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Resumo

A implantologia destaca-se como 0 método moderno de reabilitacdo oral para pacientes edéntu-
los totais ou parciais. Para que este método se desenvolva adequadamente é necessario que o implante
se osseointegre rapidamente ao tecido 6sseo recetor, j& que a integragdo dssea é a chave do sucesso

clinico cirdrgico.

Este trabalho dedica-se ao estudo da deposicao de carga superficial em diferentes revestimentos
a base de hidroxiapatite (HAp), produzidos por CoBlast™, por comparagdo com revestimentos de

HAp produzidos por Plasma Spray, para que se aumente a osteointegragao.

Foram revestidas placas de Ti-6Al-4V por CoBlast™ com 3 misturas HAp, HAp, 80%/20%
(m/m) de HAp/ BaTiO3 de nanopds de estrutura ctbica (mistura A) e micropds de estrutura tetragonal
(mistura B) e, para comparagéo, revestimentos de HAp produzidos por Plasma Spray. Os revestimen-
tos produziram-se na empresa Ceramed e, posteriormente, analisaram-se pelas técnicas de DRX, FTIR
e SEM, para estudo, respetivamente, da composicéo estrutural, quimica e morfolégica dos revestimen-
tos. Efetuaram-se testes com polarizacéao elétrica DC e por descarga de corona, ensaios de rugosidade,
de citotoxicidade, de bioatividade, de adesdo, proliferacdo, metabolismo e morfologia celular. Perante
os resultados de citotoxicidade todos os materiais podem ser usados como revestimento. Para 0s en-
saios de polarizacdo também foram usadas amostras com revestimentos de 20%/80% e 35%/65%
(m/m) de vidro bioativo (45S5)/HAp, produzidas anteriormente por CoBlast™. Quanto aos ensaios de
polarizacdo por corona, todos os valores de potencial de superficie obtidos foram baixos e para a pola-
rizacdo por contacto obtém-se maior carga, tanto em campo elétrico aplicado positivo como negativo,
sendo os valores mais elevados para revestimentos por Plasma Spray. Para amostras sem polarizacdo
e, comparativamente com amostras sem revestimento, os revestimentos produzidos por Plasma Spray
mostram ser 0s mais bioactivos e 0s menos biocompativeis, enquanto 0s revestimentos com a mistura

A e B sdo os mais biocompativeis.

Palavras-chave: CoBlast™; Plasma Spray; hidroxiapatite; Ti-6Al-4V; Polarizagio elé-

trica DC; Descarga de Corona.
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Abstract

Implantology stands out as the modern method for oral rehabilitation for full or partial edentu-
lous patients. For this method to properly develop, we need the implant to quickly osseointegrate with

the receptor bone tissue as bone integration is key for the success of clinical surgery.

This thesis is dedicated to the study of the deposition of superficial charge in different coatings
based on hydroxyapatite (HAp), produced by CoBlast™, in comparison with coatings of HAp pro-
duced by Plasma Spray, viewing longer osseointegration.

Ti-6Al-4V plates were coated with CoBlast™ with 3 mixtures HAp, HAp 80%/20% (m/m) of
HAp/BaTiO; of nanopowders of cubic structure (mixture A) and micropowders of tetragonal structure
(mixture B) and for comparative purposes, HAp coatings produced by Plasma Spray. The coatings
were produced at the Company Ceramed, and were afterwards analyzed using the DRX, FTIR and
SEM techniques to study the structural, chemical and morphologic composition of the coatings. Trials
were conducted using DC electric polarization and corona discharge, being tested the roughness, cyto-
toxicity, bioactivity, adherence, proliferation, metabolism and cellular morphology. Cytotoxicity tests
evidence that all materials may be used for coating. For the polarization trials with corona we also
used samples of 20%/80% and 35%/65% (m/m) of bioactive glass (45S5)/Hap, previously produced
by CoBlast™. Regarding the trial with corona, all the values of surface potential were low, being ob-
tained a higher charge when using polarization by contact, both in positive and negative electrical
field, with higher results for plasma spray coatings. For samples without polarization and by compari-
son with samples without coating, the coatings produced with plasma spray were the most bioactive,

and the least biocompatible, whilst the coatings with mixture A and B were the most biocompatible.

Keywords: CoBlast™; Plasma Spray;-Hydroxyapatite; Ti-6Al-4V; DC electrical polarization;

Corona discharge.
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Enquadramento, objetivos e estrutura da dissertacao

Em 1952, Per-Ingvar Branemark descobre a osteointegracdo apds a tentativa de tirar uma peca
de titanio colocada numa tibia. A partir desse ano, muitos foram os estudos focados nessa area e 0
conceito de osteointegragdo abriu uma nova era no tratamento clinico. Visando acelerar o processo de
osteointegracdo de implantes e de modo a melhorar a conexao estrutural e funcional entre 0 0sso vivo

e a superficie de um implante, testam-se novos revestimentos e novas técnicas para a sua producao.

Nas ultimas décadas com o envelhecimento da populacdo e avangos cientificos da Medicina
Dentaria, tem-se recorrido cada vez mais a implantes dentérios e, actualmente, a implantologia é con-
siderada o melhor tratamento reabilitador [1]. Assim, a fixacdo do implante depende de varios fatores,
sendo um deles a topografia da superficie, que requer propriedades importantes durante a fase de re-
generacdo do 0sso. O grande desafio é produzir a superficie dos implantes, uma vez que a adesao,
crescimento e diferenciacdo de osteoblastos dependem da energia e rugosidade da mesma.

Materiais para implantes sdo chamados de biomateriais, devido ao fato de serem introduzidos
em meio bioldgico (adaptando-se a funcdo desejada e ndo causando reaccOes adversas) [2]. O titanio
comercialmente puro e algumas das suas ligas sdo materiais que, pela sua excelente biocompatibilida-
de, propriedades ferromagnéticas e de elasticidade, sdo muito utilizados na fabricacdo de implantes
dentarios e ortopédicos. A hidroxiapatite (HAp) € a mais usada no revestimento de implantes 6sseos
devido a sua biocompatibilidade, bioactividade e semelhanca com a fase mineral do 0sso. Recente-
mente, investigacdes demonstraram que polarizando a HAp sintética, criando uma carga superficial
permanente, é possivel melhorar a proliferacdo celular e a resposta das células envolventes ao materi-
al, permitindo um aumento na integragdo e cicatrizacdo do implante [3]. O titanato de bario (BaTiOs) é
também um biomaterial piezoeletrico que possui polarizacdo espontanea e elevado valor de constante
piezoelétrica pelo que pode ajudar na criacdo da carga eléctrica superficial no implante. Os biovidros

apresentam capacidades de osteointegracédo, anti-microbianas e anti-inflamatdrias

A técnica mais recente de producéo de revestimentos é a de CoBlast™

gue permite obter filmes
a temperatura ambiente. Ao aliar esta técnica com a deposicdo de carga superficial em revestimentos
de implantes dsseos é possivel melhorar 0 comportamento dos mesmos no que respeita a sua integra-

¢do dssea.

Tendo em conta que, até a data, nenhum estudo de propriedades elétricas de revestimentos pro-

tTM

duzidos por CoBlast™ se realizou, foi objetivo principal deste trabalho fazer um estudo da deposi¢édo
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de carga superficial em diferentes revestimentos & base de HAp, produzidos por CoBlast™ e deposita-
dos sob substratos da liga de Ti-6Al-4V, por comparagdo com revestimentos de HAp produzidos por
Plasma Spray.

O presente trabalho é resultado de investigacdo no Departamento de Ciéncia dos Materiais e de
Fisica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologias da Universidade Nova de Lisboa (FCT/UNL), no CE-
NIMAT/I3N e na empresa CERAMED. Encontra-se estruturado em oito capitulos, apresentando o 1°
capitulo uma introducdo geral de modo a proporcionar uma melhor compreensdo dos conceitos associ-
ados a este tema e 0 2° e 3° capitulos uma breve descri¢do dos principios fisicos associados as técnicas
de producdo de revestimentos e caracterizacdo das amostras, respetivamente. No 4° capitulo, por sua
vez, encontram-se enunciados 0s materiais e métodos utilizados para este trabalho. Durante o 5° capi-
tulo apresentam-se, analisam-se e discutem-se os principais resultados obtidos e, por fim, revelam-se

as conclusdes mais relevantes, perspectivando-se algumas futuras importantes investigacdes na area.
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1. Introducao geral

1.1. Osso

O osso é um tipo de tecido conjuntivo complexo, altamente especializado e organizado,
constituido por células 6sseas e por uma matriz extracelular mineralizada (hidroxiapatite natu-
ral) [4]. Morfologicamente 0 osso classifica-se como cortical, ou compacto, e trabecular, ou es-
ponjoso. O 0sso cortical constitui cerca de 90% da massa 6ssea total, caracteriza-se por ter uma
baixa porosidade e localiza-se na regido exterior do 0sso. O 0sso trabecular localiza-se na regido

interna do 0sso e contém medula 6ssea nos seus poros [4].

As fungdes do 0sso sdo o suporte muscular, a produgédo de células sanguineas e imunita-
rias e funciona como um reservatorio mineral, de modo a manter o equilibrio de eletrélitos no

corpo [4].

O tecido 6sseo é constituido por trés tipos de células, que interatuam para permitir a re-
modelacao dssea, 0s osteoblastos, 0s osteoclastos e 0s ostedcitos. Os osteoblastos séo as células
usadas nos testes de biocompatibilidade, sdo células com alguma polaridade, localizadas na su-
perficie do osso, que atuam durante o desenvolvimento ou reparagéo 6ssea. A sua funcéo prin-
cipal é a formacéo e organizagdo da matriz extracelular dssea e, consequentemente, a sua mine-
ralizacdo. Os osteoclastos sdo células que derivam do sistema hematopoético e que fazem a re-
absorcdo da matriz dssea e 0s ostedcitos derivam de células mesenquimatosas, 0s osteoblastos,

que se fixam, de forma latente, nas lacunas da matriz extracelular apds atingirem a maturidade

[4].
1.2. Biomaterial

Desde a preé-historia que o corpo humano tolera implantes, no entanto, de forma néo pro-
positada. Assim, a aplicacdo dos biomateriais, como se conhece atualmente, iniciou-se no inicio
da década de 1960 e, a partir dai, varias melhorias foram registadas em areas como a Medicina,

Odontologia e Biomédica [5].

Por defini¢do, considera-se que um biomaterial corresponde a qualquer tipo de material
ou combinacdo de materiais, de origem natural ou sintética, que ndo sejam drogas ou farmacos,

destinado a contactar com sistemas biologicos para avaliar, tratar, aumentar ou substituir qual-



quer tecido, 6rgdo ou funcdo do organismo [6]. Podem, também, associar-se a implantes tempo-
rarios ou permanentes de dispositivos médicos no corpo humano, que se diferenciam pelas suas
propriedades mecanicas, quimicas, fisicas e biolégicas [7]. No entanto, a aplicacdo de biomate-
riais deve salvaguardar a manutencao das suas propriedades e caracteristicas estruturais enquan-
to, simultaneamente, substitui a funcdo para a qual foi criado. Deve possuir resisténcia mecénica
adequada, ser esterilizavel, permitir uma boa adesdo celular & sua superficie e ndo apresentar

caracteristicas oncogeénicas [6].

As respostas bioldgicas do organismo dependem do tipo de materiais utilizados nos di-
versos implantes, ja que se podem classificar em bioabsorviveis, bioinertes, biotoleraveis e bi-
oativos [8]. Os materiais bioabsorviveis degradam-se quando inseridos no corpo humano; 0s
bioinertes ndo formam ligacGes bioquimicas interfaciais com os tecidos em contacto, 0 que ndo
suscita resposta local com o sistema imunolégico, como o caso da alumina, do carbono, da zir-
conia e do titanio; os biotoleraveis sdo suportados pelo organismo, provocando uma resposta
minima, € o caso dos agos inoxidaveis e, por fim, os materiais bioativos que originam uma res-
posta bioldgica especifica que se traduz numa interagdo quimica entre a superficie do implante e

o tecido. Sdo exemplos de materiais bioativos a HAp e os biovidros [8], [9].

O objetivo da engenharia é possibilitar a integracéo entre o implante/prétese e o tecido
0sseo, para que ocorra uma funcionalidade conjunta de ambos os sistemas. Portanto, de forma a
criar novos materiais e alcangar propriedades superficiais que ndo se verificam naturalmente,
criaram-se 0s revestimentos. O biovidro e a HAp séo as duas ceramicas bioativas mais utiliza-
das em implantes para reparacdo de tecidos duros e associam-se em varias aplicagdes clinicas,
incluindo implantes dentarios, reconstrucdo ossicular em cirurgia otorrinolaringoldgica, restau-

racdo Gssea em cirurgia maxilofacial e proteses de vertebras em cirurgias espinhais [10].

As experiéncias com 0s novos materiais s&o normalmente efetuadas in vitro e correspon-
dem a reproducdo, em laboratério, das condicGes do ambiente bioldgico o mais idénticas possi-
vel a realidade, para que se compreendam os resultados da interacdo do organismo com o mate-

rial, colocando maior énfase na interface tecido-meio [7].

Nos revestimentos, o filme fino corresponde ao componente que é depositado sobre um

outro, designado por substrato.
1.2.1. Liga de titénio — Ti-6Al-4V

O titanio possui uma elevada resisténcia mecanica, isto €, elevada resisténcia a corrosdo

aliada a uma resposta bioldgica favoravel, tornando-se, atualmente, 0 metal mais usado como



biomaterial em aplicacfes biomédicas, assim como a liga de titanio (Ti), aluminio (Al) e vana-
dio (V) (Ti-6Al-4V) [8].

O substrato usado neste estudo foi a liga Ti-6Al-4V devido as suas excelentes proprieda-
des mecanicas. Esta caracteristica deve-se a formacéo de duas fases, a e B, a temperatura ambi-
ente, ao contrario do que ocorre com o titdnio comercialmente puro. A melhoria das proprieda-
des é devida ao facto do Al ser um estabilizador da fase alfa, aumentando a resisténcia e dimi-
nuindo o peso da liga, e 0 VV um estabilizador da fase beta [11].

A concentracdo de Al e V é relativamente pequena para a liga em estudo mas as mudan-
cas sdo consideraveis. Apresenta o dobro da resisténcia a tracdo e dureza, melhorias do limite de
escoamento, dureza, microestrutura, padrdo de fratura e alongamento. Contudo, 0 médulo de
elasticidade permanece quase inalterado em relacéo ao titanio comercialmente puro [11]. Estas
caracteristicas fazem da Ti-6Al-4V, a liga o e B mais investigada atualmente, que é também a
mais indicada para a producdo de dispositivos protéticos onde é necessaria alta resisténcia, em

substituicdo ao titanio comercialmente puro [11].
1.2.2. Hidroxiapatite — Material bioceramico

Os materiais bioceramicos sdo ceramicos biocompativeis, pelo facto de conterem ides
coincidentes com os existentes no meio fisiologico e por conterem ides com toxicidade limitada
para os tecidos. Estes materiais caracterizam-se como compostos policristalinos refratarios, que

podem conter compostos metélicos, como é o caso dos fosfatos de célcio [4].

Um dos bioceramicos usados, neste trabalho, é a hidroxiapatite. A sua composi¢ao qui-
mica representa 30-70% da massa dos 0ssos e dentes, 0 que concede um alto grau de biocompa-
tibilidade e rigidez aos bioceramicos a base de calcio [8], [12]. Assim, a hidroxiapatite sintética
é um fosfato de célcio utilizado em implantes para substituicdo do 0sso, porque é um material
biocompativel e bioativo, além de possuir elevada probabilidade de ser biodegradavel e osteoin-
tegravel [12].

A sua composi¢do molecular é representada por Caio(PO4)s(OH),, 0 coeficiente Ca/P é de
1,67 e a estrutura da molécula esté representada na figura 1.1, onde os ides fosfato e ides hidro-
xido rodeiam os ides de calcio [8], [9], [12]. A estrutura cristalina é hexagonal por ser a mais
estavel a nivel termodindmico entre 0s varios tipos de fosfato de calcio e apresenta como para-
metros de rede a=b=9,4210A e ¢=6,8970A [9].



Figura 1.1: Estrutura molecular da hidroxiapatite: célula unitaria (a) e ao longo do eixo c (b) [12].

Existem vérios fatores que condicionam o comportamento da molécula in vivo, sdo eles o
coeficiente Ca/P, a estrutura cristalogréafica, cristalinidade, porosidade e o ambiente fisiolégico
[12]. Alguns desequilibrios na relagdo Ca/P podem conduzir a estagios diferentes que afetam o
comportamento entre o implante e o tecido bioldgico, se a relagdo for menor que 1,67 pode apa-
recer o alfa ou beta-fosfato tricélcico, se for maior, 0 6xido de célcio pode apresentar-se em
conjunto com HAp [9]. Ainda assim, ndo é invulgar existir HAp ndo estequiométricas porque a

natureza fisica deste material permite a alteracdo da sua estrutura [12].

A HAp quando sintetizada a altas temperaturas apresenta boa cristalinidade e cristais
grandes, que esta inerente a reabsorcdo mais lenta e, consequentemente, uma osteointegracdo
mais lenta. A baixas temperaturas continua a verificar-se uma boa cristalinidade, no entanto, os
cristais apresentam um tamanho inferior, logo a reabsor¢do é mais rapida, 0 que evita uma res-
posta inflamatdria consideravel. E através da sintetizagdo a baixa temperatura que se obtém a

HAp com propriedades semelhantes as do tecido 6sseo [12].

O estudo da piezoeletricidade na HAp permite entender a sua bioatividade. Um material
exibe efeito piezoelétrico quando sujeito a uma for¢a mecénica e este fendmeno observa-se em

materiais cristalinos que ndo possuem centro de simetria (para a inversao) [13].

Existem muitas vantagens no uso deste material em implantes, entre as quais: alta ativi-
dade e biocompatibilidade com tecidos moles e duros, baixa degradacgéo, rapidez na adesdo os-
so/implante, boa osteocondutividade (uma vez que os osteoblastos sdo capazes de se ligar, cres-
cer e diferenciar), bioatividade (levando ao crescimento dsseo e a osteointegracao), ndo tdxico,
caracteristicas mecénicas semelhantes as do tecido 6sseo, adsor¢do de biomoléculas, resisténcia
a compressdo, rigidez, conducdo minima de calor e alta resisténcia ao desgaste [8], [10], [12].



A utilizacdo de materiais bioceramicos para revestimento de metais e/ou das suas ligas
tem aumentado muito nos ultimos anos, ja que através da combinagdo de ambas as caracteristi-
cas é possivel obter um bom revestimento, isto é, com altas propriedades mecénicas e de osteoi-

ntegragao [12].
1.2.3. Titanato de bario — Material ceramico piezoelétrico

Os materiais ceramicos piezoelétricos para efeitos de implantacdo dssea, tém-se focado
essencialmente em materiais que possuem titanato de bario (BaTiOs) na sua constituicdo. Co-
nhecido como um ceramico ferroelétrico a temperaturas inferiores a 120°C, os seus ides orien-
tam-se em conformidade com um campo elétrico externo suficientemente forte que lhe seja
aplicado, permanecendo estes alinhados consoante o seu sinal de carga ap6s a remogédo do

mesmo [14].

Os 6xidos metéalicos do tipo perovskita, com estrutura ABO3, possuem estrutura cubica de
face centrada definida pelos ides A% e O, O 4&tomo B ocupa o centro do instersticio octaédrico
definido pelos iGes 6xido [15].

Quando A possui um grande raio iénico, como é o caso do bario, os 6xidos apresentam
propriedades ferroelétricas devido ao grande momento de dipolo elétrico da estrutura [15]. A
forma ferroelétrica (tetragonal), de interesse para aplicaces, € estavel entre 5 e 120°C. Acima
de 120°C, temperatura de Curie (T¢), as vibracGes da rede na estrutura BaTiOs, promovem 0
deslocamento aleatério do ido Ti* em torno da sua posicao central, que ndo resulta em assime-
tria ou polarizacdo. Esse comportamento caracteriza a estrutura cubica, que € paraelétrica e ndo
apresenta um dipolo elétrico, pelo que ndo é ferroelétrica nem piezoelétrica. Contudo, abaixo de
120°C, o ido Ti** e o arranjo octaédrico de ides O deslocam-se assimetricamente, associado a
uma polarizagéo espontanea que causa uma concentragdo de cargas positivas/negativas em posi-
cOes opostas do cristal, formando-se um dipolo elétrico. Neste tipo de estrutura, o ido central
Ti*" pode encontrar-se em duas posi¢Ges distintas, sem que nenhuma delas seja o centro da célu-
la unitéria, o que faz com que os centroides de cargas positivas ndo coincidam com o das cargas

negativas, como se mostra na figura 1.2 [14]-[16].
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Figura 1.2: Representacao esquematica do BaTiOs na sua fase cibica acima da temperatura de
Curie e na forma tetragonal abaixo da temperatura de Curie [16].

O BaTiO3; também possui propriedades piezoelétricas, ou seja, € capaz de desenvolver
uma diferenga de potencial quando submetido a tenses de compressdo ou expansdo. Além da
dependéncia com a temperatura, campo elétrico e tensdo mecanica, as suas propriedades elétri-
cas também dependem do tamanho de particula. A diminui¢do da constante dielétrica e a ines-
perada estabilizacdo da fase paraelétrica, a temperatura ambiente, em pequenas particulas é co-

nhecida como efeito de tamanho [17].

Os nanop6s de BaTiOs de estrutura clbica que foram utilizados neste trabalho apresen-
tam sempre estrutura cibica e ndo possuem momento dipolar, enquanto os microp6s de estrutu-
ra tetragonal formam um dipolo elétrico. Os pds que possuem menores dimensdes (nanopos)
influenciam a T, que passa a ser a temperatura ambiente (27°C) tornando inviavel, em termos

bioldgicos, a sua polarizagdo [18].

1.2.4. Biovidro 45S5

Na década de 60 foram descobertas algumas composi¢des de vidro com excelentes carac-

teristicas de biocompatibilidade, bioatividade e propriedades mecénicas, para aplicagdo in vivo

(5], [10].

Assim, a primeira composic¢do de biovidro, 45S5 Bioglass (BG), foi descoberta, ha 40
anos, por Larry Hench, tornando a utilizagdo de biovidro um outro reforgo & HAp, utilizados
principalmente no revestimento de implantes [10]. O biovidro € altamente bioativo por corres-
ponder a um conjunto de composic¢des de vidros baseados no sistema Na,O-CaO-P,0s-SiO,, e a
melhoria nas propriedades mecanicas esta relacionada com a reducdo de porosidade, que depen-

de da temperatura de sintetizacdo e da quantidade acrescentada de vidro [9].



Pelo facto de os vidros bioativos apresentarem na sua composicao silicio, calcio e fésforo
em contacto com o tecido 6sseo, ndo se geram respostas imunologicas ou fibroses na interface
entre os dois sistemas. As particulas de silicio também favorecem o crescimento ésseo, uma vez

que atuam sobre os genes que controlam a osteogénese e a formacao de fatores de crescimento

[5].

No campo da cirurgia ortopédica, o biovidro é normalmente usado como enxerto 0ssseo,
em locais ndo sujeitos a cargas mecanicas. Além das suas caracteristicas anti-inflamatorias e

anti-microbianas, é um osteoestimulante e osteocondutor [10].
1.2.5. Efeito piezoelétrico

A piezoeletricidade consiste na acumulacdo de carga elétrica resultante da resposta a apli-
cacdo de uma forga mecénica sobre o material (efeito direto) ou vice-versa (efeito inverso). Os
materiais piezoelétricos podem ser alvo de alguma deformacgdo quando sujeitos a acgdo de um
campo elétrico e, portanto, o efeito piezoelétrico é reversivel [19]. Dado que € uma propriedade
do osso, tem sido estudada para a HAp com o intuito de compreender as suas caracteristicas

bioativas.

Atualmente sabe-se que a HAp possui uma fraca capacidade osteogénica quando compa-
rada com a apresentada pelo tecido 6sseo. Apds a sua implantacdo, a HAp sintética pode levar
semanas para comegar o processo de mineralizacdo do tecido 6sseo e, como consequéncia disso,
podem surgir lesbes. Existe, portanto, um interesse em desenvolver novos materiais ceramicos
de HAp que estimulem o crescimento do novo 0sso a uma taxa mais acelerada e, consequente,

recuperacao mais rapida do paciente [20].

Estudos efetuados por correntes termicamente estimuladas revelaram que a polarizagéo
da HAp origina a reorientacdo dos momentos dipolares existentes entre os ides O* e H*da rede
de ides OH13] O estudo da polarizacdo demonstrou que a HAp, uma vez polarizada, mantem a
densidade de corrente praticamente inalterada durante um longo periodo de tempo, dado o lento
processo de relaxacdo deste biocerdmico a temperatura biolégica além de que promove um au-
mento no crescimento 6sseo nas superficies de HAp carregadas, independentemente da polari-

dade da carga [3].

Assim, se por um lado a HAp é capaz de produzir e de reter uma carga superficial apos
polarizagdo, os materiais piezoelétricos sdo capazes de produzir/reter um campo elétrico quando
sujeitos a polarizacdo externa. Devido a estas caracteristicas, este tipo de material é susceptivel

de ser utilizado para mimetizar o comportamento do 0sso, uma vez que possui caracteristicas



piezoelétricas. A propriedade piezoelétrica do BaTiOz; advém da formacdo de um dipolo elétrico

devido a uma distribuicéo assimétrica das cargas elétricas [14].

Portanto, um dos estudos deste trabalho é focado na tentativa de aliar as propriedades pi-
ezoelétricas da HAp as do BaTiOs num revestimento Unico, que podera trazer melhorias da ca-
pacidade osteogénica do implante.

1.3. Precipitacdo de cristais apatiticos na superficie dos revestimentos,

Imersos em solugdes simuladoras do fluido corporal

O requisito essencial para que um biomaterial se ligue ao 0sso vivo consiste na possibili-
dade que apresenta para formar, a sua superficie, apatites semelhantes ao 0sso [13]. A explora-
c¢ao do uso de solucBes que simulam o fluido corporal para o estudo da bioactividade tem sido
feita desde a década de 1980, com o objetivo de simular condigdes in vivo em ambientes in vi-
tro. Através destas solucOes torna-se possivel prever a formagdo de apatites que ocorrem em

processos in vivo e, consequentemente, a bioatividade 6ssea de um determinado material [21].

Quando um dado material é imerso em solugdes idénticas ao plasma sanguineo, inicia o
seu processo de dissolugdo, promovendo a precipitagdo de cristais apatiticos na sua superficie.
Para a realizagdo dos testes foi preparada uma solucdo simuladora de fluido corporal (SBF -
Simulated Body Fluid) de 1,5x. Na tabela 1.1 encontram-se as concentracdes, em mM, dos iGes
presentes no plasma sanguineo e na solu¢do SBF de 1,0x, utilizada para os testes de bioativida-
de realizados no presente trabalho de investigag&o.

Tabela 1.1: Concentragdes idnicas, em mM, da solu¢do SBF e do plasma sanguineo humano [Adapt.
de [22]]

Na* K* Ca* Mg* CI' HCO* HPOs# SO

SBF (mM) 1420 50 25 15 1250 27,0 1,0 0,5

MENQERERLUI R (Y ) 1420 50 25 15 1030 27,0 1,0 0,5

1.4. Biocompatibilidade - Ensaios de cultura celular

Os testes de biocompatibilidade podem ser realizados in vivo, em animais, ou in vitro, por
meio de culturas celulares. A tentativa de reduzir ao maximo a experimentacdo em animais, le-

vou a um grande avanco nas técnicas de cultura celular.



Os testes de citotoxicidade in vitro devem ser realizados inicialmente para avaliar 0s ma-
teriais e identificar aqueles que apresentam comportamento citotoxico. Desta maneira, € possi-

vel selecionar apenas os materiais mais adequados para a aplicagéo in vivo.

Na avaliagdo da biocompatibilidade dos materiais in vitro utilizam-se células de um teci-
do humano ou animal [23]. Algumas das vantagens dos testes in vitro sdo o controlo das condi-
cOes ambientais fisico-quimicas e fisioldgicas, bem como o estudo da morfologia e metabolis-

mo celular, a baixo custo, comparativamente com os testes in vivo.



10



2. Técnicas de producéo de revestimentos

Para melhorar a resposta dos tecidos, novas técnicas de revestimento tém vindo a ser in-
vestigadas, visando a otimizacdo das propriedades do revestimento, reduzindo o atrito entre as

camadas e melhorando a adesdo do filme ao substrato.

A disparidade na estrutura, elasticidade e coeficiente de expanséo do substrato e do filme,
tornam a fraca adesdo um dos problemas no uso de revestimentos a base de HAp [12]. Os tipos
de metais que se destacam como substrato, para revestimentos a base de hidroxiapatite, sdo o
titnio e as suas ligas (Ti-6Al-4V) [8], [24]. O uso de um destes metais como substrato, permite
aliar a biocompatibilidade a resisténcia mecénica e tenacidade a fratura dos metais, o que possi-
bilita uma estabilizacdo mais rapida do implante no tecido 6sseo hospedeiro e aumento da sua
vida funcional [24].

Existem diversas técnicas para revestir os metais a base de hidroxiapatite, as mais conhe-
cidas sdo Plasma Spray, HVOF (High velocity oxy-fuel), Deposi¢do Eletroforética (“Elec-
trophoretic Deposition” - EPD), Sputtering, Prensagem Isostatica Quente, Spray Térmico, Re-
vestimento por Imersdo (Dip coating), Deposi¢do por Laser Pulsado (“Pulsed Laser Depositi-
on” - PLD), Sol-Gel e Deposic¢do Assistida por Feixe de Ides (“lon Beam-Assisted Deposition” -
IBAD) [12], [24], [25]. No entanto, a escolha da técnica deve ter em consideracao as alterages
na composi¢do e nas propriedades do revestimento, durante o processamento, para perceber o

seu comportamento in vivo [24].

Actualmente, a técnica mais utilizada para a deposicdo de filmes em implantes é a de
Plasma Spray, uma vez que possui alta taxa de deposicao [12], [25]. Contudo, uma técnica re-
cente e bastante promissora para a producéo de revestimentos - CoBlast™- cria revestimentos a
base de HAp sobre substratos de Titdnio com excelente osteocondutividade in vitro e osseointe-

gracdo in vivo [10].
2.1. Plasma Spray

O método de Plasma Spray, representado na figura 2.1, usa um arco dielétrico como fon-
te de calor e resulta de uma rutura dielétrica de um gés, produzindo uma descarga de plasma
[12]. O plasma, eletricamente neutro, é composto por eletrfes, i6es positivos e negativos na

mesma proporcao, além de, radicais livres e fotdes com uma grande variacdo de energia [26]. A
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descarga de plasma ocorre no espaco preenchido pelo gas (argon e azoto), que atinge altas tem-
peraturas pela passagem de corrente através do plasma. A elevacdo de temperatura provoca a
dissociacdo de moléculas e atomos, a ionizagdo do gés e a chama de gas que se forma é capaz
de fundir ou vaporizar praticamente qualquer substancia [12], [26]

Injecio de pd _

Revestimento

Gas Plasma

Catodo T T T R

Fluxo de particulas fundidas

Figura 2.1: Esquema representativo do processo de Plasma Spray. (Adapt. [27])

No entanto, o processo é realizado a temperaturas bastante elevadas o que, consequente-
mente, induz a um aumento significativo dos gastos energéticos e, para o qual, S80 necessarios
equipamentos especificos e instalacfes apropriadas com um custo associado elevado. Por outro
lado, investigacBes j& provaram que este método induz a uma fraca aderéncia entre revestimento

e revestimento-substrato [28]. Sendo, por isto, uma técnica que possui alguns problemas.
2.2. CoBlast™

O processo CoBlast™ é uma técnica recente de producdo de revestimentos e foi desen-
volvido pela EnBIO em 2011. Permite obter filmes & temperatura ambiente e, portanto, é um
processo denominado ndo-térmico. Assim, esta caracteristica vem colmatar os problemas asso-

ciados ao método de processamento mais utilizado — Plasma Spray.

Neste método, como se mostra no esquema da figura 2.2, os materiais (componentes+pd
abrasivo) que se pretendem depositar para formar os revestimentos sdo bombardeados de forma

continua para o substrato através de um Gnico nozzle.
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Figura 2.2: Esquema representativo do processo single-nozzle de CoBlast™. (Adapt. [29])

O po6 abrasivo elimina os Oxidos a superficie do metal, tornando-a mais reactiva, permi-
tindo que as particulas do revestimento adiram rapidamente ao substrato e de forma coesa. Para
que o revestimento tenha uma elevada taxa de cobertura, sem contaminacfes, 0 po abrasivo
também deve ser inerte, para que nao se estabelecam liga¢fes quimicas com o substrato. Os pa-
rametros de controlo da técnica sdo o tamanho da particula, o angulo do nozzle e a altura a que
se encontram do substrato, a presséo e a direc¢do impostas no bombardeamento de particulas.
Apds revestimento, os substratos sdo limpos através de jactos de ar, para que sejam removidas

as particulas remanescentes ndo aderidas a amostra [29].
2.3. Comparacdo entre técnicas: Plasma Spray e CoBlast™

Actualmente temos disponiveis diversos métodos de revestimento, no entanto, o presente
trabalho possui o foco no desenvolvimento de revestimentos a base de HAp segundo o processo
de CoBlast™.

As vantagens do processo CoBlast™ em relagdo ao Plasma Spray sdo as ligagdes quimi-
cas mais fortes entre o revestimento e substrato-revestimento, superficie com poros de tamanhos
definidos e uniformes e baixa temperatura no processo, uma vez que minimiza a formacao de
fases apatiticas de fosfato de calcio amorfo (ACP) e fosfato tricalcico B (B-TCP). [14], [16]-[19]
Por outro lado, os revestimentos produzidos a elevadas temperaturas retém niveis significativos
de abrasivo no seu interior, resultante do pré-processamento que introduz rugosidade na superfi-
cie da amostra, o que confere mais uma vantagem ao processo CoBlast™, que é realizado a

temperatura ambiente [31].

Uma caracteristica significativa para revestimentos de espessura reduzida por CoBlast™ é

a auséncia de fissuras dentro do revestimento, em compara¢do com a deposi¢do por Plasma
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Spray [31]. Assim, a combinacdo da reducdo de fissuras com a conservacgdo de cristalinidade da
HAp original, vai levar a taxas reduzidas de dissolucdo do revestimento in vivo, que atribui mais

uma vantagem para a sua aplicacdo em implantes [31].

Portanto, pode concluir-se que a técnica CoBlast™ exibe elevada capacidade para deposi-
cOes a base de HAp em implantes médicos, sem afetar a cristalinidade ou as propriedades me-
canicas do substrato, preservando ou melhorando a resposta celular relativamente ao Plasma
Spray [31]. Além de proporcionar mais oportunidades de producdo de revestimentos a base de
HAp, para dispositivos pequenos e sensiveis a temperatura [31].
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3. Técnicas de caracterizacao das amostras

3.1. Técnicas de caracterizacao fisico-quimica e estrutural

3.1.1. Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X (XRF)

A anélie XRF (X-ray Fluorescence) é uma técnica que permite fazer a analise qualitativa
assim como estabelecer a propor¢cdo em que cada elemento se encontra presente na amostra.
Esta analise baseia-se no facto de que os elementos quimicos emitem radiagOes caracteristicas
quando submetidos a uma excitacdo adequada. A emissdo de espectros de linha caracteristica
pode ser induzida pelo impacto de particulas aceleradas e de radiagdes de alta energia a partir de
um tubo de raios-X ou de uma fonte radioativa. Quando um atomo no estado fundamental fica
sob a accdo de uma descarga de raios-X, ele absorve esta energia, promovendo eletrGes a niveis
mais energéticos que se encontram num estado excitado. O 4&tomo excitado tende a voltar ao seu
estado fundamental, ocorrendo uma emissdo de energia que é caracteristica especifica de cada

elemento quimico, permitindo a sua identificacdo e quantificagdo [32].
3.1.2. Difragéo de Raios-X (DRX)

A andlise DRX (X-ray Difraction) é uma técnica de caracterizacdo estrutural, ndo destru-
tiva, utilizada para caracterizar as fases cristalograficas dos filmes depositados e determinar a
composicdo quimica e propriedades fisicas do material constituinte do revestimento. Sabe-se
que o material pode ser cristalino (arranjo periédico dos ides, &tomos ou moléculas) ou amorfo

(arranjo ndo periddico dos iGes, &tomos ou moléculas) [5], [12], [13], [33].

O seu principio é descrito como um feixe de raios-X que incide sobre a amostra, ao pene-
trar na rede cristalina interage com os eletrdes e é difratado. Quando ocorre a colisdo do feixe de
raio-X com o sélido cristalino, como os comprimentos de onda dos raios-X sdo aproximada-
mente iguais as distancias interplanares dos sélidos cristalinos, produzem-se picos de radiacao
de diferentes intensidades. Ou seja, ha uma detecdo dos feixes difratados e um processamento
dos respetivos angulos, 0 que permite obter um desenho da rede e da estrutura cristalina produ-
zida [12], [13].

A relacdo entre a distancia que separa as camadas de atomos, o comprimento de onda ra-

diacdo X incidente e o angulo de difragdo ficou conhecida pela Lei de Bragg — nA=2dsend, n é
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normalmente 1 (difracdo de primeira ordem), 1 é o comprimento de onda dos raios-X, d a dis-
tancia entre os planos cristalogréaficos e 6 o angulo que o raio incidente faz com os planos de
reflexdo. Cada substancia cristalina possui caracteristicas especificas e Unicas, é o caso dos pla-
nos de difracdo, das distancias interplanares, das densidades dos 4&tomos ao longo de cada plano
e do padréo de difracéo gerado [4], [13].

Assim, com este estudo, é possivel detetar transformacoes de fase e identificar através da
posicéo, intensidade e forma do pico de difracdo a estrutura do revestimento [5], [12].

3.1.3. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A andlise de FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) € um método de caracteri-
zagdo quimica que tem como objetivo o reconhecimento de grupos funcionais presentes numa
amostra e, consequentemente, de compostos quimicos organicos ou inorganicos em qualquer
um dos estados fisicos da matéria, além de quantificar componentes de misturas desconhecidas
[5], [13]. Desta técnica, resultam espectros caracteristicas de cada composto, que permitem co-
nhecer a composicdo da amostra por comparacao com espectros de referéncia ou através de li-

gacdes presentes [4], [5].

No seu principio fisico, a radiacdo infravermelha atinge a amostra e a energia absorvida
provoca uma alteracdo nos estados vibracionais das ligagdes covalentes entre os 4tomos ou mo-
léculas, j& que podem efetuar movimentos de translagdo, rotacdo e vibracdo molecular e cada
tipo de ligacdo covalente absorve uma frequéncia caracteristica de radiacdo infravermelha [5],
[13].

Logo, “a aquisicao do espectro de FTIR pode ser feita no modo de transmisséo, detetando
a irradiancia que atravessa a amostra, ou no modo de absorcdo, medindo a irradiancia absorvida
pela amostra. Efetuando um varrimento em frequéncia da radiacdo eletromagnética, obtém-se
um espectro de transmissao, ou absor¢éo, que evidencia as zonas de absor¢do dos grupos funci-

onais na forma de picos ascendentes, ou invertidos, respetivamente” [4], [13].
3.2. Técnicas de caracterizacdo morfolégica

3.2.1. Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM)

A técnica de SEM (scanning electron microscopy) permite caracterizar a morfologia e a

topografia da superficie da amostra a analisar [12], [33]. O microscopio de varrimento é consti-
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tuido por uma cdmara em vacuo, um tubo onde ocorre a aceleracdo dos eletrdes e por dois dete-

tores de eletrdes, os eletrdes secundarios e os retrodifundidos [12].

Associada ao SEM, existe uma ferramenta de anélise EDS (Energy Dispersive X-Ray
analyse) que possibilita a visualizacdo de imagens tridimensionais da amostra e a determinacéo

da composicdo quimica elementar de uma area definida na sua superficie [4], [33].

O seu principio de funcionamento baseia-se na incidéncia de um feixe de eletrfes acele-
rados num ponto da superficie da amostra-alvo e a posterior recolha dos sinais eletrénicos emi-
tidos pela mesma. Estas amostras sdo percorridas pelo feixe de eletrdes acelerado, que possui
uma tensdo que varia entre 0 e 40 kV, o qual é focado finamente por um sistema de lentes ele-
tromagnéticas. Desta interacdo, ocorre a emissao de diversos tipos de radiacao e eletrées, como
eletrbes secundarios, eletrBes retrodifundidos, eletrbes de Auger, raio-X caracteristicos, além de
fotbes de varias energias. Este conjunto de sinais é captado por detetores especificos que con-
vertem 0s sinais em sinais elétricos, com diferentes intensidades. Dos eletrbes gerados, 0s
eletrdes secundarios contribuem para a formagdo da imagem detalhada da topografia da amos-
tra, enquanto a detecdo dos eletrdes retrodifundidos, através da ferramenta de anélise EDS, é
usada para determinar a diferenga entre os elementos que constituem a amostra, além de permi-
tir a observacéo clara da sua rugosidade, devido ao efeito de sombra. Tornando-se, por isto, 0s
eletrdes mais relevantes na formacéo de imagem, uma vez que interagem na zona superficial da
amostra [4], [5], [12], [33].

No caso de amostras com materiais isolantes elétricos, como ceramicos ou polimeros, é
necessario cobrir a amostra com finas peliculas de metal (altamente condutor), porque as liga-
¢Oes entre eletrfes sdo fracas, para que exista uma melhor emissdo em amostras de natureza

ndo-metalica [4].

Assim, esta técnica é necessaria neste trabalho porque através da analise simultanea dos
sinais recolhidos pelos detetores é possivel caracterizar cada ponto da amostra em termos de
topografia, nimero atémico, propriedades cristalinas, composi¢do quimica elementar, campos

magnéticos e orientacgdo cristalina local da amostra [33].
3.2.2. Avaliagéo da rugosidade

O LSM 700 (laser scanning microscope) é um sistema de microscopia de luz que usa luz
laser através de um feixe confocal, de modo a capturar sec¢des Opticas definidas do material da
amostra e a combina-las para construir uma imagem tridimensional. O principio basico da mi-

croscopia confocal baseia-se no uso de filtragem espacial para gerar um ponto focado de ilumi-
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nacdo combinado com um pequeno orificio, chamado pinhole, capaz de separar a luz provenien-
te do ponto focado e eliminar a luz emitida por pontos fora de foco. Estes sinais gerados com a
juda de tubos fotomultiplicadores sdo processados por um computador e, assim, imagens bidi-
mensionais precisas podem ser construidas. A obtengdo de imagens sucessivas de diferentes
planos da mesma amostra possibilita também a constru¢do de imagens tridimensionais [34].
Neste trabalho, esta tecnica é realizada de forma a avaliar os parametros de rugosidade associa-
dos a cada tipo de amostra.

3.3. Técnicas de caracterizacao eléetrica

3.3.1. Correntes de Descarga Termicamente Estimuladas (TSDC)

A técnica de corrente de despolarizagdo termicamente estimulada (thermally stimulated
discharge currents) é utilizada para estudar as propriedades e caracteristicas elétricas dos mate-
riais isolantes [4]. Utiliza a mobilidade molecular como sonda de medicéo e, por isso, é particu-

larmente adequada para materiais de caracter polar [4], [13], [35].

‘Temperatura Campo Elétrico
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Figura 3.1: Representacéo do procedimento para aquisicdo de um espectro
por TSDC [13].

De acordo com a figura 3.1, na aplicacdo do método, polariza-se a amostra de forma uni-
forme com a aplicacdo de um campo elétrico com intensidades entre 10-10* kV/m, E, a uma
temperatura constante, Tp, durante um periodo de tempo, t,, suficientemente grande para permi-
tir a orientagdo das unidades moveis do material sob a acdo do campo elétrico DC. Devido a
uma queda abrupta da temperatura, To, mantendo o campo elétrico aplicado, a configuracdo de
polarizacdo é congelada, para que a mobilidade das moléculas se considere nula. A esta tempe-

ratura o campo é desligado e a amostra é curto-circuitada durante um periodo de tempo, to, para
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gue se possa eliminar a carga espacial de rapida relaxacao e estabilizar a amostra a esta tempe-
ratura. Por fim, durante o aumento linear de temperatura, volta a estabelecer-se o equilibrio, ge-
rando uma corrente de despolarizagdo, lq4, que é registada com um eletrdmetro de alta sensibili-

dade, em funcéo da temperatura [4], [13], [35].
3.3.2. Potencial de superficie por descarga de corona

Este processo de polarizacdo é, fundamentalmente, uma descarga elétrica auto-
sustentavel e ndo-disruptiva que se manifesta quando ocorre uma diferenca de potencial sufici-
entemente alta entre elétrodos assimétricos, isto €, um fio fino ou um ponto (emissor) e uma
placa ou cilindro (recetor). Quando um campo elétrico forte se aproxima do emissor, o ar, que
funciona como isolante, € ionizado e os ides resultantes sdo direcionados para o elétrodo rece-

tor, que possui um campo elétrico fraco [36].

O limiar para que ocorra descarga de corona depende dos eletrdes disponiveis para de-
sencadear uma avalanche, responsavel pela ionizacao do gas, ja que, aquando do impacto, trans-
ferem toda a sua energia adquirida do campo elétrico para as moléculas de gas [36].

Podem ser definidos diferentes regimes, de acordo com a tensdo aplicada, para a descarga
de corona. Assim que se atinge um limiar, gera-se uma avalanche de eletrdes e ides, o qual se
denomina por regime de auto-estabilizacdo. Ao aumentar a tensdo de corona, se a tensdo é posi-
tiva transforma-se numa descarga continua incandescente (continuous glow discharge), ao passo
que, se a tensdo for negativa atinge o regime de pulsos de Trichel [36]. Para tensdes de corona
altas, a tensdo negativa também se transforma em ‘continuous glow discharge’, enquanto para
tensBes muito elevadas se formam ‘streamers’ tanto para as tensfes positivas como negativas,

até ocorrer rotura dielétrica [36].

Depois da polarizacéo por descarga de corona, a ndo uniformidade da carga de corona e o
seu rapido decaimento com o tempo, em condi¢des normais de funcionamento, s&o dois dos in-
convenientes das tecnologias existentes. Por isso, a medicdo do potencial de superficie, medido
usando uma sonda capacitiva acoplada a um voltimetro eletrostatico, torna-se importante para se
avaliar a eficiéncia do processo de corona, se otimizar o condicionamento térmico das amostras
e para se aferir o efeito das condigdes ambientais sobre a eficiéncia do processo de descarga por

corona [37].
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4. Materiais e Métodos

4.1. Materiais

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas placas de liga de titanio (Ti-6Al-
4V) Grade 5 ASTM B265 de 15 x 15 x 2 mm com corte a jacto de agua, pela empresa Jacquet
Portugal, microp6s de hidroxiapatite de origem comercial, produzida pela empresa Altakitin,
abrasivo corindon F20 para as amostras produzidas por Plasma Spray e o abrasivo corindon
F120 para as amostras produzidas por CoBlast™, isto ¢, 6xido de aluminio fundido ou Alumina

(Al;O3), da empresa Blasgem.

Houve a necessidade de produzir novos revestimentos para as placas de Ti-6Al-4V, cons-
tituidos pelos mesmos materiais enumerados no paragrafo anterior e, aos quais, se juntou uma
ceramica piezoelétrica, titanato de bario (BaTiOs), produzida pela empresa Sigma-Aldrich. Fo-
ram produzidos dois revestimentos com 80%/20% (m/m) de HAp/BaTiOs; de estrutura cristalina
diferente, o primeiro de nanopés de estrutura cubica e o segundo de micropds de estrutura tetra-

gonal.

Também se utilizou Bioglass 45S5 (BG, com base em Na;0O-CaO-P,0s-Si0O,), que foi
produzido pelo método sol-gel com os precursores SiCgHz004, CesHi504.P, NaNOs; e
Ca(NO3)2.4H20 em solucdo de HNOs. As amostras revestidas com 80%/20% e 65%/35% (m/m)
de HAp/BG por CoBlast™ foram produzidas anteriormente [38]. Durante a realizagio dos en-
saios, 0 numero de amostras ao qual se teve acesso foi bastante reduzido e, por este motivo,

apresentam-se menos resultados comparativamente com todos 0s outros tipos de revestimento.

4.2. Métodos

4.2.1. Producao de revestimentos

Os processos de revestimento foram efetuados na CERAMED. Numa primeira fase, foi
necessario polir as arestas e vértices das amostras, para que, posteriormente, ndo ocorressem
descargas nesses pontos. Prosseguiu-se com o processo de limpeza dos substratos, colocando as
amostras durante 15 minutos num banho de ultrassons (VWR Ultrasonic Cleaner USC — TH) a
50°C e imersas num detergente especifico anti-corrosivo (Surfaclean 995), de forma a retirar

sujidades, 6leos ou pastas de polir da maquinagdo, uma vez que sdo consideradas as principais
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formas de contaminag&o. Retiradas da limpeza por ultrassons, foram passadas por dgua corrente
e imersas em metanol, durante 2 minutos. De seguida, passou-se a etapa da decapagem, as
amostras para revestir por Plasma Spray sofrem uma projecdo mecénica com o abrasivo corin-
don F20, com particula média de cerca de 1000 um, de forma a introduzir alguma rugosidade
na superficie da amostra. No entanto, as amostras com revestimento por CoBlast™ n&o necessi-
tam desta etapa ja que o abrasivo corindon F120 é introduzido na mistura e possui um objetivo
similar aquando do processo de revestimento. Assim, depois de concluir cada um destes proces-
S0s, preparou-se 0 substrato para deposi¢édo e colocou-se no equipamento de revestimento. Se-
gundo a imagem a) e b) da figura 4.1, os suportes para CoBlast™ e Plasma Spray tém forma
quadrangular e retangular, respetivamente, aos quais se colaram fitas adesivas de dupla face,

igualmente espacgadas entre si, para se colocarem as placas a revestir.

=

Figura 4.1: Suportes das placas de Ti-6Al-4V: a) Técnica CoBlast™ e b) Técnica Plasma Spray.

4.2.1.1. Plasma Spray

Como se pode observar pela figura 4.2, a técnica de Plasma Spray requer um sistema de
movimentagdo robotizado para manipular a pistola de pulverizacdo num padrdo controlavel e
reprodutivel e encontra-se dentro de uma cabine de pulverizacao acustica. Associada a este Sis-
tema esta, também, uma plataforma rotativa girat6ria de dois eixos composta por varias estacdes

para producdo em série.

Para a producdo dos revestimentos por Plasma Spray utilizou-se unicamente HAp, que
possui particula média de cerca de 140 um e, uma vez que, 0 processo é térmico, a particula é

sinterizada e projetada contra a superficie da amostra.
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Para cada tipo de substrato é preciso calibrar o Elcometer, calibre grosso e fino, e realizar
varias medigdes, para que se reduza o erro associado. Logo, a gama Elcometer, de medidores
digitais de espessura de revestimento, foi especificamente usado para indicar as medigdes da
espessura do revestimento. Assim, depois de produzir o revestimento e executar as varias medi-
¢cdes com o Elcometer, o valor médio encontrado para a espessura do revestimento de Plasma
Spray foi de (13 £ 6) um.

Figura 4.2: Equipamento utilizado no processo de revestimento por Plasma Spray.

4.2.1.2. CoBlast™

Para a realizagdo da técnica foi utilizado um dispositivo de micro-blasting (EnBIO Cork,
Irlanda). O equipamento utilizado € dividido em 3 componentes. Como mostra a imagem a) da
figura 4.3, uma primeira seccao é destinada ao revestimento propriamente dito, onde se coloca o
suporte com as amostras e se encontra um unico nozzle robotizado para depositar a mistura pre-
tendida. A esta seccdo estdo ligados mais dois componentes: um aspirador que é ligado a zona
de revestimento para que se possa extrair continuamente o p6 desperdicado durante o processo e
uma misturadora onde se coloca a mistura e se definem a velocidade de alimentacéo e a pressdo
a que é fornecida, ilustrada na imagem b) da figura 4.3. Esta misturadora (Sulzer Metco Single
10-C Powder Feeder) é programada manualmente e contém um depdsito onde é colocada a mis-
tura (600mL) e um disco rotativo que a recebe e transporta continuamente até ao tubo que liga a
misturadora ao nozzle. Todas as misturas, antes de chegarem ao depoésito da misturadora séo
colocadas no misturador em V (imagem c) da figura 4.3) colocado em rotagdo constante, duran-

te 5 minutos.
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Figura 4.3: Equipamento utilizado no processo de revestimento por CoBlast™: a) area principal
onde se produz o revestimento; b) deposito onde se coloca a mistura usada durante o revestimento e
¢) misturador em V onde se misturam os componentes do revestimento.

A velocidade de rotacdo da misturadora foi de 60 rpm e a presséo de 6 bar. O movimento
do nozzle foi previamente programado através do computador incorporado no equipamento e
tendo em conta as posi¢des das placas a revestir no substrato. Por Gltimo, as misturas foram
preparadas usando um racio de 50%/50% (m/m) de mistura/pd abrasivo e colocadas no depoésito
da misturadora, ap6s limpeza automatizada do mesmo para que ndo se contamine a nova mistu-

ra a utilizar para revestimento.

No primeiro revestimento, misturaram-se 250 g de HAp com 250 g de Al,Os, de particu-
las médias de cerca de 35 um e 106 um, respetivamente. Para o segundo e terceiro revestimen-
tos, misturaram-se, durante 0 mesmo tempo, 250 g de Al,Os, 200 g de HAp e 50 g de BaTiOs,
isto é, amostras com 80%/20% (m/m) de Hap/BaTiOs. A diferenca esteve na estrutura dos pos,
uma vez que, para o 2° revestimento (mistura A) os pos de BaTiOz eram nanométricos e de es-
trutura cubica (particula média < 100 nm), enquanto para o 3° revestimento (mistura B) micro-

métricos e de estrutura tetragonal (particula média < 3 pm).

Para dar inicio ao processo acciona-se 0 vacuo, escolhe-se 0 programa e 0 processo segue
automaticamente. Por fim, o equipamento, o suporte e as placas revestidas sao limpas com jatos

de ar comprimido.

tTM

Assim, em todas as deposi¢Oes produzidas por CoBlast™, o valor da espessura do reves-

timento encontrado foi de (5+ 1) um.
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4.2.2. Caracterizacdo das amostras

A caracterizagdo fisico-quimica, estrutural e morfoldgica foi realizada no CENIMAT/I3N
e a caracterizacdo elétrica no Departamento de Ciéncia dos Materiais da FCT/UNL.

4.2.2.1. Caracterizacao fisico-quimica e estrutural
4.2.2.1.1. XRD

Para se identificarem e determinarem as concentra¢fes dos elementos presentes na amos-
tra de Ti-6Al-4V recorreu-se a técnica de Fluorescéncia de Raios-X. O equipamento é constitui-
do por um espectrémetro de fluorescéncia de Raio-X sequencial com um sistema dispersivo de
comprimento de onda (WD-XRF) Axios 4.0 kW, 20-60 kV, 10-125 mA, equipado com cinco

cristais e com um software de anélise qualitativa e quantitativa.
4.2.2.1.2. DRX

Recorreu-se a técnica de Difracéo de Raios-X de forma a identificar a composi¢do quimi-
ca e propriedades fisicas do material constituinte dos revestimentos, identificando através da

posicéo, intensidade e forma do pico de difragdo a estrutura do revestimento.

A técnica de DRX foi realizada num difractémetro X’Pert Pro da Panalytical com Raios-
X gerados a partir de uma ampola de cobre sob um potencial de aceleracdo de 45 kV e um feixe
de corrente de 40 mA. Os angulos de varrimento utilizados na técnica, 10° <26 < 90°, foram
definidos tendo em atencdo a posicdo dos picos de maior intensidade para ambas as amostras,
com revestimento por CoBlast™ e Plasma Spray. Assim, tendo em conta o0s 4 tipos de revesti-
mento, os picos das diferentes amostras foram indexados com base nas fichas padrfes Joint
Committe on Powder Diffraction Standards - JCPDS - (#09-0432, #044-1294, #046-1212, #79-
2263 e #89-1428).

42213 FTIR

De modo a identificar os grupos funcionais presentes nas amostras de Ti-6Al-4V com di-
ferentes revestimentos e produzidos pelas técnicas de producdo de Plasma Spray e CoBlast™,
recorreu-se a técnica de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier com Re-
flexdo Total Atenuada. O equipamento utilizado foi um espectrofotometro Thermo Scientific
Nicolet 6700 FT-IR. A analise foi realizada num intervalo espectral de 5000 cm™ a 500 cm™ e
com os resultados obtidos construiram-se gréficos que refletem a transmitancia em fungdo do

ndmero de onda.
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4.2.2.2. Caracterizacdo morfoldgica
4.2.2.2.1. SEM-EDS

Para caracterizar morfologicamente a superficie das amostras recorreu-se a Microscopia
Eletronica de Varrimento, por ser uma técnica que permite uma andlise de elevada resolucao.
Antes da execucdo da técnica foi depositada, em ambas as amostras, uma camada de 60 % de
ouro e 40 % de paladio, por pulverizacdo catédica ou Sputtering, utilizando, para tal, o equipa-
mento Quorum Q150T ES. Estas analises realizaram-se atraveés de um Microscépio Eletrénico

de Varrimento Zeiss, modelo Auriga.
4.2.2.2.2. Microscopia confocal de varrimento laser

A rugosidade e a topografia da superficie dos revestimentos produzidos pela técnica de
CoBlast™ e Plasma Spray foram analisadas por meio de um microscépio confocal (Zeis LSM
700), com laser de 405 nm e passo z de 2,12 um. Posteriormente, a analise da imagem foi reali-
zada usando o software ZEN 2.1 (Carl Zeiss). Além da imagem topogréfica o equipamento for-
nece, entre outros, o parametro WSq (média aritmética dos valores absolutos dos desvios da
superficie com relacdo ao plano médio) que se trata de uma medida da rugosidade de uma area
da superficie. Os parametros skewness (WSsk) e kurtosis (WSsu) sdo parametros estatisticos da
distribuicdo gaussiana e traduzem os valores de assimetria e de curtose (achatamento) dos da-

dos.
4.2.2.3. Caracterizacao elétrica
4.2.2.3.1. TSDC

O método das correntes de descarga termoestimuladas € utilizado para identificar e medir
as caracteristicas dos dipolos elétricos para a carga espacial. Durante o processo, a amostra sofre
variacOes de temperatura (aquecimento ou arrefecimento) a uma taxa constante enquanto a cor-
rente € medida. Se a amostra for polar, surgem picos de corrente a determinadas temperaturas,
devidos aos dipolos (ou carga espacial). Caso exista carga espacial, os picos serdo, normalmen-
te, mais largos, podendo aparecer picos originados pela contribuicdo de varios picos individuais

com temperaturas maximas proximas.

Esta técnica foi realizada no Departamento de Ciéncias dos Materiais, 0 equipamento €
constituido por uma cdmara que possui um porta-amostras e uma resisténcia de aquecimento
que permitiu controlar a temperatura e a sua variagdo, juntamente com o controlador de tempe-

ratura, um eletrometro e uma fonte de alimentacdo. O eletrometro KEITHLEY 617 e o contro-
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lador encontram-se ligados por uma porta GPIB a um computador, 0 que permitiu controlar o(a)
aumento/diminui¢do da temperatura a uma taxa constante (p) e registar simultaneamente os va-

lores da temperatura e da corrente.

Assim, de modo a estudar a eficiéncia da deposigéo de carga superficial em revestimentos
a base de HAp, realizaram-se estudos de TSDC a 250°C e com taxa de aquecimento (B) de
5°C/minuto, sem aplicacdo de campo elétrico e sem tratamento térmico considerada como
amostra virgem (sTT), sem aplicagdo de campo elétrico e com tratamento térmico (TT) e com
aplicacdo de campo elétrico DC positivo e negativo (Pol+/Pol-), em atmosfera de ar e vacuo até
aos 100°C. Nos ensaios com TT as amostras sofreram um aumento de temperatura que se inici-
ou a temperatura ambiente e que atingiu os 200°C com B = 10 °C/min, temperatura a qual se
submeteram as amostras, durante 1h. Para os ensaios com Pol+ e Pol—, as amostras também so-
freram um aumento de temperatura até aos 200°C com B = 10°C/min e, a essa temperatura, apli-
cou-se um campo elétrico DC de £10 kV/cm, durante 1h. Decorrida 1h, ambos os testes (TT,
STT, Pol+ ou Pol-) sofreram um arrefecimento rapido até atingir a temperatura ambiente. O
tempo de espera, to, entre a remocdo do campo elétrico foi de 1h.

As técnicas descritas permitiram observar e analisar os graficos da densidade de corrente
(j) em funcéo da temperatura (T) e calcular a carga armazenada pelas amostras (Q). Algumas
das curvas de TSDC representadas nos graficos da discussdo de resultados foram obtidas a par-
tir de médias de varios ensaios realizados para réplicas de amostras sob as mesmas condicoes.
Todos os ensaios foram realizados com o revestimento da amostra em contato com o elétrodo

ligado a terra, por meio do eletrometro.
4.2.2.3.2. Medida de potencial de superficie por descarga de corona

A polarizacdo termoelétrica dos revestimentos, com o objetivo de potenciar a sua bioacti-

vidade e osteointegracao, sera feita pelo método de triodo de corona.

A figura 4.4 mostra uma representacdo esquematica do sistema de descarga de corona uti-
lizado. Estdo representadas a ponta de descarga, a rede metalica, o porta-amostras, a fonte de
alta tensdo de descarga de corona (com controlo de tensdo da descarga (Vc)), a fonte de alta-
tensdo que ira controlar a tensdo na rede metalica (\VVg), o picoamperimetro para monitorizagdo
da corrente no porta-amostras e um sistema de controlo de temperatura do porta-amostras, equi-
pado com um sensor de temperatura e resisténcias de aquecimento. O controlador de temperatu-
ra da amostra permitiu efectuar ensaios de polarizacdo controlando a temperatura na amostra e
as distancias ponta da agulha-grelha e grelha-amostra foram de 2 cm e 1 cm, respetivamente,

mantendo-se constantes para todos 0s ensaios.
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Figura 4.4: Representacdo esquematica do sistema de descarga de corona, com os diferentes com-
ponentes e equipamentos.

A medicédo do potencial de superficie por descarga de corona foi medido por meio de uma

sonda capacitiva acoplada a um voltimetro eletrostatico (Trek Model 344-3 ESVM).

Na prética, o método utilizado para determinar a densidade de cargas presas na superficie
do revestimento, contém uma base onde se coloca a amostra e, a qual, possui uma distancia fixa
até a sonda capacitiva, um voltimetro eletroestatico e uma placa de aquisi¢do de dados. As me-
di¢bes de potencial adquiridas pela sonda capacitiva, assim como, as respetivas posicdes da
mesma, sdo guardadas num ficheiro Excel & medida que se inicia a medigdo e que se vai reposi-
cionando a sonda sob a superficie do revestimento, durante 2 minutos, através de um programa
ja desenvolvido. O ficheiro é analisado e, posteriormente, seleciona-se a zona da amostra com
maior potencial de superficie. Estes foram os procedimentos adotados uma vez que, depois da
polarizagdo por descarga de corona, a ndo uniformidade da carga de corona e o seu rapido de-
caimento com o tempo, em condigdes normais de funcionamento, séo dois dos inconvenientes

das amostras testadas.

4.2.3. Ensaios de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade das amostras com e sem revestimento foram realizados no
laboratério de cultura celular do Departamento de Fisica da FCT/UNL, sob orientacdo do Pro-

fessor Jorge Carvalho Silva.

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados usando o método do extrato e células Vero

(células epiteliais de rim de macaco).

Para a realizacdo deste ensaio, as amostras foram colocadas em meio de cultura (ndo con-

tendo o soro fetal bovino (FBS)) e ai foram mantidas durante 48h. Foi preparada uma placa de
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cultura de 96 pocos com células Vero semeadas com uma densidade de 20 k células por cm?. A
placa foi colocada, durante 24h, na incubadora a 37°C e atmosfera com 5% de CO.. Apos 24h o
meio de cultura foi substituido pelos extractos e, aos quais, foi adicionado o FBS. Para cada
uma das amostras, fizeram-se 2 diluigdes do meio que esteve em contacto com a mesma e cada
uma das 3 concentracdes (Co, Co/2 e Co/4) foi replicada 5 vezes. Na mesma placa foi também
efetuado o controlo positivo (C+), adicionando-se 10 uL de DMSO, composto extremamente
citotoxico, o controlo negativo (C-), sem qualquer alteracdo do meio e o controlo de meio (CM)
que corresponde aos 6 pogos com meio e sem células semeadas. A placa colocou-se novamente
na incubadora por 48 horas. Decorrido esse tempo, retirou-se 0 meio contido em cada poco e
usou-se a resazurina (corante azul) para determinar a viabilidade celular. Em cada um dos pogos
colocou-se uma solucao de 90% de meio completo e 10% de resazurina. A resazurina é reduzida
a resorufina, composto cor-de-rosa e fluorescente, pelas células metabolicamente ativas. Por
fim, a placa foi incubada durante 4 horas e mediram-se as absorvancias a 570 nm (comprimento
de onda (cdo) de absorvancia maxima da resorufina) e 600 nm (cdo de absorvancia maxima da

resazurina) de cada pogo, num leitor de placas Biotek ELX800.

Para os célculos de viabilidade celular, segundo a equacdo 4.1, calcularam-se os valores
médios de absorvancia para as 5 réplicas de cada amostra (Aamostra) € dividiram-se pelo valor de
absorvéancia do C- (A..). Cada um dos valores de viabilidade celular encontrados tém associada

uma incerteza padrdo combinada.

Equacéo 4.1-Calculo de viabilidade celular.

A amestra

Viabilidade celular = r

c—

Para analisar os resultados de viabilidade celular é necessario ter em consideracao quatro
denominacges, consoante a percentagem de viabilidade celular que se obtém [38]. Para valores
de viabilidade celular superiores a 90% o material é considerado ndo citotdxico, entre 80% e
89% considera-se levemente citotoxico, entre 50% e 79% é moderadamente citotdxico e em

casos em que se mostre inferior a 50% entdo assume-se como severamente citotoxico.
4.2.4. Ensaios de bioatividade

Os ensaios de bioatividade foram realizados a todo o tipo de amostras com e sem reves-
timento, ndo polarizadas, no Departamento de Ciéncia dos Materiais da FCT/UNL, com o intui-
to de se aferir sobre a capacidade de precipitacéo de apatites por parte das mesmas. As amostras

foram colocadas dentro de uma estufa a 37°C, num frasco com tampa e, de acordo com a equa-
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cdo 4.2, calculou-se a quantidade de solucéo simuladora de fluido corporal (SBF) que se colo-
cou em cada uma das amostras, de concentracdo idnica 1,5x a do plasma sanguineo. As amos-
tras permaneceram na solucdo por periodos de 6h, 12h, 36h, 3 dias, 5 dias e 7 dias. Decorrido
cada um dos periodos pré-definidos, as amostras foram retiradas da estufa, lavadas abundante-
mente com agua destilada e conservadas num exsicador a vacuo até a observagdo das superfi-

cies das amostras por SEM e EDS.

Equacéo 4.2-Calculo do volume de solucao de SBF [4] .

Area superficial da amostra
1

Volume de solucio de SEF = —
‘ 01cm

4.2.4.1. Producéo da solugdo SBF (Simulated Body Fluid)

A producéo da solugdo SBF 1,5x usada para os testes de bioatividade foi preparada utili-
zando nove reagentes que se apresentam na tabela 4.1. Encontra-se uma descri¢do mais detalha-

da para preparar a solugdo SBF no anexo 8.1.

Tabela 4.1: Lista de reagentes utilizados na producéo de 1L de solucdo SBF [22].

Ordem Reagente Quantidade
1 ' Cloreto de calcio (NaCl) 9,81g
2 Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 3,409
3 Cloreto de potassio (KCI) 0,569
4 Hidrogenofosfato dissddico Na2HPO4 0,219
5 Cloreto de Magnésio hexahidratado (MgCl2.6H20) 0,469
6 Acido cloridrico (1M HCI) 15 mL
7 Cloreto de calcio dihidratado (CaCl2.2H20) 0,589
8 Sulfato de Sddio (Na2SO4) 0,119
9 Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) 9,099

4.2.5. Cultura celular

Os ensaios de adesdo, proliferacdo, metabolismo e morfologia celular nas amostras re-
vestidas e ndo revestidas de Ti-6Al-4V sem polarizag&o, foram realizados no laboratorio de Cul-
tura Celular do Departamento de Fisica da FCT/UNL, sob orientacdo do Professor Jorge Carva-

Iho Silva.
4.2.5.1. Ensaios de adeséao e proliferacéo celular

Nos ensaios de adesdo e proliferacdo celular foram semeadas 20 k células do tipo Saos-

2 (linha celular derivada de um osteossarcoma) por cm?. Estas células possuem varias caracte-
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risticas osteoblasticas e, neste estudo, sdo Uteis por serem células semelhantes a osteoblastos

humanos [39].

Foram colocadas 4 amostras de cada um dos 5 tipos (Ti-6Al-4V sem revestimento, re-
vestida com HAp por Plasma Spray e revestidas por CoBlast™, com HAp, com a mistura A e
B) em placas de 12 pocos.

Iniciaram-se 0s procedimentos com a esterilizagdo das amostras, neste processo colocou-
se etanol a 70% até cobrir na totalidade os revestimentos. Passados 5 minutos, aspirou-se o eta-
nol e as amostras foram deixadas ao ar para secar. As células Saos-2 foram lavadas com Phos-
phate Buffered Saline (PBS) e, posteriormente, desagregadas com tripsina. Para a contagem do
numero de células num hemocitémetro, misturaram-se 50 uL da suspensdo de células com 50
uL de azul tripano. Colocaram-se 1,6 mL de meio com células em quatro dos pocos de cada
uma das placas (3 pogos com amostra e 1 controlo de células (CC)) e para o controlo de meio
material e de meio colocou-se 0 meio sem células. Apds 24h de incubacdo (1°dia), analogamen-
te ao procedimento dos ensaios de citotoxicidade, retirou-se o meio contido em cada pogo e
usou-se a solucédo de resazurina. Apés 4h de incubagao, foram retiradas 5 réplicas de 200pL de

cada um dos pogos e lidas as absorvancias no leitor de placas Biotek ELX800.

O ensaio durou 9 dias, no 1° dia avaliou-se o nimero de células que aderiram ao fundo do
poco e calculou-se a populagdo de células que aderiu a cada tipo de amostra, enquanto nos res-

tantes 3°,5°,7° e 9° dia se calculou a populagdo que proliferou.

Segundo a equagéo 4.3, a populacdo de células que aderiu & amostra foi calculada atraves
de uma razdo entre a absorvancia média medida nos pogos para cada amostra (Aamostra) € @ ab-
sorvancia do controlo de células (Ac). Como durante a sementeira se perdem algumas células
que aderem ao fundo do poco (Are), esse valor é subtraido ao controlo de células. A populagdo
de células que proliferou sob o revestimento é calculada como a razdo entre a absorvancia mé-
dia medida no dia em questdo (Aamosta) € 0 controlo de células no 1° dia, como se mostra na

equacdo 4.4.

Equacéo 4.3- Populagdo de células que aderiu a amostra.

A
e amostra
Adesio =

cC _AFP
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Equacao 4.4-Populacédo de células que proliferou na amostra.

A amostraldiax)

Proliferacio = r r
ecdinl ' FPdiail

4.2.5.2. Metabolismo celular

O protocolo para coloracéo da fosfatase alcalina (ALP) em culturas celulares utiliza as
duas soluces e 0s respetivos reagentes que se apresentam de seguida:

-solucdo naphthol AS-MX fosfato, constituida por naphthol AS-MX fosfato e N,N di-

metilformamida;

-solucdo tris-acido cloridrico, formada pela mistura de Tris 0,2 M, &cido cloridrico 0,1

M e &gua destilada.

De modo a preparar 1 ml de solucéo de trabalho pesaram-se 0,6 mg de sal diazonio (fas-
tredviolet LB salt), aos quais se adicionaram 0,5 ml de solugdo Tris, 0,5 ml de &gua destilada e 5

ul de solugdo Naphthol. A solucéo final torna-se amarela e ligeiramente turva.

De forma a marcar as células, primeiro lavaram-se as amostras duas vezes com PBS,
prosseguiu-se com a fixagdo com paraformaldeido, durante 10 minutos, lavaram-se novamente
as amostras com PBS e, por fim, adicionaram-se 200 pl de solugéo de trabalho a cada pogo e

incubou-se a cultura por 15 minutos, a 37°C.

Os resultados obtidos, observados pelo microscopio Nikon Eclipse LV 100D, revelam a
atividade metabdlica por parte das células e a cor das células evidencia-se cor-de-rosa a averme-
Ihada.

4.2.5.3. Morfologia celular

Para a marcacdo da vinculina, o primeiro processo foi fixar as células com paraformal-
deido, durante 20 minutos, para que depois da lavagem com PBS se permeabilizassem as mes-
mas. No processo de permeabilizacdo incubaram-se as células em 0,1% de Triton X-100 em
PBS, durante 15 minutos, tempo ao fim do qual, se lavam novamente as amostras em PBS. De
seguida, preparou-se 1% de albumina do soro bovino (BSA) ao qual se juntou o anticorpo pri-
mario e glicina, marcaram-se as células e colocaram-se na incubadora durante a noite. No dia
seguinte, incubaram-se as células com o anticorpo secundario conjugado com fluoréforo
(5ug/mL) e 1mL de BSA, durante 2h sem luz.
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Para a marcacdo da actina, lavaram-se as amostras em PBS e marcaram-se as células
com faloidina (phaloidin Acti-stain ™ 555). Passados 30 minutos, lavaram-se novamente as
amostras em PBS e fez-se a marcacdo DAPI (nlcleos). Diluiu-se o DAPI a 300ng/mL em 1%
PBS e incubaram-se as células, longe da luz, durante 10 minutos.

Para a marcagdo de imunofluorescéncia, o anticorpo primério foi adquirido a empresa
Sigma-Aldrich, o anticorpo secundario e o0 DAPI a empresa ThermoFisher Scientific e a faloidi-
na a empresa Cytoskeleton.

A actina, a vinculina e os nucleos das células foram visualizados, posteriormente, através
de um microscépio de fluorescéncia Nikon Eclipse Ti-S, equipado com os filtros apropriados e
as imagens foram obtidas com a objetiva de 40x.
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5. Analise e Discussao de resultados

Os resultados experimentais obtidos serdo apresentados no capitulo seguinte, a caracteri-
zacdo fisico-quimica, morfoldgica e estrutural das amostras com e sem revestimentos, 0s ensai-
os de polarizacdo por descarga de corona e polarizagdo por contacto, processos de imersdo em

SBF e de cultura celular e correspondente analise e discussdo de resultados.
5.1. Caracterizacao quimica de Ti-6Al-4V

5.1.1. XRF

De forma a identificar os elementos maioritariamente presentes nas amostras da liga de
Titanio utilizada neste estudo, foi realizada a andlise por Espectrometria de Fluorescéncia de
Raio-X a uma das réplicas. Tendo em conta que esta analise quantitativa se encontra como per-
centagem em peso, 0s resultados mostraram que a liga apresenta uma composicdo final de
89,6% de Titanio, 5,49% de Aluminio, 4,59% de Vanadio, 0,125% de Ferro e 0,12% de Silicio.

Assim, perante os resultados € possivel afirmar que as amostras sao liga de Ti-6Al-4V e
que a composic¢do deste substrato esta de acordo com as normas ASTM (F1108-88) [40] e (F
136) [41], que especificam as faixas de concentragdo maxima permitida para cada componente

da liga, relativamente aos implantes médicos.

5.2. Caracterizacao estrutural e morfoldgica das amostras antes e ap0s

revestimento

5.2.1. DRX

Como ja demonstrado em estudos anteriores, a liga de Ti-6Al-4V é conhecida por possuir
estruturas cristalinas hexagonal compacta (a-Ti) e cubica de corpo centrado (B-Ti), presentes a

temperatura ambiente [26][42].

Na figura 5.1 encontra-se exposto o difractograma de Raios-X da liga comercial Ti-6Al-
4V, isto €, do substrato sem revestimento, para que se consigam identificar os picos referentes

aquando da analise as amostras com revestimento.
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Figura 5.1: Difractograma obtido por DRX da amostra de Liga de Titénio (Ti-6Al-4V) sem reves-
timento.

Através da interpretacdo da figura 5.1, é possivel identificar a presenga das duas fases o e
[ para o Titanio e observar 14 picos com intensidades distintas. Apds andlise e confronto com a
literatura e banco de dados das fichas do JCPDS, determinou-se a presenca da fase B para trés
dos picos e os planos de reflexo para a identificacdo da fase B sdo: (110), (211) e (220), respe-
tivamente [43] [44] [45]. Os picos de aluminio e vanadio encontram-se sobrepostos com alguns
destes picos de Titanio, o que torna complicada a analise do espectro. Este foi um dos proble-
mas que levou a realizacdo da analise XRF, para assegurar a presenga dos outros componentes

na liga.

Nas figuras 5.2 e 5.3 estéo representados os difractogramas de raios-X dos revestimentos

t™. Através da analise aos

de HAp na liga de titanio, pela técnica de Plasma Spray e CoBlas
difractogramas é percetivel a cristalinidade dos micropés de HAp, uma vez que os picos eviden-
ciados nos correspondentes angulos de difracdo se encontram definidos. Quando comparados
com as fichas JCPDS, mencionadas anteriormente no subcapitulo 4.2.2., para a HAp, Titanio e
Alumina pode aferir-se que ndo se encontram subprodutos nas amostras, depois do revestimen-
to. No entanto, podem existir picos com componentes sobrepostos e torna-se necessario fazer
comparagdes com os difractogramas dos componentes utilizados, para que a analise seja mais

precisa.
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Figura 5.2: Difractograma obtido por DRX da amostra com substrato revestido de HAp, pela téc-
nica de Plasma Spray.
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Figura 5.3: Difractograma obtido por DRX da amostra com substrato revestido de HAp, pela téc-
nica de CoBlast™.

Assim, para se obterem conclusdes mais sélidas e de forma a provar o que se analisou
com as fichas JCPDS, fez-se a analise DRX ao pé de Alumina e aos dois p6s de HAp, um deles

utilizado para o processo de Plasma Spray e outro para o de CoBlast™.
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Na figura 5.4 é possivel fazer uma comparacdo de picos ao sobrepor o difractograma da

amostra revestida com HAp pela técnica de Plasma Spray com os difractogramas do p6é de HAp

utilizado neste processo e do substrato de liga de Titanio sem revestimento.
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Figura 5.4: Sobreposi¢do dos difractogramas da liga de Titanio sem revestimento, do p6 de HAp e

da amostra com revestimento de HAp produzida por Plasma Spray (figura 5.2).

Tal como na figura 5.4, na figura 5.5 também é possivel fazer uma comparagédo de picos,

com a sobreposicédo dos difractogramas.do p6 de HAp utilizado em CoBlast™, da liga de Tita-

nio sem revestimento e também do p6 de alumina, ao difractograma da amostra revestida com

HAp pela técnica de CoBlast™.

O difractograma 5.5 evidencia a presenca de todos os compostos, enquanto o difracto-

grama 5.4 apenas ostenta HAp e os componentes da liga de Titanio, ja que o abrasivo € utilizado

antes do revestimento, como proje¢do mecanica, e nao € inserido na mistura como acontece para

o revestimento pela técnica de CoBlast™.
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Figura 5.5: Sobreposi¢do dos difractogramas da liga de Titanio sem revestimento, do p6 de HAp e
Al203 e da amostra com revestimento de HAp produzida por CoBlast™ (figura 5.3).

Ao avaliar os graficos da figura 5.4 e 5.5, repara-se para todos os picos dos graficos das
amostras com revestimento uma intensidade consideravelmente inferior, comparativamente com
os difractogramas de cada um dos componentes. No entanto, em todos os picos existe uma cor-
relagdo com os picos dos difractogramas dos componentes utilizados e, portanto, exclui-se a

hip6tese de formacdo de subprodutos, confirmando o que se tinha concluido anteriormente.

Ainda da analise dos difractogramas 5.4 e 5.5, é possivel determinar o tamanho dos graos
dos cristalitos da HAp para os dois tipos de revestimento em estudo. Recorreu-se, para tal, a

equacdo de Scherrer:

Equacao 5.1-Calculo do diametro do cristalito.
kA

AL FsinB

Na equacdo 5.1, Dna representa o diametro médio do cristalito, k é uma constante de pro-
porcionalidade que depende da forma das particulas (esfera = 0,9), A 0 comprimento de onda
dos raios-X (A(CuKa) = 1,5418 x 10"1° m), B a largura a meia altura do pico de difragéo de mai-

or intensidade e 0 6 o0 angulo que corresponde ao pico de maior intensidade [46], [47].
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Assim, neste contexto, os tamanhos médios dos cristalitos que se determinaram para 0s
revestimentos de HAp por Plasma Spray e CoBlast™ foram de aproximadamente 41,62 nm e
28,03 nm, respetivamente.

A partir dos difractogramas da analise anterior também foi possivel calcular os parame-
tros de rede “a” = “b” e “c” da estrutura cristalina da HAp, em relacdo aos planos perpendicula-
res (002) e (300) [48]. Para tal, e de forma a perceber se ndo ocorreram alteracfes na estrutura

cristalina da rede ap0s revestimento, recorreu-se inicialmente a Lei de Bragg:

Equacao 5.2- Lei de Bragg [13].
nd = 2d,,,;sin 8,

De acordo com a equagédo 5.2, n € um numero natural (n=1 para eletrdes deslocados para
a camada K), A o comprimento de onda da radiacdo incidente (A(CuKa) = 1,5418 x 107 m), dn

é a distancia entre planos atébmicos e 6 o angulo de incidéncia em relagdo ao plano considerado.

Conhecendo os parametros de rede (a = b = 9,4210 A e ¢ = 6,8970 A) e a relacéo padro
entre as distancias interplanares, definida pela equacdo 5.3, para uma célula unitaria de um sis-
tema hexagonal, assim como a distancia entre planos atbmicos, a partir da equagéo 5.2, torna-se

possivel calcular os parametros de rede do revestimento.

Equacéo 5.3-Relagdo padrdo entre distancias interplanares de uma célula unitaria, de um
sistema hexagonal [49].

1 _4(hf+hk+kf)ff
d> 3 c* d=d,,,

ﬂ:

Conforme a equacdo anterior, d é a distancia entre planos adjacentes definidos pelos indi-

6 9

ces de Miller (h k 1) e os termos “a” e “c” representam os parametros de rede da célula unitaria

[47], [48], [49].

No caso de o revestimento ter sido produzido por Plasma Spray, 0s novos valores que se
encontraram como parametros de rede foram a = b = 9,4404 A e c=6,9208A. Comparativa-
mente com 0s parametros tabelados, estes valores sofreram um ligeiro aumento, no entanto tor-
na-se insignificante pela sua baixa relevancia. Para o CoBlast™, os valoresa=b = 9,7196 A e
¢ = 6,9472 A sdo bastante idénticos aos tabelados, verificando-se novamente um ligeiro aumen-

to em ambos os parametros de rede.

Logo, podera ter ocorrido um pequeno rearranjo dos &tomos mantendo-se a mesma estru-
tura cristalina da HAp, com ligeira alteracdo nos parametros de rede, em ambos os tipos de re-

vestimento.
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Nas figuras 5.6 e 5.7 estdo representados os difractogramas de raios-X dos revestimentos
de 80%/20% (m/m) de HAp/BaTiOs de nanop6s de estrutura cubica (mistura A) e micropds de
estrutura tetragonal (mistura B) na liga de titanio, pela técnica de CoBlast™. Através da analise
aos difractogramas é percetivel a cristalinidade dos micropds de HAp e micro e nanopos de Ba-
TiOs, uma vez que os picos evidenciados nos correspondentes angulos de difracdo se encontram
definidos. Quando comparados com as fichas JCPDS, mencionadas anteriormente no subcapitu-
lo 4.2.2, para a HAp, Titanio, Alumina, BaTiOs de estrutura cubica e tetragonal pode aferir-se
que ndo se encontram subprodutos nas amostras, apds revestimento. Contudo, existem picos
com componentes sobrepostos e torna-se necessario fazer comparagdes com os difractogramas

dos componentes utilizados, para que a analise seja mais precisa.
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Figura 5.6: Difractograma obtido por DRX da amostra revestida com a mistura A, pela técnica de
CoBlast™.
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Figura 5.7: Difractograma obtido por DRX da amostra revestida com a mistura B, pela técnica de
CoBlast™.

Com o objetivo de se obterem conclusGes mais consistentes e de forma a provar o que se
analisou com as fichas JCPDS, além das analises ja realizadas ao pé de HAp e Alumina, fez-se
a analise aos nanopos de BaTiOs de estrutura cubica e aos micropés de estrutura tetragonal. Na
figura 5.8 faz-se uma comparacéo de picos ao sobrepor o difractograma da amostra revestida
com a mistura A, pela técnica de CoBlast™, com os difractogramas do p6 de HAp, Alumina,
BaTiO;de estrutura clbica e do substrato da liga de Ti-6Al-4V.
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Figura 5.8: Sobreposi¢do dos difractogramas da liga de Titanio sem revestimento, do pé de HAp,

AlO3, BaTiOs e da amostra revestida com a mistura A (figura 5.6).

Na figura 5.9 a comparagéo de picos € equivalente a da figura 5.8, uma vez que a diferen-

ca reside no difractograma do p6 de BaTiOs que corresponde & estrutura tetragonal.
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Figura 5.9: Sobreposi¢do dos difractogramas da liga de Titanio sem revestimento, do pé de HAp,
AlO3, BaTiOs e da amostra revestida com a mistura B (figura 5.7).

Durante esta analise, volta a verifica-se, para todos os picos do grafico da amostra reves-
tida, uma intensidade consideravelmente inferior mas, qualquer que seja o pico, possui uma cor-
relacdo com picos dos difractogramas dos componentes usados. Conclui-se, ap6s producao de
cada um dos quatro tipos de revestimento e analise DRX, a auséncia de formacdo de subprodu-

tos.

Prossegue-se a analise aos difractogramas 5.8 e 5.9, onde se determina o diametro médio
dos gréos dos cristalitos de HAp e de BaTiOs; para 0s dois novos tipos de revestimento sob in-
vestigacdo. Recorreu-se, para tal, a equacdo de Scherrer (Equacdo 5.1). Assim sendo, para o
revestimento com a mistura A por CoBlast™, os tamanhos médios dos cristalitos que se calcu-
laram foram de, aproximadamente, 21,03 nm para grdos de HAp e 17,14 nm para grdos de na-
nopds de BaTiOs; com estrutura clbica. Quanto ao revestimento com a mistura B, determina-
ram-se diametros médios para os grdos de HAp de 12,94 nm e para os grdos de microp6s de

BaTiO3; com estrutura tetragonal de 18,40 nm.

Sabendo que quanto maior o tamanho do cristalito maior o grau de cristalinidade [50],
pode afirmar-se que o revestimento produzido por Plasma Spray apresenta um grau de cristali-

nidade superior aos revestimentos produzidos por CoBlast™. Isto pode dever-se ao facto da
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técnica de Plasma Spray se aplicar a altas temperaturas, fazendo com que ocorra um aumento

do tamanho dos cristalitos, por coalescéncia, com o aumento da temperatura.

Comparando apenas os revestimentos por CoBlast™, verifica-se para amostras revestidas
apenas com HAp maior cristalinidade, seguindo-se as amostras revestidas com a mistura A e,
por fim, com a mistura B. Quanto aos grdos de BaTiOs, como era expectavel, atingem dimen-
sOes superiores para a mistura B, isto porque, se utilizaram micropds para a mistura B e nanop6s
para a mistura A.

A partir dos difractogramas 5.6 e 5.7 e, tal como, para os difractogramas 5.2 e 5.3, tam-
bém foi possivel calcular os parametros de rede “a” = “b” e “c” da estrutura cristalina da HAp,
em relacdo aos planos perpendiculares (002) e (300) [48]. Para a estrutura cristalina do BaTiO3
de estrutura cubica calcularam-se os parametros “a” = “b” = “c” em relagdo ao plano (110) ¢

[3P% 1]

para a estrutura tetragonal os parametros “a” = “b” ¢ “c” em relagdo aos planos (110) e (002).

Ao identificar os parametros de rede da HAp (a=b = 9,4210 A e ¢ = 6,8970 A) e do Ba-
TiO3 de estrutura clbica (a = b = ¢ = 4,006(2) A) e de estrutura tetragonal (a = b = 4,0065 A e
¢ = 4,017 A), a relagdo padrdo entre as distancias interplanares (equacdes 5.3-5.5), assim como
a distancia entre planos atomicos (equagdo 5.2), torna-se possivel calcular os parametros de rede

de cada revestimento.

Equacéo 5.4 -Relacdo padréo entre distancias interplanares de uma célula unitaria, de um
sistema cubico [49].

1 R +E+F
a 2

Equacdo 5.5-Relagédo padrdo entre distancias interplanares de uma célula unitaria, de um

sistema tetragonal [49].

1 RP+E P

a

a* “ “d= et

No caso do revestimento com a mistura A, 0s novos valores que se encontraram como pa-
rametros de rede da HAp foram a = b = 94552 A e ¢ = 6,9929A e a=b = 9,4237A e
¢ = 6,8804 A para o revestimento com a mistura B. Para 0 BaTiOj3 de estrutura clbica e tetrago-
nal determinou-se que a=b = ¢ =4,0099 A e que a=b = 4,0059 A e ¢ = 3,9953 A, respetiva-
mente. Comparativamente com os parametros tabelados, pode afirmar-se que os parametros so-

freram ligeiros aumentos para a mistura A e leves decréscimos para a mistura B.
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Logo, poderé ter ocorrido um pequeno rearranjo dos &tomos de HAp e de BaTiO3 conser-
vando a mesma estrutura cristalina inicial, com ligeira alteragdo nos parametros de rede, em
ambos os tipos de revestimento.

5.2.2. FTIR

Com o objetivo de se identificar a presenca dos grupos funcionais caracteristicos dos di-
ferentes revestimentos das amostras de Ti-6Al-4V, procedeu-se a analise do espetro de infra-
vermelho por transformada de Fourier. Nas figuras 5.10 a 5.13 encontram-se representados 0s
espectros resultantes das analises FTIR aos quatro tipos de revestimentos produzidos. As identi-
ficagcBes dos materiais nas figuras apresentadas foram efetuadas de acordo com modos de vibra-
cdo de FTIR especificos e tabelados para cada um dos materiais [13], [14], [38], [51]-[54].

O espectro FTIR do revestimento de HAp produzido por Plasma Spray encontra-se repre-
sentado na figura 5.10 com a respetiva identificagdo dos modos de vibragdo FTIR caracteristi-
cos desta ceramica.
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Figura 5.10: Espectro de FTIR obtido para a amostra com revestimento de HAp, por Plasma Spray,
com ampliacdo do espectro nas zonas de interesse (A) e (B).
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Ao analisar o espetro obtido para o revestimento de HAp, é possivel identificar os picos
mais intensos da HAp cristalina que sdo atribuidos a vibragdes do grupo fosfato (PO4>). Estes
picos encontram-se numa banda larga centrada em niimeros de onda da ordem dos 1000cm™ e
1100cm? e déo a indicacdo de formagdo de uma estrutura apatitica. Uma das bandas atribuidas
ao modo de stretching de grupos OH- na HAp é observada no pico a 630cm™ do espetro. A
banda com nimeros de onda na regido de 1000cm™ corresponde ao stretching simétrico dos
ides PO.*, surgindo na regido entre 960cm*e 1100cm™ o pico de vibragéo de maior intensidade
deste grupo. As bandas centradas em nimeros de onda de 570cm™, 580cm™ e 600cm™ corres-
pondem ao stretching assimétrico dos ides PO,*. O modo de vibragdo CO3* que se observa na
banda a 870cm sugere a presenca de hidroxiapatite carbonatada do tipo B, que é caracterizada
pela substituicdo de grupos PO4* por grupos de carbonato (COs%) [13], [14], [54], [55]. Assim,
de um modo geral, pode constatar-se que este revestimento ndo possui impurezas, apresentando

todos os picos de transmitancia caracteristicos desta biocerdmica na sua forma estequiométrica.

Na figura 5.11 expde-se 0 espectro de FTIR do revestimento de HAp produzido por

CoBlast™.
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Figura 5.11: Espectro de FTIR obtido para a amostra com revestimento de HAp, por CoBlast™,
com ampliacéo do espectro na zona de interesse (A).

Através da analise dos espetros da figura 5.11, observa-se a formagdo do pico principal
do grupo fosfato centrado em 1025cm™?, na banda com ndmeros de onda entre 960cm™ e
1100cm, que é o pico mais intenso de entre os modos de vibragéo dos grupos fosfato. Verifica-
se também a presenca de outros trés picos, a 575cm?, 580cm™ e 600cm™ pertencentes ao
stretching assimétrico dos ides POs*. A banda atribuida ao modo de stretching de grupos OH-
na HAp é observada no pico a 620cm™ do espetro. Logo, o espetro de FTIR da amostra ap6s
revestimento apresenta todos os picos de absor¢do caracteristicos da HAp estequiométrica. No

entanto, ao comparar os picos de vibracdo de maior intensidade do grupo PO.* para ambos o0s
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revestimentos de HAp, verifica-se uma diminui¢do da sua intensidade para os revestimentos por

CoBlast™.

pos de estrutura cubica, produzido por CoBlast™, encontra-se representado na figura 5.12.
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Figura 5.12: Espectro de FTIR obtido para a amostra revestida com a mistura A, por CoBlast™,
com ampliacéo do espectro na zona de interesse (A).

A banda com niimeros de onda na regido de 1000cm* corresponde ao stretching simétri-

co dos ides PO4>, surgindo na regido entre 960cm™e 1100cm™ o pico de vibragdo de maior in-

tensidade deste grupo. As bandas centradas em niimeros de onda de 565cm, 580cm™ e 600cm™

correspondem ao stretching assimétrico dos iGes PO,>. Uma das bandas atribuidas ao modo de

stretching de grupos OH- é observada no pico a 530cm™ do espetro e a banda de absorcdo a

540cm pode ser atribuida a BaTiOs cristalino. O pico com valores de nimero de onda na regi-

do de 2400cm™ pode estar relacionado com um dos picos caracteristicos de vibragoes de carbo-

natos, que é um indicio do problema na sintese do BaTiOs que é o carbonato residual.

pos de estrutura tetragonal, produzido por CoBlast™, encontra-se representado na figura 5.13.

O espetro de FTIR da amostra revestida com 80%/20% (m/m) de HAp/BaTiOs de micro-
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Figura 5.13: Espectro de FTIR obtido para a amostra revestida com a mistura B, por CoBlast™,
com ampliagéo do espectro na zona de interesse (A).

A formagcédo do pico principal do grupo fosfato encontra-se centrado em 1025¢cm?, na
banda com nimeros de onda entre 960cm™ e 1100cm™, que é o pico mais intenso de entre os
modos de vibracdo dos grupos fosfato. Verifica-se também a presencga de outros trés picos, a
555cm?, 560cm? e 584cm™ pertencentes ao stretching assimétrico dos ides PO,*. Uma das
bandas atribuidas ao modo de stretching de grupos OH- é observada no pico a 526cm™ do espe-
tro e a banda de absorcdo a 545cm™ pode ser atribuida a BaTiOs cristalino. O pico com valores
de nimero de onda na regido de 2400cm™ volta a manifestar-se e pode estar relacionado com
um dos picos caracteristicos de vibragdes de carbonato, no entanto, a sua intensidade diminui, o
que sugere que para micropds de BaTiOs com estrutura tetragonal a quantidade total de carbo-

nato diminui.

Pelas observactes dos espetros de FTIR das figuras 5.12 e 5.13, é também possivel veri-
ficar que ndo hé deslocamento das bandas caracteristicas da HAp ou do BaTiOs, 0 que pressu-
pde a ndo existéncia de qualquer interacdo fisica entre os dois materiais. Assim, as misturas séo

capaz de incorporar as caracteristicas especificas de cada um dos componentes sem alteracGes.

5.2.3. SEM/EDS

5.2.3.1. Substrato metalico de Ti-6Al-4V

Na figura 5.14 estdo expostas duas imagens de SEM da superficie da amostra de Ti-6Al-
4V, sem revestimento, de modo a se meio de comparagdo para com as superficies das amostras

com revestimento.
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Figura 5.14: Imagens de SEM obtidas para as amostras sem revestimento, com diferentes amplia-
¢Oes: A) 300X e B)1000x.

Ao analisar cada uma das imagens da figura 5.14, é possivel observar-se uma superficie
regular e um grau de rugosidade, relativamente, baixo. Através da anélise EDS por mapeamento
e, como verificado na analise quimica, o substrato é constituido por Titanio, Aluminio, Vanadio,

Silicio e Ferro.
5.2.3.2. Revestimento de HAp por Plasma Spray

As imagens de SEM da figura 5.15 representam o revestimento de HAp produzido pela
técnica de Plasma Spray e mostram 4 niveis de detalhe da sua superficie. Em relacéo as ima-
gens com menor detalhe, pode afirmar-se que a superficie apresenta morfologia irregular, rugo-
sidade e particulas de HAp depositadas como goticulas sobre o substrato. Pela analise das ima-
gens C e D, percebe-se que as particulas de HAp depositadas como goticulas na superficie do
substrato sédo abundantes e formam uma camada com pequenos fragmentos e “salpicos” arre-
dondados. Isto significa que os microp6s de HAp atingem o substrato de Ti-6Al-4V na forma
liquida ou em estado pastoso, para que na etapa de transferéncia vao solidificando e ao atingir o
substrato adquiram forma plana. Observa-se também na figura B que o revestimento contém
fissuras que, embora ndo apresentem problemas & osseointegracdo, podem diminuir a aderéncia
e a coesdo das camadas de HAp. As fissuras ocorrem devido ao aquecimento do substrato pelo
calor transferido pelo plasma, produzindo dilatacdo do substrato e diferencas de tensdes que
Ihes d&o origem, durante a solidificagdo das particulas [56].
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Figura 5.15: Imagens de SEM obtidas para as amostras revestidas de HAp, pela técnica de Plasma
Spray, com diferentes ampliages: A) 300x; B) 1000x; C) 5000x e D) 20000x.

Na figura 5.16 mostram-se os espectros EDS de duas zonas da amostra, representadas na
imagem D da figura 5.15. O espetro A (Spectrum 5) corresponde & zona de uma particula de

HAp e o espetro B (Spectrum 6) corresponde a uma zona com camada continua de revestimento
com pequenos “salpicos”.
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Figura 5.16: Espectros de EDS de duas zonas distintas da superficie, assinaladas na imagem D da
figura 5.15: A) particula de HAp e B) camada de revestimento com pequenos “salpicos”.
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Na analise dos espectros A e B identifica-se maioritariamente HAp, devido aos picos de
maior intensidade de Ca, P e O e Ca/P igual a 1,67, ao passo que, os picos de Ti correspondem
ao substrato.

Espera-se que as superficies obtidas e apresentadas na figura 5.15 apresentem uma boa
resposta bioldgica porque possuem sulcos em grande nimero, com diferentes profundidades e
larguras [57].

5.2.3.3. Revestimentos por CoBlast™

A técnica de CoBlast™ foi desenvolvida para resolver problemas associados com técnicas
de revestimento de alta temperatura, como a formagao de fases indesejadas, amorfizacéo e baixa

adesdo do revestimento[58].
5.2.3.3.1. Hidroxiapatite

Na figura 5.17 observam-se as imagens de SEM resultantes da analise da superficie do
revestimento de HAp, produzido por CoBlast™, com diferentes resoluces. Analisando as ima-
gens A e B, com menores ampliaces, verifica-se que a superficie é menos rugosa, comparati-
vamente com o revestimento de Plasma Spray, imagens A e B da figura 5.15. O revestimento
mostra ser menos compacto e com bastantes granulos na superficie. De forma mais detalhada,
consegue perceber-se que o revestimento possui zonas com grandes aglomerados de particulas
que formam praticamente uma zona plana de revestimento, mas também possui zonas com va-
rias particulas depositadas umas sobre as outras que criam espagos vazios entre elas, uma vez
que ndo se fundem para formar uma Unica camada, como se pode observar pelas imagens D e E.
As particulas que se observam podem ser de HAp ou de alumina, usada para remover a camada
de oxido de titénio do substrato metélico, e as suas fragmentagdes sdo aparentes porque nao se

visualizam gréos grandes a formar o revestimento.
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Figura 5.17: Imagens de SEM obtidas para as amostras revestidas de HAp, pela técnica de CoBlas-
t™, com diferentes ampliacdes: A) 300x; B) 1000x; C) 5000x; D) Superficie granulosa a 20000x e E)
Superficie plana a 20000x.

Perante a analise EDS, de diferentes regides da amostra, € possivel apurar se ocorreu ou
ndo a formacdo de novas fases para a HAp. Na figura 5.18 analisaram-se quatro espectros, o
espetro A e B (Spectrum 1 e 3) correspondem a zonas em que o revestimento é, consideravel-
mente, mais uniforme e os espetros C e D (Spectrum 2 e 4) a zonas em que ocorrem deposi¢oes
de particulas granulosas e pouco aglomeradas.
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Figura 5.18: Espectros de EDS resultantes da analise a zonas distintas da amostra, o espectro A e B
sdo de zonas de revestimento consideravelmente mais uniformes, enquanto o espectro C e D de zo-
nas com deposi¢es granulosas e pouco aglomeradas.

Calcularam-se, para cada um dos espectros, as propor¢des Ca/P e todos mostraram a exis-
téncia de HAp, exceto para o0 espectro A, que revelou a formagéo de fosfato tetracélcico (TeCP).
A detecdo de Al, Ti e O referem-se ao substrato de titdnio de grau 5 e ao abrasivo (Al.Os).

5.2.3.3.2. Mistura A: Revestimento de 80%/20% (m/m) de HAp/BaTiOs de nano-
pds de estrutura cubica

As imagens de SEM da figura 5.19 representam a superficie das amostras revestidas com
a mistura A (80%/20% (m/m) de HAp/BaTiOs de nanopds de estrutura cubica), produzida por
CoBlast™, e apresentam-se com 4 ampliag@es distintas. A morfologia das superficies com me-
nores ampliacBes, imagens A e B, é equivalente a que se observa para o revestimento de HAp
produzido pela mesma técnica. Para as imagens C e D, verifica-se novamente regides da super-

ficie do revestimento em que ocorrem deposicdes de particulas granulosas e pouco aglomeradas,
mesmo que, em menor quantidade.
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Figura 5.19: Imagens de SEM obtidas para as amostras revestidas com a mistura A, pela técnica de
CoBlast™, com diferentes ampliacdes: A) 300x; B) 1000x; C) 5000x e D) 20000x.

Face a andlise EDS, de diferentes regiGes da amostra, é possivel apurar se ocorreu ou nao
a formacdo de novas fases para a HAp, mediante esta nova mistura. Na figura 5.20 analisaram-
se dois espectros, o espectro A (Spectrum 3) corresponde a uma das zonas em gue o revestimen-
to € mais uniforme e o espetros B (Spectrum 4) a zona em que ocorrem deposi¢des de particulas
granulosas.

- Spectrum 3

Figura 5.20: Espectros de EDS de duas zonas distintas da superficie, o espectro A é de uma zona de
revestimento mais uniforme, enquanto o espectro B de uma zona com deposi¢des granulosas.
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As razdes molares Ca/P que se calcularam para os dois espectros foram aproximadamente
de 1 o que significa que as apatites que se formaram, apds revestimento, foram uma ou mais das
seguintes: Mono-hidrogenio fosfato de calcio dihidratado, Mono-hidrogénio fosfato de célcio,
Pirofosfato de célcio e/ou Pirofosfato de célcio dihidratado [59]. As particulas que se observam
de forma detalhada na imagem D da figura 5.19 podem ser apatites (enumeradas anteriormente),
de Al;O3 e nanopos de BaTiOs. A detecdo de outros elementos como V, Al, Ti e O refere-se ao
substrato de Ti-6Al-4V e a alumina.

5.2.3.3.3. Mistura B: Revestimento de 80%/20% (m/m) de HAp/BaTiOs de micro-

pés de estrutura tetragonal

Nas imagens de SEM da figura 5.21 revela-se a superficie do revestimento das amostras
revestidas com a mistura B (80%/20% (m/m) de HAp/BaTiO3 de micropds de estrutura tetrago-
nal), por CoBlast™, e expdem-se 4 resolugdes diferentes. A morfologia das superficies com
menores ampliacBes, imagens A e B, é equivalente a que se observa para os revestimentos com
HAp e com a mistura A, produzidos pela mesma técnica. Para as imagens C e D, tal como nos
dois revestimentos anteriores, observam-se regides da superficie do revestimento em que ocor-
rem deposicOes de particulas granulosas e pouco aglomeradas, no entanto, a diferenca que se

destaca é a existéncia de particulas esbranquicadas espalhadas pela superficie do revestimento.
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Figura 5.21: Imagens de SEM obtidas para as amostras revestidas com a mistura B, pela técnica de
CoBlast™, com diferentes ampliacdes: A) 300x; B) 1000x; C) 5000x e D) 20000x.

Considerando a anélise EDS, de diferentes regides da amostra, é possivel apurar se ocor-
reu ou ndo a formacao de novas fases para a HAp, apos deposi¢do da mistura B. Na figura 5.22
analisaram-se quatro espectros, o espectro A e D (Spectrum 1 e 4) correspondem a zonas em
que surgem deposicOes de particulas granulosas e os espetros B e C (Spectrum 2 e 3) as zonas
mais uniformes de revestimento.
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Figura 5.22: Espectros de EDS resultantes da analise a zonas distintas da amostra e de diferentes
ampliagdes, o espectro A e D correspondem a zonas com deposi¢des granulosas e pouco aglomera-
das, enquanto o espectro B e C a zonas de revestimento mais uniformes.

Calcularam-se, para cada um dos espectros, as razées molares Ca/P e os espetros B e C
indicaram a formag&o de HAp, ao passo que os espetros A e D a formacdo de TeCP. As particu-
las que se observam detalhadamente na imagem D da figura 5.21 podem ser de TeCP, Al,Os e
BaTiOs Tal como para as analises EDS anteriores, a dete¢do de Al, Ti e O referem-se ao subs-
trato de Ti-6Al-4V e Al,Os,

Depois de analisar todas as superficies das amostras produzidas, chega-se a conclusao
que as amostras produzidas por Plasma Spray apresentam um grau de rugosidade superior e as
deposicOes deste revestimento ostentam uma maior fuséo das particulas, comparativamente com
os revestimentos por CoBlast™, que apresentam uma morfologia granular para qualquer que

seja a sua composicao.
5.3. Polarizacéo por descarga de corona

Nas tabelas 5.1 a 5.5 indicam-se, para as amostras com revestimento as condi¢Ges de po-
larizacdo (temperatura e tempo de aplicagdo do campo elétrico), e os resultados das medidas de
potencial de superficie. Para qualquer uma das medidas realizadas, o tempo que decorre desde
que se desligam as fontes de tensdo até que se comega a medir o potencial de superficie é de,

aproximadamente, dois minutos. Assim que as fontes de tensdo sdo desligadas, os valores ele-
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vados de tensdo ndo descem a zero instantaneamente e, como tal, poderdo ocorrer descargas se a
amostra for retirada imediatamente do porta-amostras. Portanto, por questdes de seguranga, em

todos os testes se cumpriu com o tempo necessario para que isso Ndo acontecesse.

Quanto as condi¢des que se aplicaram, para os testes que se realizaram a temperaturas
mais elevadas, a temperatura aumentou a partir da temperatura ambiente do laboratorio e demo-
rou 15 a 20 minutos até atingir os 250°C e quanto ao arrefecimento, ocorreu com o campo elé-
trico aplicado e o tempo que demorou a decrescer até a temperatura ambiente foi de 35 a 40 mi-
nutos (no caso de a temperatura 300 °C, os tempos de aquecimento e arrefecimento foram, res-
pectivamente, 20-25 e 40-45 minutos). As tensdes que se aplicaram, durante 1 ou 5 minutos, na
ponta da agulha (tenséo de descarga de corona) e na grelha (tenséo de grelha) foram para todos
0s testes, respetivamente, Vc=-5 kV e Vg=-1 kV.

Para todos 0s ensaios mantiveram-se as distancias ponta da agulha-grelha e grelha-
amostra que sao, respetivamente, 2 e 1 ¢cm, ja que o equipamento utilizado apresentou limita-

cOes para se alterarem estas condigdes.

Tabela 5.1: Medidas de potencial de superficie com tempo e temperatura de polarizacéo variaveis,
para as amostras com revestimento de HAp, produzidas por CoBlast™.

Tempo . o~
CoBlast™ Polarizacio Tempergtuza Potencial de Superficie
. Polarizacgéo (°C) (kV)
minutos
Sem Polarizagdo -0,06+0,02
Temperatura ambiente -0,09+0,003
1 -0,07+0,02(12 Polarizagéo)
i St -0,06+0,01 (2*Polarizacio)
5 250 -0,07
300 -0,07

Através da analise da tabela 5.1, consegue perceber-se que as amostras sem polarizacao
apresentam valores menores de potencial de superficie e que aumentar a temperatura e/ou o
tempo em que se aplica a polarizacdo ndo se justifica, porque o potencial medido € menor ou
equivalente. Por este motivo, apenas se realizou um teste para cada uma das situagdes, 5 minu-
tos a 250°C e a 300°C.

Por outro lado, também n&o se justifica polarizar mais do que uma vez a mesma amostra
porgue para as 4 amostras que se polarizaram duas vezes durante um minuto a 250°C, com a

segunda polarizagdo passadas 48 horas, o potencial medido é menor.

Logo, para o revestimento de HAp produzido por CoBlast™, a melhor situagio de polari-

zacdo que se verificou foi a temperatura ambiente durante um minuto, com um potencial de su-
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perficie de -0,09+£0,003 kV, porque se aumenta a condutividade superficial do revestimento com

0 aumento da temperatura.

Tabela 5.2: Medidas de potencial de superficie com tempo e temperatura de polarizagéo variaveis,
para as amostras com revestimento de HAp, produzidas por Plasma Spray.

Plasma Po-lr:rrizggao Tem_pergtura Potencial de Superficie

Spray i —— Polarizacéo (°C) (kV)
Sem Polarizagéo -0,04
Temperatura ambiente -0,14

1 250 -0,14(arrefec_imento natural)

HAP -0,05(arrefecimento forgado)
300 -0,25
Temperatura ambiente -0,12
5 250 -0,21
300 -2,00

A anélise da tabela 5.2 mostra que as amostras sem polarizacdo possuem um valor inferi-
or de potencial de superficie, comparativamente com os valores das amostras que foram subme-
tidas a polarizacdo. Assim, a0 comparar 0S ensaios com polarizacao, verifica-se para os testes
realizados a temperatura ambiente ou a 250°C, durante 1 ou 5 minutos, valores menores de po-
tencial de superficie. Além de que, ensaios que sejam sujeitos a arrefecimento forcado manifes-
tam valores consideravelmente menores do que com arrefecimento natural. Porque, possivel-
mente, a corrente de ar gerada ajuda a mover as cargas elétricas depositadas na superficie tor-

nando as descargas mais rapidas.

De um modo geral, para amostras com revestimento de HAp produzido por Plasma
Spray, se a polariza¢do por descarga de corona for executada a alta temperatura (300°C) obtém-
se valores de potencial de superficie mais elevados, em particular t=5 min obtém-se um maior
potencial de superficie (-2 kV) uma ordem de grandeza acima de todos os outros resultados re-
gistados. Neste caso parece que se atingiu uma temperatura de activacao de traps ou de orienta-
¢do de dipolos com maior energia de activacao e, portanto, mais profundas e com maiores tem-
pos de relaxacdo, o que permite obter este valor do potencial de superficie consideravelmente
mais elevado. Esta tendéncia com a temperatura € a contraria da que se registou com o revesti-

mento de HAp por CoBlast™.
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Tabela 5.3: Medidas de potencial de superficie para as amostras revestidas com BG e HAp, produ-
zidas por CoBlast™.

Tempo

Temperatura Potencial de
Polarizacéo (°C) Superficie (kV)

CoBlast™ Polarizagao

minutos
80%/20% (m/m) HAp/BG [ Sem Polarizagdo -0,04
1 250°C -0,10
] Sem Polarizagdo -0,07
65%/35% (Mm/m) HAP/BG - ok e

Relativamente as amostras com revestimento constituido por 80%/20% de HAp/BG
(m/m) ou 65%/35% (m/m) de HAp/BG, observam-se valores de potencial de superficie superio-
res para 0s ensaios com polarizagdo a 250°C, durante 1 minuto, como se mostra na tabela 5.3.
No entanto, a amostra que possui no seu revestimento uma maior percentagem de BG manifesta

um potencial superior, igual a -0,13 kV.

Tabela 5.4: Medidas de potencial de superficie com tempo e temperatura de polarizacio variaveis,
para as amostras revestidas com 80%/20% (m/m) de HAp/BaTiOs de estrutura cubica, produzidas
por CoBlast™.

Tempo
CoBlast™ Polarizacéo

Temperatura Potencial de Super-
Polarizagéo °C) ficie (kV)

Sem Polarizagdo -0,08+0,01

minutos

Mistura A

8006/2006 (mim) de X Temperazt;l(r)% gmblente 813?88;
HAp/BaTiOs i 0090

o c Temperatura ambiente -0,09+0,03
Estrutura clbica 250°C -0,18

Considerando a tabela 5.4, constata-se que 0s ensaios com polarizacdo ostentam medidas
de potencial de superficie superiores, comparativamente com as medidas sem polarizacdo. Nos
ensaios em que a polarizagdo por descarga de corona se aplica durante 1 minuto, os testes a
temperatura ambiente apresentam maior potencial, inversamente com o que se verifica em en-

saios durante 5 minutos.

Assim, para as amostras revestidas com a mistura A e comparando os resultados obtidos,
a polarizagdo a 250°C durante 5 minutos sdo as condi¢Oes necessarias para que se maximize o
valor do potencial de superficie. Para o teste realizado nestas condigdes o valor encontrado foi
de -0,18 kV.
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Tabela 5.5: Medidas de potencial de superficie com tempo e temperatura de polarizagdo variaveis,
para as amostras revestidas com 80%/20% (m/m) de HAp/BaTiOz de estrutura tetragonal, produ-
zidas por CoBlast™.

Tempo

Potencial de Super-

™ i 3
CoBlast (minutos) Polarizagéo ficie (kV)
Sem Polarizagéo -0,14+0,03
80%/20% (m/m) de 1 Temperatura ambiente -0,12
HAp/BaTiOs 250°C -0,21
Estrutura tetragonal 5 Temperatura ambiente -0,12
250°C -0,21

Ao observar a tabela 5.5, conclui-se que os dois ensaios com polarizagdo a temperatura
ambiente exibem medidas de potencial de superficie inferiores, comparativamente com as me-
didas sem polarizagdo. Para os ensaios em que a polarizacdo por descarga de corona se aplica a

250°C, durante 1 ou 5 minutos, o valor encontrado € equivalente e superior a todos 0s outros.

Assim, para as amostras revestidas com a mistura B e comparando os resultados obtidos,
polarizar a amostra a 250°C durante 1 ou 5 minutos sdo as condi¢fes necessarias para que se
maximize o valor do potencial de superficie. Para os testes realizados nestas condigdes o valor
encontrado foi de -0,21 kV.

N&o foi possivel realizar os ensaios a 300°C para todas as amostras, nem sempre que se
pretendia, porque o equipamento apresenta limitacfes para temperaturas superiores a 250°C.
Consequentemente, quando se realizam testes a temperaturas mais elevadas, torna-se necessario
interrompé-los devido a descargas que se geram nas ligacdes do equipamento (isolados com
Teflon) e que, por questbes de seguranca da fonte de alta tensdo, a mesma cessa a aplicagéo de
tenséo na ponta da agulha.

Ao comparar todos os resultados encontrados para as amostras polarizadas, considerando
0s testes a 250°C e tempo de polarizacdo de 1 minuto, apresentam-se 0s revestimentos por or-
dem crescente de deposicdo de potencial de superficie: CoBlast™: HAp < CoBlast™: 80%/20%
(m/m) de HAp/BG < CoBlast™: mistura A < CoBlast™: 65%/35% de HAp/BG < Plasma
Spray: HAp < CoBlast™: mistura B. Ao considerar os testes a 250°C e tempo de polarizagio de
5 minutos, que ndo se realizaram para os revestimentos com BG, a ordem seria a seguinte:
CoBlast™: HAp < CoBlast™: mistura A < Plasma Spray: HAp = CoBlast™: mistura B. Logo, é
possivel verificar uma tendéncia de resultados de potencial de superficie que ndo se altera com o

aumento do tempo de aplicagéo do campo.

De referir nos resultados do CoBlast™ com HAp, o facto dos valores mais elevados obti-
dos corresponderem a polarizagdo a temperatura ambiente, o que est4, como referido anterior-

mente, provavelmente relacionado com a condutividade elétrica na superficie destes revestimen-
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tos, 0 que da azo a um menor eficiéncia na deposicao de carga ao acelerar o decaimento da car-

ga despositada.

Também se avaliou a variagao do potencial de superficie, com o tempo, colocando a son-
da capacitiva na mesma regido de determinada amostra, durante 3 minutos. Concluiu-se por ca-
da 3 minutos que a sonda fica estatica, um decaimento do potencial de cerca de 30 a 40%, em
todas as amostras.

Este estudo mostra, para além de se depositarem pequenas quantidades de carga na amos-
tra, que também apresentam um decaimento rapido. Com base nestes resultados, optou-se por
ndo realizar testes de bioatividade e cultura celular as amostras polarizadas por descarga de co-
rona, uma vez que, passado relativamente pouco tempo, a carga que as amostras conseguem

conservar é muitissimo baixa.
5.4. TSDC

Os termogramas de TSDC dos graficos 5.23 a 5.28 sdo representados com cores distintas
consoante as condigdes de realizagdo. Os ensaios realizados a amostras virgem, sem polarizagdo
e sem tratamento térmico (sTT), representam-se a verde, com tratamento térmico e sem polari-
zagdo (TT), a preto, com tratamento térmico e polarizacdo positiva (Pol+) e negativa (Pol-), a

azul e vermelho, respetivamente.

A partir dos termogramas de TSDC também se calculou a carga de polarizacdo, Q, relati-
va aos diferentes ensaios realizados, utilizando para tal a equagéo 5.6, em que J(T) corresponde

a densidade de corrente, medida a temperatura T, e B & taxa de aquecimento.

Equacéo 5.6: Densidade de carga total

1 [Tfinal _
Q== J(T) a(T)

B Tinicial

Na figura 5.23 mostram-se as curvas de TSDC obtidas para as amostras com revestimento
de HAp por Plasma Spray. Ao analisar o grafico pode observar-se que a densidade de corrente
para 0s ensaios com Pol+ e Pol- tém a mesma ordem de grandeza e apresentam valores superio-
res que para ensaios STT e TT. Para todas as curvas se verifica um perfil de densidade de cor-
rente praticamente constante, exceto para a curva de TSDC sTT, que se mantém constante até

100°C e, a partir deste valor, apresenta um aumento gradual com o aumento da temperatura. As
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amostras sTT apresentaram carga total de 5,17x10 C/m?, com TT de 4,95x10° C/m? e Pol+ e
Pol-de 1,43x102 C/m? e —1,11x107 C/m?, respetivamente.

Deste modo, conclui-se que € possivel reter carga na superficie das amostras produzidas
por Plasma Spray. Além disto, verifica-se para ensaios sem polarizacdo uma densidade de cor-
rente superior do que para tratamento térmico, o que indica que durante o processo de deposi¢do
ha cargas que se geram/depositam na superficie da amostra e se perdem aquando dos ensaios
com TT. Em contrapartida, 2 meses ap0s revestimento das amostras quando se realizam ensaios
STT é notdrio um decréscimo acentuado da densidade de corrente. Este facto mostra que com o
passar do tempo as cargas que se geraram na superficie da amostra aquando do processo de re-
vestimento se perdem e, portanto, ocorre uma desorientacdo dos dipolos. Além disso, também
devem existir, resultantes do processamento, cargas electrostaticas que entretanto se descarre-
gam com o tempo. Por outro lado, a presencga destas cargas electroestaticas e dipolos antes da
polarizacdo podem justificar o facto de as duas correntes (Pol+ e Pol-) ndo serem iguais. A posi-

tiva € maior porque tem o acréscimo do que ja existia.

Plasma Spray : HAp

6,0x10°
4,0)(10-6 7 /
2,0x10° /

o
% 0,8 Polarizaggo positiva [Q=1,43x10 “C/m“]
- Polarizag&o negativa [Q=-1,1 1x10_2C/m2]
-2,0x10° Sem polarizagao [Q:5,17x10-3C/m2]
Tratamento térmico [Q=4,95x10'3C/m2]
-4,0X10-(i 1 Sem polarizagdo 2 meses apos revestimento [Q=-1 ,00x1075C/mz

—71T - T - 1 T 1 ' T ' T T T T 1
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
T(°C)

Figura 5.23: Termogramas de TSDC obtidos, em atmosfera de ar, para amostras com revestimento
de HAp por Plasma Spray.

O estudo das correntes termoestimuladas realizado as amostras revestidas com HAp por
CoBlast™ ¢é apresentado na figura 5.24. Através da analise ao grafico é possivel perceber que a
densidade de corrente para os ensaios com Pol+ e Pol- voltam a ter a mesma ordem de grandeza
entre si, tal como para os de Plasma Spray (mas que, comparativamente com o CB, apresentam

valores maiores), e apresentam valores superiores que os ensaios de TT. Contudo, o0 ensaio STT
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revelou valores superiores de densidade de corrente, que aumentam, mais uma vez, com a tem-

peratura a partir dos 100°C.

Para 0 ensaio com Pol+ a densidade de corrente aumenta com a temperatura a partir,
aproximadamente, dos 140°C e sdo visiveis alguns picos. Até este valor da temperatura nao
existem diferencgas significativas com os resultados de TT e as cargas totais calculadas sdo mui-
to semelhantes. Tanto nas curvas de TT como nas de Pol, o perfil de densidade de corrente é
quase constante. A densidade de carga total, em mddulo, é de 1,77x102 C/m? para amostras
sTT, de 5,01x10% C/m? para amostras com TT, de —5,09x10° C/m? para amostras Pol e de
5,20x10° C/m? para amostras Pol+. Em mddulo, as 3 curvas TT, Pol+ e Pol- tém valores de
carga muito semelhantes, o que pode ser indicativo de haver dipdlos que j& se encontram orien-
tados devido ao processo de CB e cuja orientacdo é a mesma que seria obtida quando se aplica
Pol+ e que ndo desaparecem por aplicacdo de temperatura de 200°C (TT). SO na polarizagéo
negativa os dipolos sdo re-orientados por aplicacdo do campo eléctrico. Isto implica que as

amostras ja possuem inicialmente cargas eléctricas superficiais positivas.

Realizou-se, ainda, um teste sTT 2 meses apds revestimento da amostra e verificou-se
que a densidade de corrente decresceu acentuadamente, a semelhanca do que aconteceu com as
amostras revestidas por Plasma Spray, encontrando-se os valores de densidade de corrente pro-
ximos do teste com TT. Conclui-se, assim, que ap6s dois meses de revestimento as amostras

perdem todas as cargas/dipolos que se possam ter gerado durante o processo de revestimento.

CoBlast™ : HAp

1.4x10° - Sem polarizagéo [Q=1 ,77x10_2C/m2]
Tratamento térmico [Q=5,o1x1o'3C/m2]
-5
1:2x10 Polarizagao positiva [Q=5,20X10">C/m?]
1,0x10° Polarizagéo negativa [Q:-5.09X10_3C/m2]
Sem polarizagdo 2 meses apos revestir 0 [C.):—1.83><1O’3C/m2
8,0x10°
§ 6,0x10°
= ]
=
4,0x10°
2,0x10° EM
0,0
-2,0x10° —
— T —————
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

T(°C)

Figura 5.24: Termogramas de TSDC obtidos, em atmosfera de ar, para amostras com revestimento
de HAp por CoBlast™.
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Nas figuras 5.25 e 5.26 estdo representados os termogramas dos ensaios de TSDC efetua-
dos as amostras revestidas de 80%/20% e 65%/35% (m/m) de HAp/BG, sTT e com Pol+. O per-
fil da densidade de carga é praticamente constante ao longo de toda a gama de temperaturas,

exceto para as amostras Pol+ com 65%/35% (m/m) de HAp/BG, onde a carga aumenta com a

temperatura e surgem alguns picos. Para as amostras STT com 20% e 35% de BG, respetiva-

mente, a densidade de carga total, em mddulo, é de 5,70x10° C/m? e 3,01x10° C/m? e de

3,23x10° C/m? e 2,0x102 C/m? para amostras Pol+.

Os resultados mostram para as amostras revestidas com maior quantidade de BG densi-

dades de correntes superiores e, portanto, mais carga retida na superficie da amostra. O aumento

do contetido de BG leva a aumento da corrente medida e a maior deposicéo de carga durante a

Pol+, o vidro deve possuir uma maior capacidade de reter cargas superficiais que a HAp.

CoBlast™ : 80%/20% (m/m) de HAp/BG

1,4x10°
1,2x10° 1
1,0x10° -

—~ 8,0x107 -
N

~—
o —

£ ]l
< 6,0x10" -
4,0x10" -
2.0x10"

0,0 +

P

/——-\

Sem polarizagdo [Q=5,70x10"° C/m’]
Média de polarizagdes positivas [Q=3,23x10"° C/m’]

Iy

2

I ¥ I

T —T1 - I - T 1 1T 1
5 50 75 100 125 150 175 200 225 250

Figura 5.25: Termogramas de TSDC obtidos, em atmosfera de ar, para amostras revestidas com
80%0/20% (m/m) de HAp/BG por CoBlast™.
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CoBlast™ : 65%/35% (m/m) de HAp/BG

1,2x10°
|{=——Média de polarizagbes positivas [Q=2,Ox10'2 C/m2

1,0x1 05 {— Sem polarizagdo [Q=3,01x1 0'3 C/m2]

8,0x10° 1

«6,0x10°

S

0,0 -7t - r -+t~ 1T &7 "1& 1"
25 50 75 100 125 1580 175 200 225 250
T(°C)

Figura 5.26: Termogramas de TSDC obtidos, em atmosfera de ar, para amostras revestidas com
65%6/35% (m/m) de HAp/BG por CoBlast™,

Avaliaram-se, também, as deposi¢cGes de carga superficial em revestimentos com
80%/20% (m/m) de HAp/BaTiO3 de nanopds de estrutura cubica (mistura A) e micropés de es-
trutura tetragonal (mistura B), por CoBlast™, como se mostra nas figuras 5.27 e 5.28.

Em todos os ensaios (STT, TT e Pol+ e Pol-), para ambos os tipos de revestimento, se ve-
rificam valores de carga total da mesma ordem de grandeza e para os testes com Pol+ e Pol-
esses valores em médulo sdo muito proximos. Para revestimentos com a mistura A, comparati-
vamente com revestimentos com a mistura B, o valor de densidade de carga total em testes com
TT é superior e para testes STT € inferior. O perfil da densidade de corrente é crescente com a

temperatura a partir dos 100°C e ostenta alguns picos, para ensaios com TT e Pol+.
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CoBlast™: 80%/20% (m/m) de HAp/BaTiO, Estrutura Cibica

8,0x10°
e _M
4,0x10°
Média de testes sem polarizagao [Q=3,26x10'3C/m2
o 2,0x10° Média de polarizagdes positivas [Q=3,73x10™>C/m?]
E 0.0 ] Tratamento térmico [Q=3,53x1 O'3C/m2]
= ' Polarizag&o negativa [Q=-3,25x10C/m?]
-2,0x10°
-4,0x10° ~
6,0x10° - —
T X T 1 T

Y LT I T I — 7T T 7
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
T(°C)

Figura 5.27: Termogramas de TSDC obtidos, em atmosfera de ar, para amostras revestidas com a
mistura A por CoBlast™,

Quando se analisam os graficos da figura 5.28, tem-se claramente um pico na zona cor-
responde a temperatura de Curie do BaTiO; (120°C) para o espetro sTT, que desaparece com 0
TT. Devido a esse facto, mais uma vez, se vem provar que ha polarizacdo durante o CB e tal
como se verifica para a HAp depositada por CB, as curvas de TT e Pol+ apresentam valores

muito semelhantes, sendo ainda mais acentuada neste caso.
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CoBlast™: 80%/20% (m/m) de HAp/BaTiO, Estrutura Tetragonal

1,0x10°° -
8,0x10'5—-
6,Ox10'6—-
4,0x10'6—-

2,0x10° -

j(Am2)

Polarizag&o positiva [Q=3,10x10"C/m?]
Polarizagdo negativa [Q=-3,29x10™>C/m?]
Sem polarizagéo [Q=4,06x10'3C/m2]
Tratamento térmico [Q=2,99x1 0'3C/m2]

0,0 1

-2,0x10° -

-4,0x10° -

-6,0x10° T e e e e e e
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
T(°C)

Figura 5.28: Termogramas de TSDC obtidos, em atmosfera de ar, para amostras revestidas com a
mistura B por CoBlast™.

Os valores de densidade de carga total para todos os tipos de ensaios e revestimentos en-
contram-se representados na tabela 5.6. De um modo geral, conclui-se que 0s revestimentos de
HAp produzidos por Plasma Spray conservam, em modulo, cargas superiores para ensaios com
Pol- e, com a mesma ordem de grandeza, na Pol+ sO se encontra a amostra revestida com
65%/35% (m/m) de HAp/BG, produzida por CB. Para ensaios sTT, as amostras de HAp por
CoBlast™ e Plasma Spray apontam para os resultados mais altos, tal como para TT.

Tabela 5.6: Valores de densidade de carga total, em C/m?, obtidos para cada um dos ensaios em
todos os tipos de revestimento.

Material Pol- Pol+ sTT TT
Carga (C/m?
Plasma Spray
HAp 111x102  1,43x107 5,17x10° 4,95x10°
CoBlast™
HAp 500x10°  5,20x10% 1.77x10° 5,01x10°
8096/20% (m/m) HAP/BG i 3,23x10° 5.70x10° -
659%/35% (m/m) HAp/BG i 2 0x107 3.01x10°
80%/20% (m/m) HAP/BaTiOs 5 o5, 193 3734102 3,26x10° 3,53x10°
Estrutura clbica
80%/20% (m/m) HAD/BaTIOs 5 ,9.193  310x103 4,06x10° 2.99x10°3

Estrutura tetragonal
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5.5. Rugosidade

Na figura 5.29 encontram-se as imagens da topografia superficial da placa Ti-6Al-4V
com e sem revestimento. A escala de cada uma das imagens ¢ definida de 0 a 45 um e a cor vai
clareando gradualmente de 5 em 5 um, em que 0 um corresponde a zonas pretas e 45 um a zo-

nas brancas no grafico.
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Figura 5.29: Imagens da topografia superficial da placa de Ti-6Al-4V (A), do revestimento produ-
zido por Plasma Spray (B-HAp) e dos revestimentos produzidos por CoBlast™ (C-HAp, D-
80%/20% (m/m) de HAp/BaTiOs estrutura cubica; E-80%/20% (m/m) de HAp/ BaTiOs estrutura
tetragonal; F-80%/20% (m/m) de HAp/BG e G-65%/35% (m/m) de HAp/BG), obtidas com um mi-
croscépio confocal a laser.
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Na tabela 5.7 apresentam-se as medidas de rugosidade média (WSq) das amostras com e
sem revestimento. Os parametros estatisticos da distribuicdo gaussiana, skewness (WSsk) e kur-
tosis (WSsu), traduzem os valores de assimetria e de curtose dos dados e, portanto, descrevem
0s desvios associados aos dados de rugosidade. Para as amostras sem revestimento, com reves-
timento de HAp por Plasma Spray e CoBlast™ e com a mistura D a distribuicio é assimétrica
negativa e, para as restantes, assimétrica positiva. Quanto aos valores de curtose pode afirmar-se
que todos os valores sdo superiores a 3, logo as fungdes probabilidade sdo leptocurticas e as dis-
tribuicGes sdo mais altas e concentradas (afuniladas) que a distribuigdo normal. O filtro que se
aplicou a cada uma das imagens foi o filtro passa-baixo (W) que, por ser um filtro linear, suavi-
za, realca detalhes da imagem e minimiza efeitos de ruido, sem alterar o nivel médio de cinza da

imagem (valor de rugosidade).

Tabela 5.7: Medidas de rugosidade média (WSq) das amostras com e sem revestimento.

' Amostras ' Wsq (um)

Ti-6Al-4V 2,974

Plasma Spray
HAp 12,865

CoBlast™

HAp 4,522
Mistura A (80%/20% (m/m) de HAp/BaTiO; Estrutura cubica) 4,912
Mistura B (80%/20% (m/m) de HAp/BaTiOs Estrutura tetragonal) 4,453
Mistura C (20%/80% (m/m) de HAp/BG) 4,195
Mistura D (35%/65% (m/m) de HAp/BG) 4,135

De acordo com a figura 5.29 e com as medidas da tabela 5.7, para as amostras com reves-
timento produzido por CoBlast™, a rugosidade da superficie ndo revela uma alteragio relevante
para revestimentos com diferentes misturas e a sua ordem de grandeza é equivalente a da espes-
sura deste tipo de revestimento (=4um), tal como acontece com a ordem de grandeza da rugosi-

dade e espessura do revestimento produzido por Plasma Spray (=13um).

As amostras que apresentam maior e menor rugosidade s&o, respetivamente, as amostras

com revestimento de HAp por Plasma Spray e com a mistura D por CoBlast™.

Concluiu-se, com esta andlise, que existe uma correlagdo entre os resultados de rugosida-
de e os resultados de polarizagio por corona e contacto. Sabe-se, para a técnica de CoBlast™,
que os valores de carga superficial sdo 0s mais baixos, isto porque, apresenta uma camada de
revestimento mais fina do que a técnica de Plasma Spray. Assim, quando se comparam os valo-
res da espessura da camada do revestimento com os de rugosidade, confirma-se que os valores
de WSq sdo bastante elevados, o que dara origem a areas do revestimento com camadas dema-

siado finas, ou praticamente, sem revestimento. Estas constatacdes justificam, o facto de, ndo se
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conseguir conservar grandes quantidades de carga nos revestimentos e a existéncia de ruido nos

gréficos, antes do tratamento com o filtro de suaviza¢do “adjacente-averaging”.

Por outro lado, a polarizagdo por corona revela que a superficie deve conduzir alguma da
carga elétrica, depositada, que se vai “escoar” rapidamente para o elétrodo ligado a terra nas
areas mais finas da amostra, ficando esta com valores baixos de carga superficial. Na polariza-
¢do por contacto a rugosidade elevada leva a mau contacto com os elétrodos, tanto durante a
aplicagcdo do campo elétrico como durante as medidas da corrente termoestimuladas, resultando

numa polarizagdo menos eficiente e na existéncia de ruido na corrente medida.

No entanto, a presenca de microrugosidade € benéfica em termos de osteointegracao,

ja que facilitara a adesdo e proliferacdo celulares ap6s colocacao dos implantes.
5.6. Ensaios de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade das amostras com diferentes tipos de revestimento, torna
percetivel a existéncia de substancias citotdxicas que determinado revestimento possa lixiviar
para o meio. Esta analise determina se o material ou mistura de materiais utilizados podem ou
ndo ser aplicados como revestimento e, consequentemente, colocados em contato com o orga-

nismo.

Na tabela 5.8 encontram-se 0s resultados obtidos com o respetivo calculo de viabilida-
de celular, assim como as incertezas correspondentes. Co corresponde & concentracao inicial do
meio colocado em contacto com a amostra revestida,Co/2 a uma diluicdo para metade da con-

centragdo do meio e Co/4 a uma dilui¢do para ¥4 da concentracdo inicial do meio.

Tabela 5.8: Resultados dos ensaios de citotoxicidade das amostras com e sem revestimento.
Viabilidade Relativa

Amostras (%)
Co Cor Con
Ti-6Al-4V 10743 | 10443 | 105%3
Plasma Spray
HAp 11243 | 106+4 @ 10743
CoBlast™
HAp 11243 | 11043 | 11043

80%/20% (m/m) de HAp/BaTiO; Estrutura Cubica 111+3 11044 11043
80%/20% (m/m) de HAp/BaTiOs Estrutura Tetragonal 107+3 | 109+3 | 108+3
Controlos
C+ 2+2
C- 100 £+ 3
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Analisando os resultados, verifica-se que todos os valores de viabilidade relativa sdo
superiores a 90% com incertezas entre 3% e 4%. Assim, pode afirmar-se, para todas as concen-
tracOes testadas, que os revestimentos utilizados sdo ndo citotdxicos. Conclui-se, portanto, que
0s materiais usados apresentam caracteristicas apropriadas para 0 seu uso como revestimento,

sem provocar problemas a nivel citotdxico.

5.7. Ensaios de bioatividade

Todos os tipos de amostras, com ou sem revestimento e ndo polarizadas, foram imersas
em SBF por periodos de tempo de 6, 12 e 36 horas e, ainda, 3, 5 e 7 dias. Decorrido o tempo
estipulado para os ensaios de bioatividade, lavagem e secagem, as amostras foram caracteriza-
das recorrendo-se a técnica de SEM de modo a observar a estrutura morfoldgica e a analise EDS

para analisar a composi¢do quimica elementar da superficie da amostra.

As alteracOes nas superficies de algumas das amostras e a dete¢do dos elementos (Ca, P)
ajudam na interpretacdo dos dados para a formagdo da camada de fosfato de célcio (CaP).

Por outro lado, sabe-se que a analise EDS analisa até 1 um de profundidade da amostra.
Assim, torna-se possivel interpretar a quantidade de Ti que se deteta na analise e determinar em

gue zona da amostra ou que tipo de revestimento apresenta uma maior camada de CaP.

Para todas as figuras apresentadas, exceto para a figura 5.30, as imagens AeB,CeDeE
e F correspondem a imersdes em SBF durante 36 horas, 3 dias e 7 dias, respetivamente, enquan-
to para a figura 5.30, por evidenciar deposi¢6es de CaP mais cedo que todas as outras amostras,
considerou-se necessario expor imagens de SEM de imersGes com 12 horas, nas imagens A e B,
além de 36h e 3 dias de imersdo em SBF, nas imagens C e D e E e F, respetivamente. Para cada
um dos tempos de imersdo expostos, apresentam-se duas imagens com ampliagfes distintas, a
300x e 5000x.

Na figura 5.30, mostram-se algumas imagens de SEM captadas das superficies das amos-

tras de Ti-6Al-4V sem revestimento, apos ensaios de bioatividade.
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Figura 5.30: Imagens de SEM obtidas para as amostras de Ti-6Al-4V sem revestimento, com dife-
rentes ampliacdes, imersas em SBF durante 36 horas (A,B), 3 dias (C,D) e 7 dias (E,F).

Relativamente as imagens de SEM expostas na figura 5.30, pode aferir-se que decorridas
36 horas de imersdo em SBF, as amostras ndo apresentam cristais de CaP na sua superficie. No
entanto, apds 3 e 7 dias de imersdo em SBF ja se identificam diferentes camadas de precipitados

de CaP e aglomerados de cristais em determinadas regides da superficie da amostra.
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Figura 5.31: Imagem de SEM da superficie do substrato sem revestimento imerso 7 dias em SBF e
0s respetivos espetros EDS: 1) zona com aglomerados; 2) zona com camada continua.

A figura 5.31 mostra a analise EDS de duas zonas distintas da superficie da amostra,
imersa 7 dias em SBF, uma zona com aglomerados de CaP (1) e outra com uma camada conti-
nua de CaP (2) que precipitou sob o substrato, confirmou-se a presenca de iGes calcio e fosfato
em maior quantidade para o espetro 2, zona com aglomerados, apesar de se verificar uma quan-
tidade suficientemente elevada para a espetro 1, camada continua depositada sobre o substrato.
Para a camada continua da amostra, pode afirmar-se que os precipitados que se formam sdo
HAp porque possuem uma razdo molar Ca/P igual a 1,67, contudo, para a regido com aglome-
rados a razdo é de 1,5, o que significa que as apatites que se depositaram para formar os aglo-
merados sdao ACP ou TCP, e como o valor é inferior a 1,67, apresentam uma taxa de dissolucao
superior a apresentada pela HAp [59].

Por outro lado, é possivel constatar-se na analise EDS da camada continua de CaP uma
quantidade de Ti significativa além de quantidades reduzidas de Al e V, contrariamente a zona
com aglomerados. Isto prova que a camada continua de CaP que se formou ao fim dos 7 dias de

imersdo apresenta uma profundidade menor que a da analise do método.

Na figura 5.32, expdem-se algumas imagens de SEM captadas da superficie das amostras
revestidas por HAp, pela técnica de CoBlast™, apds ensaio de bioatividade.
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Figura 5.32: Imagens de SEM obtidas para as amostras revestidas com HAp, com diferentes ampli-
acdes, pela técnica de CoBlast™, imersas em SBF durante 36 horas (A,B), 3 dias (C,D) e 7 dias
(E,F).

Para as imagens de SEM que se observam na figura 5.32, verificou-se, decorridas 36 ho-
ras de imersdo em SBF, que as amostras ja apresentam cristais de CaP na sua superficie. Pela
analise das imagens de maior ampliacéo, apos 3 e 7 dias de imersdo em SBF identificaram-se
grandes aglomerados sob camadas continuas de CaP. Ainda assim, a camada de CaP da imagem
F aparenta ter maior espessura que a da imagem D, uma vez que muitos dos aglomerados for-
mados durante a imersdo dos 7 dias j& se depositaram e formaram uma camada mais densa, sob

a qual se formam novamente novos aglomerados.
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Figura 5.33: Imagens de SEM da amostra com revestimento de HAp, produzido por CoBlast™,
imersa 36 horas em SBF e os respetivos espetros EDS: 1) zona com aglomerado de grandes dimen-
sOes; 2) zona com pequenos aglomerados.

De acordo com a figura 5.33 e relativamente a analise EDS das duas zonas distintas da
superficie da amostra, imersa 36 horas em SBF (uma zona num aglomerado de grandes dimen-
sdes (1) e outra numa regido da amostra com varios aglomerados de pequenas dimensoes (2)),
verificou-se a presenca de ides célcio e fosfato em maior quantidade no espetro 2, apesar de se
verificar uma quantidade suficientemente elevada também no espetro 1. Depois de calcular as
razdes molares Ca/P para ambas as regides, verificou-se que os precipitados que se formam na
superficie do revestimento da amostra possuem razGes molares Ca/P inferiores a 1,67. Para a
zona 1, com razdo molar igual a 1,31, formaram-se apatites de fosfato octacélcico (OCP) e para
a zona 2, com razdo molar de 1,5, apatites de ACP ou TCP [59].

A andlise EDS também mostrou para as duas regiGes da amostra pequenas quantidades de
Ti, 0 que significa que a cobertura CaP que se formou durante as 36h de imers&o néo é suficien-
temente espessa relativamente a profundidade do método. No entanto, a quantidade de Ti que se
deteta durante esta andlise, para a amostra com revestimento de HAp apenas com 36h de imer-
sd0, € muito menor que a detetada para a camada continua de CaP precipitada na amostra de Ti-
6AIl-4V imersa durante 7 dias na solucdo SBF, confirmando a hipotese anterior da camada ser

mais espessa no revestimento com HAp.
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Na figura 5.34, expdem-se algumas imagens de SEM captadas da superficie das amostras
revestidas por HAp, pela técnica de Plasma Spray, apds ensaio de bioatividade.
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Figura 5.34: Imagens de SEM obtidas para as amostras revestidas com HAp, com diferentes ampli-
acdes, pela técnica de Plasma Spray, imersas em SBF durante 12 horas (A,B), 36 horas (C,D) e 3
dias (E,F).

De acordo com as imagens SEM que se apresentam na figura 5.34, é possivel constatar-se
que as deposicdes de fosfatos de calcio para a amostra com revestimento de HAp, produzido por
Plasma Spray, aparecem previamente, em compara¢do com todas as outras amostras testadas.
Nas imagens em que a amostra esteve imersa por um periodo de 12h, a morfologia da superficie

da amostra esté significativamente alterada, ja se distinguem bastantes deposicGes esféricas de
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CaP que comecam a formar camadas distintas de precipitado. O mecanismo principal de recris-
talizacdo destas esferas é a nucleacdo heterogénea e, consequentemente, a sua expansao apos
tempos de imersdo mais longos [59], como se pode verificar pelas imagens D e F com tempos
de imersdo de 36h e 3 dias. A formacédo desses locais de nucleagdo deve-se a rapida dissolugao
da hidroxiapatite amorfa, presente nos revestimentos produzidos pela técnica de Plasma Spray,
levando a um desequilibrio significativo de ides na solugdo SBF [59].

Quando se analisa a imagem D e F, com maiores tempos de imersdo em SBF e maiores
ampliaces, a espessura das camadas depositadas parecem ter atingido uma espessura conside-

ravel e novos aglomerados de CaP continuam a formar-se sob a(s) camada(s) anterior(es).
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Figura 5.35: Imagens de SEM do revestimento de HAp, produzido por Plasma Spray, imerso 36
horas em SBF e os respetivos espetros EDS: 1) zona com deposi¢édo continua; 2) zona com aglome-
rados.

Ao analisar a imagem e os espectros da figura 5.35, 0 espectro 1 que corresponde a zona
da amostra com uma camada continua de CaP, apresenta uma maior concentracdo de ifes calcio
e fosforo, comparativamente com o espetro 2, de uma zona com aglomerados esféricos. Assim,
calcularam-se as raz6es molares Ca/P para as duas regifes e apurou-se para os precipitados que
se formam na superficie do revestimento da zona 1, razdo molar Ca/P inferior a 1,67 e para a
zona 2 superior a 1,67. Para a zona 1, a razdo molar foi de 1,51 e, portanto, formaram-se apati-
tes de ACP ou TCP e para a zona 2, com razdo molar de 2,32, apatites de TeCP [59].

A anadlise EDS também revelou quantidades minimas de Ti, para ambos 0s espectros, 0
que significa que a camada de fosfato de calcio que se depositou depois da imersao da amostra

por um periodo de 36h ja possui uma espessura de CaP consideravel.

Na figura 3.26, expdem-se algumas imagens de SEM captadas da superficie das amostras
revestidas pela mistura A, pela técnica de CoBlast™, apos ensaio de bioatividade.
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Figura 5.36: Imagens de SEM obtidas para as amostras revestidas com a mistura A (80% de HAp e
20% de BaTiOs estrutura cubica), com diferentes ampliagdes, pela técnica de CoBlast™, imersas
em SBF durante 36 horas (A,B), 3 dias (C,D) e 7 dias (E,F).

Ao analisar as imagens SEM que se apresentam na figura 5.36, dos revestimentos consti-
tuidos pela mistura A produzidos pela técnica de CoBlast™, relativamente & amostra imersa 36h
na solucdo SBF, constata-se que a superficie se mantem praticamente inalterada comparativa-
mente com a superficie que se analisou antes da imersdo na solucdo SBF (imagens B e C da fi-
gura 4.10). Analisando imagens com ampliacdo de 20000x, comegam a notar-se pequenas depo-

sicdes esféricas que se formam sob o revestimento.
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Ao analisar as imagens com maiores tempos de imersdo, conseguem ja identificar-se bas-
tantes aglomerados sob o revestimento. Através da imagem C e D percebe-que a formagédo de
aglomerados aumentou consideravelmente tanto de 36h para 3 dias como de 3 para 7 dias de
imersdo em SBF. Porém, apenas perante imagens de maior ampliagdo se consegue ter a perce-
cao se existe, na realidade, uma camada continua de CaP depositada a superficie. Assim, ao ana-
lisar as imagens D e F, comprova-se, tanto para 3 como para 7 dias de imerséo, a formacédo de
uma camada continua de CaP que se estende por toda a superficie da amostra. Mas, como previ-
sivel, passados 7 dias de imersdo em SBF a camada que se observa aparenta ser mais uniforme e
de maior espessura, enquanto passados 3 dias, existem um relevo entre as varias camadas menos
espessas gque se formam sob o revestimento.
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Figura 5.37: Imagens de SEM do revestimento A, produzido por CoBlast™, imerso 36 horas
em SBF e os respetivos espetros EDS: 1) zona com deposicao de particulas de pequenas dimensdes;
2) zona continua de revestimento.

Em relacdo as imagens da figura 5.37, 0 espectro 1 que corresponde a uma zona da amos-
tra com uma deposicao de particulas de pequenas dimensdes, apresenta uma maior concentracao
de ides calcio e fosforo, comparativamente com o espetro 2, de uma zona com uma camada con-
tinua de revestimento. Os valores de razdo molar Ca/P calculados foram superiores a 1,67, para
0 espetro 1 foi de 2,16 e para o espetro 2 de 3,78 o que significa que as apatites que se formaram
a superficie do revestimento foram de TeCP [59].
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Quanto as quantidades de Ti detetadas pela andlise EDS, € possivel observar-se, através
do espetro, concentracdes significativas deste composto. Conclui-se, portanto, que a camada de
CaP que se possa ter formado, durante 36h de imers@o em SBF, possui uma espessura reduzida

comparativamente com as outras amostras testadas.

Na figura 5.38, expdem-se algumas imagens de SEM captadas da superficie das amostras
revestidas pela mistura B, pela técnica de CoBlast™, ap6s ensaio de bioatividade.
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Figura 5.38: Imagens de SEM obtidas para as amostras revestidas com a mistura B (80% de HAp e
20% de BaTiOs estrutura tetragonal), com diferentes ampliagdes, pela técnica de CoBlast™, imer-
sas em SBF durante 36 horas (A,B), 3 dias (C,D) e 7 dias (E,F).

Segundo as imagens apresentadas na figura 5.38, apds ensaios de bioatividade, referentes
as amostras revestidas pela técnica de CoBlast™ com a mistura B, nfo sdo notorias diferencas
significativas na superficie do revestimento que se submeteu a 36h de imersdao em SBF. Compa-
rativamente com as imagens do revestimento antes dos ensaios de bioatividade (imagens A e C
da figura 4.12) conseguem notar-se pequenas diferencas apenas para as imagens de maiores
ampliagGes. Comegam a formar-se pequenas deposicdes esféricas sobre o revestimento que, por
sua vez, também apresenta bastantes granulos que ndo aglomeraram aquando da sua projecgé&o.

Ao comparar as imagens com maiores tempos de imersdo, as alteragcdes da superficie do reves-
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timento ja sdo significativas. Como seria de esperar, a quantidade de aglomerados que se forma
aquando da imersdo por um periodo de 7 dias é superior a de 3 dias. Observam-se, nas imagens
de maior ampliagdo, camadas continuas de precipitados de CaP, com um maior nimero de
agregados esféricos na superficie D. Contudo, ndo se consegue distinguir, através das imagens
apresentadas, qual das imersdes deposita a superficie uma camada mais espessa de fosfato de

célcio.
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Figura 5.39: Imagens de SEM do revestimento B, produzido por CoBlast™, imerso 36h, 3d e 7d em
SBF e 0s respetivos espetros EDS: 1) zona continua de revestimento, ap6s 36h de imerséo; 2) aglome-
rado superficial, ap6s 3 dias de imerséo e 3) aglomerado de grandes dimensdes, ap0s 7 dias de imer-
séo.

Na presenca da analise EDS das diferentes amostras, imersas por tempos distintos na so-
lucdo SBF, torna-se possivel avaliar as formacgdes de CaP e perceber a evolucéo da sua deposi-

cao, consoante concentracdes de Ti que cada andlise detete.

De acordo com os espectros da figura 5.39, calculou-se a razdo molar Ca/P das diferentes
regides e os valores encontrados foram, aproximadamente, de 1,5. Assim, perante este valor, as
apatites que se formaram sob o revestimento, em todas as imers@es, foram de ACP ou TCP. Por
outro lado, também é possivel observar que a maior concentragdo de ides calcio e fosforo ocorre

para a amostra imersa por um periodo de 3 dias [59].

Por comparagdo dos trés espetros, é evidente o decréscimo na concentracdo de Ti a medi-

da que se aumenta o tempo de imersdo em SBF. Conclui-se, portanto, que a camada de CaP que

85



se formou, durante os 7 dias de ensaios de bioatividade, aumentou gradualmente a sua espessu-

ra.

Para todas as amostras com e sem revestimento, com imersdes na solugdo SBF durante 3
e 7 dias, se verificam fissuras na camada de CaP que se depositou. Porém, para amostras produ-
zidas por Plasma Spray estas fissuras aparecem também para imersdes durante 36h. Estas fissu-
ras podem ter derivado de tensdes apds a secagem [55].

Relativamente a todas as amostra com revestimento, imersas 36h na solucdo SBF e anali-
sando as quantidades de Ti que se detetaram em analises EDS pontuais da superficie do reves-
timento (zona continua e com aglomerados), apura-se que 0 amostra que apresenta a camada de
CaP mais espessa €, portanto, considerando-a a mais bioativa, é revestida por HAp pela técnica
de Plasma Spray. Para comprovar o que se conclui e para acrescentar ao argumento anterior,
relativamente a detecdo de Ti, também se junta o facto de apresentar, com apenas 12h de imer-
sdo em SBF, cristais de CaP a formarem camada na superficie do revestimento, contrariamente

a todos os outros revestimentos.

Por outra andlise, ao analisar todas 0s mapas executados por analise EDS a superficie das
amostras, com e sem revestimento, depois de 7 dias de imersdo em SBF, constata-se que a
amostra sem revestimento € a menos bioativa porgque possui a camada menos espessa de CaP ja
que é possivel detetar Titanio, Aluminio e Vanadio durante a analise. Quanto a detecéo de Tita-
nio, em todas as amostras com revestimento produzido por CoBlast™ se deteta Titanio, contra-
riamente ao que se verifica para a amostra com revestimento produzido por Plasma Spray. Lo-
go, paralelamente com o que se tinha concluido para as analises pontuais passadas 36h de imer-
sdo em SBF, a amostra revestida por Plasma Spray volta a mostrar ser a mais bioativa. Assim,
tendo em conta que nédo se deteta Titanio e que a andlise EDS é efetuada até 1 um de profundi-
dade, afere-se para a amostra mais bioativa uma espessura da camada de CaP superior ou igual a

1pum.
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Figura 5.40: Imagem de SEM da amostra com revestimento de HAp, por Plasma Spray, com ampli-
acéo de 20000x e ao fim de 7d de imersdo em SBF.

Como se pode observar na figura 5.40 e por observacdo dos cristais de CaP em todas as
imagens com ampliagdo 20000x das amostras testadas, essencialmente ao fim de 7 dias de imer-
sdo em SBF, descreve-se a aparéncia de um cristal de CaP como esférica e em forma de flor
(flower-like structures). Estes cristais, com o passar do tempo, tornam-se mais densos e tendem

a formar, progressivamente, aglomerados cada vez mais compactos.
5.8. Adesao e proliferacao celular

De forma a avaliar o comportamento das amostras, com e sem revestimentos, em meio
bioldgico, foram realizados ensaios de adesdo e proliferacdo celular. Os ensaios de adesdo celu-
lar mostram a biocompatibilidade dos materiais utilizados e os ensaios de proliferacéo celular
avaliam se, com o passar do tempo, as células (osteoblastos) sdo capazes de se reproduzir tendo

em conta as reagGes que ocorrem entre 0 meio e o revestimento.

Para se avaliar a adeséo celular, foi calculada a taxa de adesdo em relagdo ao controlo
de células (CC) para cada uma das 5 amostras (sem revestimento, revestida com HAp por Plas-
ma Spray e revestidas com HAp, com a mistura A (20%/80% (m/m) de HAp/BaTiOs de nano-
pos de estrutura cubica) e com a mistura B (20%/80% (m/m) de HAp/BaTiO; de micropds de
estrutura tetragonal), por CoBlast™.

Na tabela 5.9 encontram-se expostos os valores da populacéo de células e respetivas in-

certezas padrdo combinada.
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Tabela 5.9: Populacao de células que aderiu a superficie das 5 amostras analisadas e respetivas in-
certezas padrdo combinada.

Amostras Populacao de células(%o)

Ti-6Al-4V 96+3
Plasma Spray
HAp 7243
CoBlast™
HAp 7345
Mistura A 96+1
Mistura B 837

A tabela 5.9 possui os valores da populacdo de células que aderiu a superficie da amos-
tra calculados relativamente a populacdo do controlo de células, isto €, o nimero de células que
se deposita na amostra e que consegue aderir ao material, permanecendo viavel, relativamente
ao numero de células inicialmente colocado no poco. Assim, as populacdes de células que aderi-
ram a superficie de cada uma das amostras testadas compreendem valores maiores ou menores

tendo em conta uma maior ou menor adesao ao substrato, com ou sem revestimento.

Através da analise dos resultados da tabela 5.9, constatam-se 0s mesmos valores de po-
pulacéo de células aderentes tanto para o substrato de Ti-6Al-4V, sem revestimento, como para
a amostra revestida com a mistura A, pela técnica de CoBlast™. Os resultados foram 96+3%
para a amostra sem revestimento e 96+1% para o revestimento com a mistura A. Isto significa
que 96% das células que se colocaram inicialmente em cada um dos pogos aderiu & superficie
destes dois tipos de amostras. Para as amostras com revestimento produzido por Plasma Spray,
verifica-se 0 menor valor de populacdo de células aderentes ao revestimento. Este facto indica
que todos os revestimentos produzidos por CoBlast™ apresentam superficies com condigdes

mais propicias a adesdo das células.

Assim, perante os resultados obtidos para a técnica de CoBlast™ verificam-se valores
superiores de populacGes de células para o revestimento com a mistura A seguindo-se o reves-

timento com a mistura B e, por fim, com HAp.

Uma possivel explicacdo para uma melhor adesdo dos osteoblastos em superficies re-
vestidas por CoBlast™ é que essas amostras possuem um maior nimero de grios na superficie
devido a projecdo do revestimento a baixa temperatura e, consequentemente, uma maior quanti-
dade de contornos de grdos, quando comparados com a superficie de um revestimento produzi-
do por Plasma Spray. Como a adesdo dos osteoblastos ocorre nos contornos dos graos, estes
revestimentos ddo origem a uma maior e melhor adesdo dos osteoblastos em materiais com su-
perficies granulosas [47]. Estas afirmag¢fes também justificam o facto de a amostra revestida
com a mistura A apresentar maior valor de adesdo, uma vez que € a Unica que possui nanopos

na sua composicdo, dando origem a superficie com maior quantidade de granulos.
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Na figura 5.41 faz-se uma representacdo grafica dos valores de populacédo celular e dos

respetivos controlos de células, obtidos para os 5 dias de ensaio em 9 dias de cultura celular.
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Figura 5.41: Representacéo grafica dos valores populacionais celulares incluindo o respetivo
controlo de células, para todos os tipos de amostras e durante os 5 dias de ensaios de proliferagéo.

Na tabela 5.10 encontram-se os resultados dos ensaios de proliferacdo celular, que fo-
ram calculados tendo em conta 0 nimero de células que aderiu a amostra no 1° dia da cultura

celular.

Tabela 5.10: Valores de populacéo de células que proliferaram em cada amostra, ao longo dos 4
dias de ensaios e respetivas incertezas padrdo combinada.

Populagdo de células (%)

Amostra Pdia  5dia  7°dia _ 9°dia
Ti-6Al-4V 20518 352+10 406+13 499+15
Plasma Spray
HAp 16245 216%3 29048 33148
CoBlast™
HAp 160+7 26913 362+5 463+12
Mistura A 194+5 30745 413+9 514+15
Mistura B 167+12 298+27 395439 522+56

Analisando os resultados da tabela 5.10, pode constatar-se para a amostra revestida com
a mistura B, apesar de revelar uma menor adesdo celular, que a populacgdo de células aumenta a
um ritmo ligeiramente superior ao das amostras de Ti-6Al-4V e revestidas com a mistura A e,

dado isso, passados os 9 dias de cultura celular as populac¢des equivalem-se.

Por outro lado, paralelamente ao que se concluiu para os ensaios de adesdo celular, a

amostra com revestimento de HAp produzido por Plasma Spray apresenta, para qualquer um
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dos dias de ensaio, valores de populacdo celular inferiores, comparativamente, a todos 0s outros
tipos de revestimento. Além disso, também se confirma um aumento menos significativo da
populagdo de células entre cada um dos dias de ensaio, que é mais evidente entre 0 7° e 0 9° dia.
Na superficie do revestimento pode estar a iniciar-se uma possivel saturacdo celular e a renova-

¢do celular comega a ficar comprometida.

Através da analise da representacdo gréfica da figura 5.41 e da tabela 5.10, observa-se um
crescimento progressivo da populacdo celular, ao longo dos 5 ensaios, para todas as amostras
sem revestimentos e com revestimento produzido por CoBlast™ e Plasma Spray. Contudo, ape-
nas para o primeiro dia de ensaios o valor de populagéo celular deste controlo se encontra acima
dos valores que retratam a adeséo para as amostras em teste. Logo, ocorreu maior multiplicacao
celular na superficie do revestimento das amostras que no fundo do pogo da placa de poliestire-

no.

Assim, em termos de resultado final e tendo em consideracdo resultados experimentais
indissociaveis das suas incertezas, conclui-se para as amostras sem revestimento (499+15%) e
revestidas com a mistura A (514+15%) e B (522+56%) resultados equivalentes. Assim, compa-
rando apenas as amostras com revestimento, alcangam-se melhores resultados para as amostras

revestidas com as misturas A e B.

Com este trabalho foi possivel verificar que as diferentes superficies implantares propor-
cionam condicdes favoraveis para o crescimento celular, embora com graus distintos. Logo to-
das as superficies sdo susceptiveis de induzir a formacdo 6ssea e a consequente osteointegracgao,

in vivo.
5.9. Metabolismo celular

Os marcadores de formacdo dssea, fosfatase alcalina e osteocalcina, atualmente utiliza-
dos, refletem a atividade osteoblastica em diferentes estagios de diferenciacdo deste tipo celular.
Durante a formacéao do 0sso, a producéo da matriz éssea coincide com um aumento na produgdo
de fosfatase alcalina e precede a mineralizagdo, fase em que a osteocalcina é secretada pelos
osteoblastos maduros[39]. As imagens obtidas neste trabalho permitem identificar a producéo
de ALP nos diferentes tipos de amostras e a sua analise torna possivel a identificacdo de qual ou
quais das amostras apresentam uma coloracdo avermelhada mais intensa e, portanto, maior pro-
ducdo de ALP.
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Na figura 5.42 mostram-se as imagens macroscopicas das amostras sem e com marcagao
ALP, a imagem superior apresenta a amostra que serviu para controlo e a imagem inferior a

amostra sobre a qual se realizou a marcagdo ALP.

A) B) C) D) E)

Figura 5.42: Amostras com e sem marcacdo ALP: A) Ti-6Al-4V; B) Plasma Spray: HAp; C)
CoBlast™: HAp; D) CoBlast™: mistura A e E) CoBlast™: mistura B.

Através da observagdo das amostras da figura 5.42, vé-se que a superficie das amostras

ficou totalmente marcada e, portanto, apresenta uma coloragéo avermelhada na sua totalidade.

Nas figuras 5.43 a 5.47 expdem-se as imagens microscopicas, captadas nas mesmas con-
digdes, das amostras da figura 5.42 e sdo uma segunda forma de mostrar a marcagdo ALP. As

imagens A e B mostram a superficie da amostra sem e com marcagdo ALP, respetivamente.
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Figura 5.43: Imagens do substrato de Ti-6Al-4V: sem marca¢do ALP (A) e com marcacédo ALP (B).
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Figura 5.44: Imagens do revestimento de HAp produzido por Plasma Spray: sem marcacdo ALP
(A) e com marcagédo ALP (B).
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Figura 5.45: Imagens do revestimento de HAp produzido por CoBlast™: sem marcacdo ALP (A) e
com marcagdo ALP (B).
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Figura 5.46: Imagens do revestimento com a mistura A (20%/80% (m/m) de HAp/BaTiOsde estru-
tura clbica), produzido por CoBlast™: sem marcacdo ALP (A) e com marcacdo ALP (B).
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Figura 5.47: Imagens do revestimento com a mistura B (20%/80% (m/m) de HAp/BaTiOs de estru-
tura tetragonal), produzido por CoBlast™: sem marcagdo ALP (A) e com marcagdo ALP (B).

Depois de observar cuidadosamente todas as imagens B comparativamente com a respe-
tiva imagem A, constata-se que as figuras 5.45 a 5.47, todas produzidas por CoBlast™, apresen-
tam as coloragdes mais intensas das marcagdes de ALP. Para as imagens com revestimento pro-
duzido por Plasma Spray, a imagem nao é nitida embora apresente zonas avermelhadas inten-
sas, além de possuir zonas da superficie bastante desfocadas devido, provavelmente, a elevada
rugosidade da superficie da amostra.

Como esta analise é meramente qualitativa, de modo a comprovar quantitativamente o
que se observa, recorreu-se a intensidade média dos pixels do canal R e do canal B (como refe-
réncia) para cada uma das imagens, com e sem marcagdo ALP. Para isso, usou-se a analise por
histograma que é disponibilizado no programa de imagem ImageJ. Foi calculada a razdo entre a
intensidade do canal R e do canal B para cada uma das imagens e, por fim, para se conseguir
comparar as amostras com e sem revestimentos a nivel de intensidade de marcacéo, calculou-se
a razdo entre a intensidade dos pixels da imagem com marcacédo ALP e de controlo. Os resulta-
dos que se obtiveram para um conjunto de 7 testes foram 1,061+0,005 para amostras sem reves-
timento (figura 5.43), 1,172+0,013 para revestimentos de HAp produzidos por Plasma Spray
(figura 5.44) e, quanto aos revestimentos produzidos por CoBlast™, 1,262+0,008 para HAp (fi-
gura 5.45), 1,260+0,008 para a mistura A (figura 5.46) e 1,249+0,012 para a mistura B (figura
5.47).

Logo, para os revestimentos produzidos por CoBlast™ e, mais especificamente, para os
revestimentos de HAp e com 20%/80% (m/m) de HAp/BaTiO3z de nanop6s de estrutura cubica
(mistura A), apura-se a maior producdo de fosfatase alcalina. Significa que, para estes tipos de
revestimento, porque aumenta a eficiéncia na formacdo da matriz 6ssea, por observacao da pro-
ducédo de ALP, é expectavel que haja um aumento da osteointegracdo para implantes revestidos

por CoBlast™.
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5.10. Morfologia celular

A anélise da morfologia das células é essencial para identificar a forma, estrutura e tama-
nho das células. Além de confirmar o estado saudavel das células, é possivel visualizar o citoes-

gueleto, as adesdes focais e 0s nlcleos das células.

A anélise do citoesqueleto das células SAQS-2 foi realizada utilizando a marcagdo dos
microfilamentos (actina), a analise das juncGes célula-matriz efetuou-se com a marcacdo das

adesoes focais (vinculina) e a marcacdo com DAPI (azul) permitiu avaliar a morfologia nuclear.

Nas figuras da tabela 5.11 estdo representados os 3 canais RGB para cada uma das ima-
gens RGB representadas na tabela 5.12. As imagens da tabela 5.12 apresentam a morfologia das
células na superficie de cada um dos tipos de amostra, constituidas pelas imagens da marcacao
da actina (canal R), da vinculina (canal G) e do DAPI (canal B).

Utilizou-se o programa de imagem ImageJ para definir e tratar cada um dos canais RGB.
Todas as imagens possuem as mesmas dimensdes 3436x2124 pixels e, sempre que necessario,
0s canais sofreram um ajuste de brilho/contraste para que a imagem final se tornasse a mais de-
finida possivel. Essencialmente para as imagens de Plasma Spray, devido a rugosidade da su-
perficie, foi necessario processar varias imagens, captadas exatamente da mesma zona da super-
ficie, para gerar uma Unica imagem com um maior nimero de células focadas. Para isso, recor-

reu-se a um dos plugins que o programa disponibiliza - “Extended Depth of Field”[60].

Desta forma, as culturas celulares podem ser descritas com base na sua morfologia (forma
e aspeto), através das figuras da tabela 5.12.
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Tabela 5.11: Imagens de cada um dos canais que formaram a imagem RGB, para amostras
com e sem revestimento, com marcacao do anticorpo primario, secundario e DAPI.

Canal R: Actina Canal G: Vinculina Canal B: DAPI

Ti-6Al-4V
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Tabela 5.12: Imagens RGB da morfologia das células para a superficie de todos os tipos de
amostras: A)Ti-6Al-4V; B)Plasma Spray: HAp; C)CoBlast™: HAp; D)CoBlast™: 20%/80% (m/m)
de HAp/BaTiOs estrutura clbica e E)CoBlast™: 20%/80% (m/m) de HAp/BaTiOs estrutura tetra-
gonal.

O primeiro sinal de que algo ndo estd bem na cultura de células ocorre quando, ao serem
examinadas a0 microscopio, as células apresentam padrdes de crescimento pobres ou pouco
usuais [61]. Assim, ao analisar cada uma das imagens da tabela 5.12 ndo se encontram padrdes

distintos de crescimento celular. Observam-se nitidamente para as células da superficie da
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amostra de Ti-6Al-4V muitas adesGes focais e para a area que se analisou da superficie do re-

vestimento com a mistura B um menor niimero de células.

Ao comparar as imagens da morfologia das células para as superficies das amostras com e
sem revestimento, verifica-se que para o substrato de Ti-6Al-4V existe um nivel de nitidez su-
perior comparativamente com todas as outras imagens. Este facto, deve-se a rugosidade presen-
te em cada uma das amostras com revestimento e, como se pode observar pela imagem B, reve-
la ser superior para revestimentos de Plasma Spray. Ao analisar a morfologia nuclear do reves-
timento de Ti-6Al-4V, consegue perceber-se que esta a ocorrer divisdo celular para um dos nu-
cleos.

No entanto, apesar das altera¢cdes da morfologia celular que possam existir é dificil quantifi-

car essas alteragdes e, portanto, as observacdes sdo somente qualitativas.

A fim de provar que as marcagdes da vinculina se devem, exclusivamente, & ligacdo do an-
ticorpo secundario ao anticorpo primario e deste a vinculina, os procedimentos também foram
efetuados sem adicionar o anticorpo primario, como se pode observar nas figuras da tabela 5.13.
Neste caso, qualquer fluorescéncia verde intensa que se observe, nas imagens da tabela 5.14,

ndo podera ser devida a ligacdo especifica do anticorpo secundario ao primario.
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Tabela 5.13: Imagens de cada um dos canais que formaram a imagem RGB, para amostras
com e sem revestimento, com marcacao do anticorpo secundario e DAPI.

Canal R: Actina Canal G: Vinculina

Canal B: DAPI

Ti-6Al-4V

Plasma Spray: HAp

CoBlast™: HAp

CoBlast™: Mistura A

CoBlast™: Mistura B

98



Tabela 5.14: Imagens RGB da morfologia das células, sem marcacdo do anticorpo primario,
para a superficie de todos os tipos de amostras: A)Ti-6Al-4V; B)Plasma Spray: HAp; C)CoBlast™:
HAp; D)CoBlast™: 20%/80% (m/m) de HAp/BaTiOs estrutura clbica e E)CoBlast™: 20%/80%
(m/m) de HAp/BaTiOs estrutura tetragonal.

D) E)

Pela andlise das figuras da tabela 5.14, sdo visiveis imagens do citoesqueleto (actina) e dos
nucleos, mas nao se obtém imagens da vinculina, ja que o anticorpo secundario nao se consegue
ligar ao anticorpo primério, que esta ausente, e ndo se liga inespecificamente a outras proteinas

ou estruturas da célula.
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6. Conclusoes e perspetivas futuras

6.1. Conclusdes

A presente dissertacdo foi desenvolvida com o intuito de estudar a eficiéncia da deposi-
cao de carga superficial em revestimentos a base de hidroxiapatite, tendo em consideragdo estu-
dos anteriores, em que superficies carregadas de HAp apresentam uma mais rapida osseointe-
gracao.

Considerando o objetivo final, iniciou-se o projeto com a producdo de revestimentos a
base de HAp recorrendo ao equipamento disponibilizado pela empresa Ceramed para revestir 0s
substratos da liga de Titanio. Pela anélise de XRF, foi possivel verificar que a composicao qui-

mica da liga esta de acordo com a norma ASTM (F136), relativamente aos implantes médicos.

Pela andlise DRX efetuada aos pds e as amostras com HAp e HAp/BaTiO; antes e ap6s
revestimento verificou-se para 0s quatro tipos de revestimento que apresentam as estruturas
cristalinas esperadas e a auséncia de formacao de subprodutos. Concluiu-se, através do célculo
do tamanho dos cristalitos de HAp, que as amostras revestidas por Plasma Spray apresentam
um grau de cristalinidade superior aos revestimentos produzidos por CoBlast™, enquanto os
tamanhos dos cristalitos de BaTiOz; mostraram ser superiores para amostras revestidas com mi-
cropo6s de estrutura tetragonal (mistura B). Quanto aos parametros de rede calculados, confirma-
se a mesma estrutura cristalina inicial para cada um dos componentes, com um possivel rearran-
jo dos atomos para as amostras revestidas com HAp e para as amostras revestidas com HAp e
BaTi03.

Com a observacao dos espectros de FTIR, comprovou-se, para todos 0s revestimentos, a
existéncia do pico caracteristico do grupo fosfato na banda com nimeros de onda entre 12000cm-
1 ¢ 1100cm™. Em relagdo ao estudo de FTIR, este permitiu ainda verificar que ndo ha desloca-
mento das bandas caracteristicas da HAp ou do BaTiOs, 0 que pressup8e que as misturas sao
capazes de incorporar as caracteristicas especificas de cada um dos componentes sem alteracdes

significativas.

A andlise de SEM as superficies das amostras revestidas mostrou que revestimentos pro-
duzidos por CoBlast™ apresentam morfologia granular, para qualquer que seja a sua composi-

cao, e por Plasma Spray um revestimento mais rugoso em que se observa a fusdo das particulas
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depositadas. No que respeita a analise EDS, apds revestimento, verificou-se a possivel formacao
de novas fases de HAp para revestimentos por CoBlast™ (CB) e a presenca de Al, V e Ti refe-
re-se ao substrato de Ti-6Al-4V e ao po abrasivo (Al2Os).

Mediante os resultados de polarizagdo por descarga de corona, verificou-se para revesti-
mentos por Plasma Spray maior deposicdo de potencial de superficie, em ensaios a 250°C e
com tempo de polarizacdo de 1 minuto, relativamente a todos os outros tipos de revestimento.
Contudo, este estudo mostrou que se depositam pequenas quantidades de carga na amostra e o

seu rapido decaimento leva, passado pouco tempo, a um valor de carga muitissimo baixo.

Quanto ao estudo das correntes termoestimuladas, de um modo geral, conclui-se que 0s
revestimentos de HAp produzidos por Plasma Spray conservam, em mddulo, cargas superiores
para ensaios com polarizagdo negativa e positiva. Para ensaios sem polarizagéo e sem tratamen-
to térmico, as amostras de HAp por CoBlast™ e Plasma Spray apontam para o0s resultados mais

altos, tal como para ensaios sem polarizacdo e com tratamento térmico.

De forma a tentar perceber os problemas encontrados no processo de polarizagéo, efec-
tuou-se a andlise da rugosidade dos revestimentos. Compararando os valores de espessura e as
medidas de rugosidade média para cada revestimento, conclui-se que tém a ordem de grandeza
equivalente, isto é, um grau de rugosidade bastante elevado. O que dara origem a areas do re-
vestimento com camadas demasiado finas ou, praticamente, sem revestimento. Assim, a polari-
zagdo por corona revela, possivelmente, conducdo de carga elétrica depositada na superficie das
amostras que rapidamente “escoa” para o elétrodo ligado a terra, nas zonas mais finas do reves-
timento. Na polarizagdo por contacto, a rugosidade elevada leva a um mau contacto com o elé-
trodos, tanto durante a aplicacdo do campo elétrico como durante as medidas das correntes ter-
moestimuladas, que resulta numa polarizacdo menos eficiente e corrente medida com ruido

significativo.

Prosseguiu-se o estudo com ensaios de citotoxicidade, bioatividade e de cultura celular a
todas as amostras ndo polarizadas com e sem revestimento, para Se conseguir encontrar uma
relagdo, em termos de bioatividade e biocompatibilidade, entre os revestimentos de Plasma
Spray e CoBlast™. Também ¢é importante focar revestimentos com BaTiOs, por serem uma ino-
vacdo relativamente as técnicas estudadas. Os ensaios de citotoxicidade afirmaram, para todas
as concentragdes testadas, que os revestimentos utilizados sdo ndo citotoxicos. Apds 0s ensaios
de bioatividade foi possivel, por andlise SEM e EDS, concluir que a amostra que apresenta a
camada de CaP mais espessa e, portanto, a mais bioativa é revestida por HAp por Plasma
Spray. Perante os resultados de cultura celular, as amostras revestidas por CB com a mistura A

(80%/20% (m/m) de HAp/BaTiOsz de estrutura cibica) mostraram um nivel superior de adesdo
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celular e, quanto a proliferacdo celular, tanto as amostras revestidas com a mistura A como com
a mistura B (80%/20% (m/m) de HAp/BaTiOs de estrutura tetragonal) mostraram resultados
equivalentes e, portanto, as suas superficies proporcionam condi¢des favoraveis para o cresci-

mento celular.

Por fim, efetuaram-se testes para avaliar o metabolismo e a morfologia das células. Para
os revestimentos produzidos por CoBlast™ e, mais especificamente, para o revestimento com a
mistura B, apurou-se a maior producdo de fosfatase alcalina. Logo, é expectavel que haja um
aumento da osteointegracdo para os implantes revestidos por CB, em particular com titanato de
bario na sua fase piezoeléctrica. Depois de analisar a morfologia celular em cada um dos reves-

timentos ndo se encontraram padrdes distintos de crescimento celular.

Conclui-se que as amostras revestidas com hidroxiapatite por Plasma Spray sdo mais
polarizaveis e capazes de reter durante mais tempo cargas superficiais que as amostras de
CoBlast™. Também se verifica que os revestimentos por Plasma Spray apresentam maior bio-
compatibilidade. No entanto, como demonstrado em estudos anteriores, a técnica de CB tem um
nivel de integracdo de revestimento/substrato superior, além de ser uma técnica com a possibili-
dade de se aplicar a qualquer geometria do substrato e a pecas delicadas com problemas meca-
nicos ou térmicos. Pelo que se pode concluir que os revestimentos por CoBlast™ podem ser
uma alternativa vidvel em casos em que existem problemas associados ao uso da técnica de
Plasma Spray. Por outro lado, mostrou-se que é possivel melhorar a biocompatibilidade ao adi-
cionar uma ceramica piezoelétrica (BaTiOs) aos revestimentos & base de HAp, produzidos por

CoBlast™, o que podera fazer esta técnica mais competitiva face ao Plasma Spray.
6.2. Perspetivas futuras

Atendendo a que este trabalho representa um estudo inicial da influéncia da carga super-

ficial eléctrica em revestimentos produzidos por CB, seria importante:

» Optimizar as condigdes do equipamento de polarizacdo por descarga de corona, para
que seja possivel variar as distancias ponta de descarga-grelha e grelha-porta-amostras e

aumentar a tensdo de descarga que se aplica na ponta da agulha;

» Na polarizacdo DC, melhorar o contacto elétrico no equipamento de polarizacdo DC e
polarizar as amostras a temperaturas mais elevadas, com o objetivo de se conseguir uma

maior carga de polarizagdo e maior densidade de corrente;
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» Realizar ensaios de bioatividade e cultura celular das amostras polarizadas, comparando

com os resultados obtidos sem polarizacao.

Tendo em conta que é possivel melhorar a biocompatibilidade dos implantes ao adicio-
nar titanato de bario, o que pode proporcionar uma melhoria na qualidade de vida dos paci-
entes que recorram a implantologia, seria importante continuar a investigagdo da deposicao

de carga superficial neste tipo de revestimentos.
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8. Anexos

8.1. Anexo 1 - Protocolo para preparacao da solucao de SBF

Para a preparagédo de 1L de solucdo SBF, mediu-se com a ajuda de uma proveta graduada,
700 mL de &gua millipore para um copo de precipitacdo. Colocou-se um agitador magnético
dentro do copo e colocou-se sob uma placa de agitacdo com uma velocidade de 100-300 rpm.
Adicionaram-se a solucdo, pela ordem enunciada, com a ajuda de uma pipeta ou uma espatula e
um vidro de rel6gio as quantidades dos reagentes indicados na tabela 4.1. Depois de aguardar a
dissolucdo completa de todos os reagentes, adicionou-se gota a gota, com uma pipeta, 1M HCl a
solucéo até o valor de pH estabilizar em 7,4. Por fim, passou-se a solugdo para um bal&o volu-
métrico e adicionou-se agua millipore até perfazer 1L. Conservou-se a solucdo no frigorifico

por limite maximo de 1 més.
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