-Regido
Area 01 [Area 02 [Area 03 [Média |Desvio Padrio
P 1 |5,18 477 4,15 4,70 0,52
Ca 2 13,40 0,44 0,61 1,48 1,66
Si 3 3,48 0,58 1,03 1,70 1,56
Mo 4 1,84 1,45 1,98 1,76 0,27
Gy 5 142,13 [50,50 (44,92 45,85 426
Ni 6 (4,49 3,17 495 420 0,92
Cu 7 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Fe 8 (20,72 17,86 23,28 20,62 2,71
Mn 9 (18,76 21,23 19,08 19,69 1,34
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Figura 4.17 - Percentual em peso dos elementos quimicos da superficie do corpo de prova

06 (barras em azul).
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Tabela 4.3 - Valores obtidos para as micro-regides selecionadas do corpo de prova 09.

Elemento / Porcentagem em peso
Micro-Regido
Area 01 [Area 02 [Area 03 [Média |Desvio Padrio
P 1812107 5,89 8,66 5,54 3,31
Ca 200110189 0,27 0,07 0,24 0,16
Si 3 10,38 0,40 0,30 0,36 0,05
Mo 4 11,60 3,46 4,22 3,09 1,35
(Cr: 5 146,90 35,69 (24,06 35,55 11,42
Ni RN |:5¥28 7,45 11,40 8,03 3318
Cu 7 10,00 0,92 0,00 0,31 0,53
Fe 8§ (21,98 3515 [4942 35,52 13,72
Mn 9r | 21546" | 107N 0T8T 14,37 6,14
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Figura 4.18 - Percentual em peso dos elementos quimicos da superficie do corpo de prova

09 (barras em azul).
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Tabela 4.4 - Valores obtidos para as micro-regides selecionadas do corpo de prova 12.

Elemento / Porcentagem em peso
Micro-Regido
Area 01 [ Area 02 [Area 03 [Média |Desvio Padriio

B 1 11,85 |1435 [10,66 12,29 1,88
Ca 2 130,50 1841 16,95 21,95 7,44
Si 3 [3,54 1,67 0,48 1,90 1,54
Mo 4 10,40 0,00 0,00 0,13 0,23
Cr S32;3 95N 4147 S 52161 42,26 10,12
Ni 6 (2,66 2,21 1,73 2,20 0,47
Cu 7 10,00 0,56 0,00 0,19 0,32
Fe 8 [1638 [18,42 |15,03 16,61 1,71
Mn 9 12,29 2,60 2399 2,48 0,17
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Figura 4.19 - Percentual em peso dos elementos quimicos da superficie do corpo de prova

12 (barras em azul).
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Tabela 4.5 - Difusdo da HA no substrato de ago inoxidével 316L do corpo de prova 10

sinterizado somente com p6 de HA.

Elemento / Porcentagem em peso (%)
Profundidade
de difusdo Superficie [25pm |[SOpm (7S pm |100 pm |200 pm
da amostra
P 3,53 345 1025 10,54 10,30 0,00
Mn 117/ 1,89 10,75 1,43 (0,93 2455
Ca 0,11 0,10 10,10 0,23 0,00 0,00
Cr 30,02 2980 [16,68 |16,24 [16,50 [18,69
Fe 52,53 53,02 |6827 [66,40 67,42 62,82
Ni 9,44 9:29 1216721352900 11349 i3S
Mo 2312 2200 R 1512 S (11576 S |11 1,93
Si 0,06 007 (0,16 0,13 {0,19 0,26
Cu 0,42 0,37 10,00 0,00 ]0,00 0,57

Tabela 4.6 - Difusdo da HA no substrato do corpo de prova 16 com 33% em peso de p6 de

ago inoxidavel 316L.
Elemento / Porcentagem em peso (%)
Profundidade
de difusdo Superficie (25pm |[SOpm |75 pm |100 pm {200 pm
da amostra
P 1,95 R4 | A2 1] O L0357 0,70
Mn 1,41 728 NS0 23 S| 2475 2,26
Ca 0,15 021 (021 0,19 026 0,23
Cr 18,10 17,73 11797 [17,38 |16,92 16,70
Fe 64,90 63,24 |64,24 64,03 [65,15 [6594
Ni 12,58 13,32 [13,06 [1321 |12,80 [13,39
Mo 1,78 1,87 |1,49 [1,68 [L,17 1,08
Si 0,12 0,17 [0,15 10,19 0,27 0,39
Cu 0,00 0,00 0,00 10,00 0,11 0,31
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4.4 - CULTURA CELULAR

4.4.1 - ADESAO CELULAR

Pelo ensaio de adesdo celular com 2 h de incubagfio, pode-se observar que as
células em todas as amostras apresentaram uma capacidade de adesdo menor que o
controle positivo utilizado (polipropileno). Na verdade, os resultados obtidos foram muito
proximos aos encontrados com o controle negativo (Teflon). As tnicas amostras que
apresentaram uma capacidade de estimular a adesdo maior que o controle negativo foram
0s substratos de ago inoxidével 316L sem recobrimento e os substratos jateados. Todos

estes dados estdo apresentados na Tabela 4.7 e Figura 4.20.

Tabela 4.7 - Absorbancia das diferentes amostras estudadas no ensaio de adesdo celular.

Amostras Absorbéncia média
Substrato  Substrato + Células Desvio
Células Padrio

Controle + 0,000 0,321000 0,321000 0,096890
Controle - 2,004 2,034286 0,030286 0,046013
Ago inoxidavel 0,458 0,566429 0,108429 0,092881
Aco inoxidavel+tHA 0,852 0,865333 0,013333 0,009074
Aco inoxidavel+Al, 0 0,801 0,824333 0,023333 0,003055
Ago inoxidavel+Cr203 0,808 0,826333 0,018333 0,017039
Ago inoxidavel+Zr0, 0,822 0,853667 0,031667 0,025007
Substrato Jateado 0,680 0,799667 0,119667 0,047596

Pode-se observar que todas as amostras estudadas mostraram uma menor
adesividade em relagdo aos controles positivos utilizados (polipropileno) e muitos
proximos ao do controle negativo (Teflon). As Unicas amostras que apresentaram a
capacidade de estimular a adesdo maior que o controle negativo foram os substratos de ago

inoxiddvel 316L sem qualquer recobrimento e os substratos jateados.
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Figura 4.20 - Adesdo de células osteoblasticas ao substratos de ago inoxidavel 316L sem e

com diferentes recobrimentos.

Por outro lado, o fato de um dado material ndo estimular de forma intensa a adeséo
celular ndo indica necessariamente uma caracteristica indesejavel. Ha relatos que mostram
que a baixa adesividade a superficies é capaz de estimular a produ¢do de moléculas de
matriz extracelular pelas células, ao passo que essa capacidade é diminuida em substratos
bastante adesivos (MANN ef al., 1999). A produgdo de matriz extracelular é importante
ndo apenas para a diferenciagdo das células e manutengfio de suas caracteristicas
funcionais, como também € para a boa integragdo do implante com o organismo
hospedeiro (HUBBELL, 1997). Assim, torna-se necessario um profundo conhecimento das

caracteristicas superficiais dos materiais para uma boa interagio célula-biomaterial.

4.4.2 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DAS CELULAS
OSTEOBLASTICAS SOBRE OS DIFERENTES SUBSTRATOS DE ACO
INOXIDAVEL 316L COM 24H DE CULTURA (CRESCIMENTO CELULAR).

A analise da morfologia das células osteoblasticas cultivadas sobre as laminulas de

vidro mostrou células com formato irregular, levemente alongadas e com grande ntimero



Capitulo 4 - Resultados e discussdo 48

de prolongamentos celulares, muitos deles ligando uma célula a outra. Observamos
também um grande numero de vesiculas sobre a superficie celular (Figura 4.21.A). As
células que cresceram sobre os substratos de ago inoxidivel mostraram-se bem mais
alongadas que em qualquer outra amostra estudada. Pode-se observar ainda um grande
namero de vesiculas sobre as células. Um fato que chamou a atengfio foi o das células
estarem alongadas seguindo o plano encontrado nas ranhuras presentes no ago inoxidavel
316L (Figura 4.21.B). Os osteoblastos cultivados sobre os substratos de ago inoxidével
316L recobertos com hidroxiapatita mostraram dois padrdes morfolégicos distintos. Em
um deles as c€lulas encontravam-se bem achatadas e levemente alongadas e com poucos
prolongamentos celulares (Figura 4.21.C). Pode-se observar também células arredondadas
e com prolongamentos celulares bastante finos (Figura 4.21.D). As células cultivadas sobre
os substratos de ago inoxidavel 316L revestidos com 6xido de aluminio mostraram um
padrdo morfolégico bastante achatado ao substrato. As células mostraram-se bastante
espalhadas, havendo pouco espago existente entre elas. Observamos ainda poucas vesiculas
na superficie celular e ndo encontramos prolongamentos partindo das células (Figura
4.21.E). Os osteoblastos que foram cultivados sobre os substratos de ago inoxid4vel 316L
recobertos com 6xido de cromo mostraram-se bem espalhados sobre o substrato. Nesta
situagdo, escassas vesiculas na superficie celular foram encontradas (Figura 4.21.F). As
células osteobldsticas que cresceram sobre os substratos de ago inoxidavel 316L revestidos
com 6xido de zirconio mostraram-se bastante achatadas e espalhadas sobre os substratos,
formando um camada celular continua apesar da irregularidade do substrato. Sobre estas
células algumas vesiculas celulares puderam ser encontradas (Figura 4.21.G). Sobre os
substratos de ago inoxidavel 316L que foram jateados encontramos células com morfologia

irregular com grande nimero de vesiculas na superficie celular (Figura 4.21.H).
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Figura 4.21 - Células osteoblasticas cultivadas sobre: (A) vidro; (B) ago inoxidavel 316L;

(C) e (D) ago inoxidavel 316L recoberto com hidroxiapatita; (E) ago inoxidével
316L recoberto com alumina; (F) ago inoxidavel 316L recoberto com éxido de
cromo; (G) aco inoxidavel 316L recoberto com zirconia; (H) o substrato jateado.

Barra de aumento: 10pm para todas as figuras.
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As células que foram cultivadas sobre os substratos de ago inoxidavel 316L sem
qualquer recobrimento apresentaram-se bem alongadas em relago aos controles (ldminas
de vidro). Importante ressaltar que as células cresceram de forma alinhada, seguindo a
orientagdo das micro-ranhuras presentes nos substratos. Este tipo de comportamento
celular, ja previamente descrito, ¢ denominado direcionamento de contato e é de grande
relevincia pois permite que se possa direcionar ndo apenas a morfologia das células mas
também a sua migragdo ao longo de uma superficie (BRUNETTE, 1986). Esse tipo de
padrdo de crescimento pode ser utilizado quando se visa a fixagdo de determinados
dispositivos em implantes 6sseos, pois as micro-ranhuras podem orientar a migragdo e
crescimento tecidual ao longo do implante.

Todas as demais amostras estudadas apresentaram uma superficie irregular e
porosa, embora esses poros se estendam apenas na camada superficial dos substratos de
aco inoxidavel 316L. Estruturas porosas também sfo interessantes quando se visa a
implantag@o in vivo. Além de facilitarem a integragéo tecidual, alguns estudos associam
estruturas porosas com o estimulo a produ¢do de novos vasos sanguineos na regido do
implante (BRAUKER et al., 1992) o que melhora o processo de cicatrizagdo.

Apesar da baixa capacidade de adesdo mostrada pelos osteoblastos aos diferentes
recobrimentos nos substratos estudados (em geral muito proximo aos controles negativos),
um grande numero de células pdde ser observada em Microscopia Eletronica de Varredura,
o que sugere proliferagdo celular. Isso afasta completamente qualquer possivel efeito
toxico que as diferentes amostras possam apresentar. A andlise dos dados em conjunto
permite concluir que a adesdo celular sobre as amostras ¢ bastante lenta. Uma possivel
explicagdo do motivo dessa lentiddo talvez seja o fato da célula ndo apresentar receptores
de membrana para os componentes presentes na interface com os diferentes substratos.
Outros resultados mostram que superficies hidrofilicas favorecem a adeséo ao passo que as
hidrofébicas ndo (BERTRAND et al., 1998; NEFF et al., 1998).

Nos substratos de ago inoxiddvel que foram recobertos com hidroxiapatita,
encontramos células bastante achatadas com morfologia irregular, condizente com a forma
osteoblastica natural. Por outro lado, observamos também células arredondadas e com
grande quantidade de prolongamentos bastante finos. In vivo, esse padrdo morfolégico das
células 6sseas € encontrado apenas quando ocorre diferenciagdo terminal dos osteoblastos
de modo a originar os ostedcitos, que corresponde a célula madura do osso e que se

encontra imersa na matriz 6ssea (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999, MELLO, 2001).
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Esse resultado pode sugerir que a hidroxiapatita esteja estimulando a diferencia¢do dos
osteoblastos.

Quando o ago inoxidavel 316L foi revestido com 6xido de aluminio, o padrdo
morfolégico das células foi completamente diferente das amostras anteriormente relatadas.
Neste caso, foram encontradas regides com grande densidade de células sendo que as
mesmas mostravam-se extremamente achatadas e muito préximas umas das outras,
cobrindo a irregularidade presente nos substratos. Na superficie destas células, foi
observado pouca quantidade de vesiculas e microvilosidades, ao contririo das amostras
anteriores.

No caso dos substratos de ago inoxidavel 316L com revestimento com 6xido de
cromo e 6xido de zircdnio, um padrdo morfolégico muito semelhante ao descrito para
revestimento com alumina foi encontrado. Neste caso as células também mostravam-se
achatadas e muito proximas umas das outras. Nestas amostras também foram observada
poucas vesiculas e/ou microvilosidades na superficie das células. Entretanto, as células
pareceram estar mais bem espalhadas sobre a superficie dos substratos, uma vez que a
irregularidade do mesmo pdde ser visualizada com maior nitidez.

Finalmente, nas amostras onde o revestimento foi constituido com ago inoxidavel
316L jateado foi observado um padrdo morfolégico bastante distinto dos demais tipos de
recobrimento utilizados. Nesse caso, encontramos células com morfologia bastante
irregular e bastante varidvel, além de estarem bem espagadas umas das outras. Estas
células apresentavam uma abundéncia muito grande de microvilosidades e/ou vesiculas em
suas superficies.

A andlise conjunta dos resultados apresentados mostra que quando ocorrem
variagbes quimicas ou estruturais na superficie do substrato, as c€lulas adquirem um
padrdo morfologico diferenciado. E sabido que fatores como a matriz extracelular, o
substrato natural das células in vivo, esta intimamente relacionado com a indugdo da
diferenciagdo celular, que € o processo onde células imaturas se especializam em fungdes
especificas nos diferentes tecidos animais (SANTOS & WADA, 2001). Também se sabe
que a forma de uma célula esté relacionada com a sua fung&@o no organismo (JUNQUEIRA
e CARNEIRO, 1999; MELLO, 2001). Desta forma, as variagdes morfolégicas celulares
observadas neste trabalho podem ser interpretadas como uma adaptagdo da célula as
caracteristicas dos diferentes substratos, ou seja, elas estariam diferenciando-se em
respostas as caracteristicas fisico-quimicas das diferentes superficies estudadas. Visando a

utilizagdo ortopédica das amostras e pensando no implante dos mesmos nos 0ssos, O
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padrdo morfologico obtido com as células cultivadas sobre o substrato de ago inoxid4vel
AISI 316L recoberto com hidroxiapatita demonstra ser mais adequado que as demais
amostras, uma vez que as células apresentaram nestas amostras uma forma mais préxima a
encontrada in vivo. Além disso, a presenga de células com caracteristicas distintas sobre as
diferentes superficies, reforga a inexisténcia de efeito citotéxico direto dos substratos, uma

vez que ndo foram observados sinais morfoldgicos de degeneragdo celular em nenhuma

das amostras estudas.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

O mecanismo bioldgico que explica a melhor resposta da integragdo de implantes
revestidos com HA néo estd completamente elucidado. As principais indicagdes apontam
para a natureza quimica deste revestimento, constituida de célcio e fosforo sob uma
formulagdo muito semelhante aquela encontrada no proprio 0sso, ensejando uma excelente
identidade quimica e tactil na repara¢do do 0sso.

Com base nos resultados deste trabalho, foram obtidas as seguintes conclusdes:

- A presenga de células com -caracteristicas distintas sobre as diferentes

superficies, refor¢a a inexisténcia de efeito citotoxico direto dos substratos.

- O padrao morfologico obtido com as células cultivadas sobre o substrato
recoberto com hidroxiapatita demonstra ser mais adequado que as demais
amostras, uma vez que as células apresentaram nestas amostras uma forma mais

proxima a encontrada in vivo.

- Os resultados mostram que quando ocorrem variagdes quimicas ou estruturais
na superficie do substrato, as células adquirem um padrdo morfologico

diferenciado.

- Os revestimentos de alumina, zirconia, 6xido de cromo e mistura dos pds ndo

apresentaram diferenga quanto ao crescimento celular.

- Os revestimentos com mistura de pos apresentaram trincas na superficie, devido

a ma condutividade térmica da HA.

- A camada de hidroxiapatita encontrada difundida no substrato de ago inoxidavel

316L foi de 200 pm.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O presente trabalho envolve aspectos gerais de recobrimentos cerdmicos em um
substrato de ago inoxidavel AISI 316L para ser aplicado como implante. Este estudo
envolve diferentes areas do conhecimento, tanto das ligadas & engenharia mecénica e
materiais, como as relacionadas com as ciéncias médicas. Como forma de aprofundar este

trabalho, as seguintes sugestdes para trabalhos futuros sao listadas:

A caracterizagdo das amostras sinterizadas e recobertas pelo processo de Rokide

através de ensaios de aderéncia, porosidade e Difrag¢do de Raios X;

- Teste de biocompatibilidade "in vivo" e histolégico, em cobaias, através de implante

sobre o tecido dsseo das mesmas:

- Recobrimento de outros substratos metalicos normalmente utilizados na fabricagao de
implantes ortopédicos e odontoldgicos, tais como: ligas de titanio, titanio puro, ago Cr-

Co-Mo;

- Utilizagdo de outros pos metélicos para a sinterizagdo com o pé de hidroxiapatita, tais

como: po de titanio e ligas de titanio.
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