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Resumo

Infeccdo em implantes metélicos é a segunda maior razdo que leva a cirurgias de revisdo dos
mesmos. Pretendia-se com o tema desta dissertagdo obter revestimentos de hidroxiapatite que fossem
biocompativeis e antibacterianos. Obteve-se hidroxiapatite com concentracdes variaveis de Prata (1%,
2%, 4% 7% e 10% m/m) através de um método modificado, simples e rapido, de Sol-Gel. Avaliou-se
a toxicidade celular dos mesmos pds, s6 havendo citotoxicidade moderada na amostra de 10% Ag-HA.
Revestiu-se placas de Titanio (Ti-6Al-4V) com pd de hidroxiapatite com prata (4%) através de uma
nova técnica de revestimento, CoBlast®. Avaliou-se a citotoxicidade e as propriedades antibacterianas
dos revestimentos. Os resultados antibacterianos foram inconclusivos. Os revestimentos demonstraram

citotoxicidade ao fim de 48 horas em contacto.
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Abstract

Metallic implants related infections are the second cause of surgery implant revision. The goal of
this thesis was to obtain biocompatible and antibacterial hydroxyapatite coatings. Hydroxyapatite with
variable concentrations of silver (1%, 2%, 4%, 7% and 10% m/m) was obtained from a modified, fast
and simple, sol-gel procedure. Cell toxicity of the powders was studied having only registering mild
toxicity with the sample of 10% Ag-HA. Titanium (Ti-6Al-4V) samples were coated with
hydroxyapatite with silver (4%) via a new coating technique, CoBlast®. Cell toxicity and antibacterial
properties of the coatings was studied. The antibacterial results were inconclusive. The coatings

showed cell toxicity after 48 hours in contact.
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Capitulo 1 — Introducéo

A esperanca média de vida dos cidaddos tém vindo a aumentar nas Ultimas décadas[1]. Tal se deve,
a melhoria das condi¢des de salde. No entanto, com o progressivo envelhecimento do ser humano,
torna-se maior a probabilidade de surgirem problemas de satide. Um destes problemas sdo as fracturas
0sseas desencadeadas devido a osteoporose. Com o progressivo enfraquecimento dos 0ssos torna-se
mais facil ocorrerem fracturas devido a quedas acidentais. Por outro lado, tém vindo a aumentar o
ndmero de pessoas a precisar de reconstrucao dentéria tanto por fracturas como por estética. Ambos 0s
casos tém levado a que exista uma maior necessidade dos cidaddos de acesso a tratamentos de
regeneracao/substituicdo tanto dssea como dentaria de qualidade. Segundo o INE (Instituto nacional
de estatistica) [1], existia, em Portugal, em 2006, cerca de 654 mil pessoas com osteoporose. Destas,
cerca de 625 mil sdo pessoas com idade igual ou superior a 45 anos. E expectavel que tal necessidade
aumente com a melhoria das condicdes de salde e também com a continuacdo do aumento da
esperanca média de vida. [2]-[5]

Um dos materiais mais usados na substituicdo 6ssea € a hidroxiapatite. A hidroxiapatite (HA,
Cai0(PO4)s(OH),) é um ceramico biocompativel, bioactivo e osteocondutor. Tal deve-se a sua grande
similaridade com a parte mineral do 0sso, 0 que permite a formacao de ligacdes quimicas com o tecido
vivo do 0sso e, portanto, leva a proliferacdo dos osteoblastos. [2], [6]-[10] Esta é a principal razdo da
sua utilizacdo como material de reconstrucdo de tecido 6sseo ou de dentes danificados. Também é
usado como cimento 4sseo ou no revestimento de implantes metalicos ortopédicos (anca, joelho,
ombro, etc.) de forma a facilitar a osteointegracdo. Existem ainda reportadas na literatura aplicagdes
na area dos implantes dentarios e tem havido investigacdo como possivel meio de transporte de
farmacos (em forma de nanoparticulas). [2], [7]-[10]

A hidroxiapatite, apesar das suas vastas aplicacbes na area da medicina, apresenta alguns
problemas. A taxa de sucesso dos implantes estd dependente da sua capacidade de se integrarem em
ambiente bioldgico (humano), sem efeitos nefastos. Um dos maiores problemas aquando da utilizacéo
de implantes trata-se de infec¢Bes. Segundo R. Torrecillas et al. [2] e V. Stani¢ et al. [9] a taxa de
infecgdo associada a implantes nas articulagOes situa-se entre 0os 1% e os 9% dependendo do tipo de
implante. As infecgdes sdo, alias, a segunda maior razdo (primeira é a falha na osteointegragdo) que
leva a cirurgias de revisdo do implante. Isto, muitas vezes, ndo resolve o problema e for¢a a remocéo
do implante. Tal causa um enorme custo e causa sofrimento fisico e psicol6gico ao paciente afectado.
Segundo R. Torrecillas et al. [2] a taxa de infecgdo em cirurgia de revisdo do implante é 40% maior
que na primeira intervencdo. Isto so piora o problema. [2], [4], [9] Por outro lado, segundo um estudo
realizado por S. Filho et al. [11] a taxa de infeccdo associada a implantes dentarios, a peri-implatite,
situou-se nos 28%. Segundo Renvert et al. [12], em mdltiplos estudos realizados a peri-implatite tem
uma taxa de incidéncia variavel entre 1,8%, 9,1% e 37%. A peri-implantite € uma infec¢do que afecta

tanto os tecidos moles como os duros, nomeadamente o 0sso. Isto torna-se problematico pois leva a



perda de massa 6ssea 0 que tém muitas vezes a consequéncia de levar a perda do implante. Como tal,
torna-se muito importante o desenvolvimento de materiais com propriedades antibacterianas.[11]-[15]
Segundo W. Chen et al. [3] infeccdo em implantes esta associada a formagdo de biofilme. Bactérias
que se desenvolvem no biofilme exibem maior resisténcia a farmacos. Biofilmes podem formar-se
quando sao introduzidos implantes no corpo humano. Estes formam-se na superficie dos implantes e
levam a destruicdo localizada do osso. [3] Segundo Q. Yu et al. [16] foram desenvolvidas varios tipos
de superficies antibacterianas nos implantes. As mesmas podem-se dividir em 3 tipos, conforme o seu

mecanismo de actuacao:

1-  Superficies com bactericida para matar bactérias aderidas;
2- Superficies resistentes a bactérias de forma a prevenir que as mesmas adiram;
3- Superficies que levam a libertacdo de bactéria que adira as superficies, por forca externa, e,

portanto, reduzem a sua adesdo a superficie dos implantes;

No entanto, segundo o autor Q. Yu et al. [16] as mesmas superficies apresentam desvantagens. No
caso das superficies com bactericida, as mesmas podem ficar contaminadas com bactérias mortas que
pode causar reac¢des imunologicas ou inflamacdes em alguns pacientes. Mais ainda, estas superficies
tém problemas de biocompatibilidade devido a, muitas vezes, os bactericidas afectarem também
células do ser humano. No caso de tanto as superficies resistentes a bactérias como as superficies que
dificultam a adesdo das bactérias, as mesmas ndo previnem a 100% a adesdo bacteriana. Isto implica
que as bactérias continuam a conseguir aderir ao implante mesmo que em menor ndmero, 0 que,
portanto, ndo resolve o problema. [16]

Uma forma de solucionar o problema das infeccdes é através do uso de farmacos em sistemas de
libertacdo controlada. Estes sistemas de libertacdo, que sdo implantados no local, tém a funcdo de
libertar farmacos de forma controlada ao longo do tempo. Estes sistemas tém sido muito estudados e

estdo dependentes dos tipos de materiais utilizados, podendo caracterizar-se em 2 tipos:

1- Materiais ndo biodegradaveis;

2- Materiais biodegradaveis;

O primeiro tipo de materiais, regra geral, polimeros como 0 PMMA (Polimetacrilato de metilo)
tém a desvantagem de ndo se decomporem e forcarem uma posterior intervencdo cirdrgica para a sua
remogao. O segundo tipo de materiais, nomeadamente PLA (poly L-lactic acid), PLGA (poly(lactic-
co-glycolic)), HA (Hidroxiapatite), entre outros, tém a vantagem de se decomporem no ambiente
bioldgico sem consequéncias adversas. No entanto, no caso dos primeiros dois polimeros, a sua
hidrofobicidade causa problemas de manuseamento na criagdo dos poros. Isto dificulta a impregnacéo

de farmacos no material.



A Hidroxiapatite tem sido usada sob a forma de revestimentos com o farmaco incorporado na
estrutura do revestimento. Contudo a Hidroxiapatite apresenta problemas com farmacos. A acidez ou
basicidade dos farmacos interfere com o seu perfil de libertagdo. Segundo R. Torrecillas et al. [2]
farmacos mais acidicos sdo incorporados com maior eficAcia que farmacos mais bésicos na
hidroxiapatite. Segundo os mesmos autores, os farmacos usados com a hidroxiapatite, dependendo da
sua natureza quimica, terdo perfis de libertacdo diferentes e por vezes ndo ideais. Os mais acidicos
demorardo mais tempo a serem libertados ficando disponiveis em concentracbes abaixo das
necessarias a morte das bactérias, o que pode conduzir a formacdo de bactérias multi-resistentes. Os
mais basicos poderdo ser libertados em concentracdes mais elevadas que o recomendado, o que podera
criar toxicidade localizada e problemas de osteointegracdo. [2] Como tal, e segundo R. Torrecillas et
al. [2] a eficacia do perfil da libertacdo de farmacos do polimero estd dependente da similaridade
quimica entre o farmaco e o material e das propriedades fisicas do material em si. [17]

Outro problema que deve ser considerado com os sistemas de libertacdo de farmacos é que os
mesmos sdo temporarios. Actualmente com o0 aumento da esperanca média de vida sistemas que s6
solucionam o problema de forma temporaria e ndo previnem, em maior escala de tempo, infeccdes
poderdo ndo ser os mais adequados para pacientes cujos implantes necessitam durar mais tempo. [9]

Com todas as vantagens que os sistemas de libertacdo de farmacos possam vir a ter com mais
investigacdo ha um problema que se mantera: a capacidade de certos tipos de bactérias desenvolverem
resisténcia aos farmacos é um problema grave [2]. Isto tem levado a que tenha-se ponderado
alternativas ao uso de farmacos localizados.

Uma destas alternativas consiste em impregnar a superficie em i6es metalicos como por exemplo
a prata. [2]-[5], [9], [17], [18] Desde hd muito tempo que se sabe que prata tem propriedades
antimicrobianas. [19] A prata é bastante usada na medicina como agente antimicrobiano. Prata ndo é
toxica ao ser humano desde que em baixas concentracGes. A prata é conhecida por ser antibacteriana
em baixas concentracGes. Elevadas concentracdes podem causar citotoxicidade o que merece sempre
alguma cautela. [2], [9]

Varios estudos foram feitos com a sintese de particulas de hidroxiapatite com prata através de
multiplas metodologias [2]-[6], [9], [10], [17], [18]. Os métodos usados e resultados obtidos de alguns

destes estudos podem ser visualizados na tabela 1.



Tabela 1 — Multiplos estudos sobre Hidroxiapatite substituida com Prata, Nesta tabela € possivel visualizar as técnicas utilizadas e os resultados principais obtidos.

Autor Métodos de obtencdo da Ag-HA Métodos de | Bactérias usadas Resultados
caracterizacdo
M. Diaz | - Sintese de HA nanoparticulas por sol-gel; -XRD -Staphylococcus -Ao fim de 24 horas as amostras com as
etal. [2] | - Precipitacdo de Ag,0 a partir de uma solucdo aquosa de | -Microscopia  de | aureus ; concentragbes anteriormente referidas
nitrato de prata. Posterior redu¢cdo com uma mistura de | transmissao -Pneumococcus ; inibiram o crescimento bactérias em
gas de Ar/H, a baixa temperatura para obter | electronica (TEM); | -Escherichia coli. 62%, 88% e 100% (sic).
nanoparticulas de Ag aderidas as nanoparticulas de HA; -UV-Vis;
- Criou-se 3 solucBes de Ag-HA com concentragdo 1,5 e
10 mg/cm3.
W. Chen | -Titanio puro em forma de discos de 15 mm de diametro e | -XRD -Staphylococcus -Adesdo das bactérias a superficie do
etal. [3] | 2 mm de espessura foram usados como superficies para | -Angulo de | aureus; titanio com Ag-HA foi
HA, contacto  estudado | -Staphylococcus significativamente reduzida, sendo o
-O Titanio teve tratamento de passivacdo com 4cido | com um | epidermidis; menor na com 1% wt em AgNOs
nitrico 40% volume a temperatura ambiente por 30 min | goniémetro; - No ensaio de “Double-Stranded” nio

(ASTM F86-91);

-A superficie de titanio foi revestida com “sol” de HA.
(sic);

-Sintese de HA e Ag-HA pelo método sol-gel;
- Os discos de Ti foram revestidos com os “sol” de HA
por “spin-coating” a 5000 rpm durante 50s. As superficies
de titdnio foram posteriormente secadas a 70°C durante

12 horas e depois tratadas a 650°C durante 3 horas.

-Ensaio de DNA
Double-Stranded;

-Medicéo da
actividade da

fosfatase alcalina;

se verificou diferencas nas células em
culturas com HA e culturas com Ag-HA
1% wt e Ag-HA 1,5% wt. durante 15
dias em cultura.

-ALP baixou em Ag-HA com 1,5% wt
ao fim de 12 e 15 dias quando
comparado com HA e Ag-HA com 1%
WE;




-Foram preparadas amostras de HA, Ag-HA com 1% wt
em AgNOs e Ag-HA com 1,5% wt em AgNOs;

W. Chen | -Titanio puro em forma de discos de 15 mm de didmetro e | -XRD; -Staphylococcus -Né&o existe diferencas de citotoxicidade
etal. [4] | 2 mm de espessura foram usados como superficies para a | -Angulo de | aureus; entre HA e Ag-HA,;
HA; contacto  estudado | -Staphylococcus -Adesdo de bactérias a superficie do Ti
-O Titdnio teve tratamento de passivacdo com acido | com um | epidermidis; com Ag-HA foi menor que HA e Ti sem
nitrico 40% volume a temperatura ambiente por 30 min | goniémetro; HA,
(ASTM F86-91); -Ensaio de -Angulo de contacto menor na superficie
-HA e Ag-HA feitos pelo método de co-sputtering; profilometria para com HA e de Ag-HA, comparado ao Ti
medi¢do de dureza sem HA. N&o existem diferencas
da superficie significativas entre os 2 anteriores;
I. Noda | -Discos de titanio puro foram usados (20 mm de | - XRD; -Staphylococcus -Adesdo de bactérias a superficie do Ti
etal. [5] | diametro, 1 mm de espessura) como superficies para a | - SEM; aureus; com Ag-CP foi menor que Ti com CP e
hidroxiapatite; - ICP-AES; Ti sem CP;
-CP e Ag-CP preparados pelo método de spraying a
2700°C;
A - Solucdo A, 0,2 M de Ca(NOs); (2500 ml) com 1 ml de | -SEM; -Staphylococcus -Adsorcdo de AgNPs em HA ndo alterou
Mocanu | nonylphenol. Zn(NOs)a, Ag(NO3), e acido | -TEM; aureus; a estrutura interna da HA,
etal. [6] | tetrachloroauric (l1l) foram adicionados até se atingir a | -AFM; -Staphylococcus - Taxa de libertacio da Ag é mais
composicéo de 0,2% Zn, 0,25% Ag e 0,025 Au. O pH da | -XRD; spp (isolado de | elevada no 1° dia e diminui com o tempo
solucéo foi 6,3; -UV-Vis; uma cabra); até ao fim de 7 dias tornando-se
-Solucdo B, 0,12 M de fosfato de di-amonio de | -FTIR -Escherichia coli; constante;
hidrogénio (2500 ml) com 1 ml de nonylphenol. O pH da | -ICP-AES; -Bacillus cereus; -Quantidade de Ag libertada ao fim de




solucdo foi adjustado para entre 11,5-12 adicionando uma
solugdo de NaOH. Borohidreto de Sodio foi adicionado
para assegurar a completa reducéo da prata e do ouro;
-Solucédo A foi adicionada rapidamente a solucdo B sobre
grande agitacdo (800 rpm). A temperatura de ambas as
solucdes antes da adicdo era de 70° C. A solucéo final foi
mantida em movimento durante 24 h a 70° C;

-O precipitado foi separado por filtracdo, lavado com
agua destilada até que nenhum NOj fosse detectado.
Posteriormente foi congelado a seco a -80°C, sob a
pressdo de 0,67 Pa;

-O material obtido apo6s isso foi calcinado a 650°C
durante 8 horas. O produto final foi moido numa
planetary ball 6od Pulverisette 6;

-Solugdo de 0,001 M de AgNOs, (2000 ml) foi misturada
com 0,104g de glucose e 80 ul de TEOS (Si(OC2H5)4)
dissolvido em 20 ml de etanol. A temperatura das
soluces foi de 50°C. Apos a mistura, o pH da solugéo foi
ajustado para 11 com uma solu¢do de 10% KOH.

-A solucdo de Ag coloidal foi adicionada gradualmente a
HA preparada anteriormente sobre vigorosa agitacdo. Isto
foi feito até que a composicdo de 9% wt de Ag fosse

atingida nas NPs. A amostra foi posteriormente agitada

-Candida albicans;

40 dias € muito inferior a quantidade
presente na HA,

-Amostras de Ag-HA com mais de 2,5%
wt prata demonstraram inibi¢do total
local a todas as bactérias estudadas;
-Maior concentracdo de prata implicou
maior inibicdo;

-Apos retirar as amostras inibi¢do local
manteve-se;

-Amostras  de HA com  baixa
concentracdo de zinco e ouro e Ag
(0,2%, 0,025% e 0,25%) e sem AgNPs

ndo mostraram inibicao;




com um agitador magnético durante 4-5h a temperatura
ambiente. Por Gltimo, a solucdo foi filtrada e secada a
seco semelhante ao procedimento anterior na obtencdo
NPs.

-Por fim obteve-se matrizes organicas com as NPs de HA

das

com AgNPs em diferentes concentragdes. O método em
causa de obtencdo das matrizes ndo ira ser referido aqui

mas tal pode ser consultado no artigo [6].

V. Stanic | - HA pura e HA alterada foram preparadas pelo método | - XRD; -Staphylococcus -Todas as amostras de HA com Ag
etal. [9] | da neutralizacéo; -FTIR; aureus ; afectaram as bactérias sendo que a tém
- Foram preparadas amostras de HA com diferentes | - TEM; -Bacillus cereus ; maior composicao em Ag afectou mais.
concentracdes em Ag; - ICP-AES; -Candida -E. Coli é a mais susceptivel a prata.
- AFM; albicans ; -O teste de hemdlise indicou que as
- Teste de amostras eram biocompativeis.
Hemolise;
C. Shi et | - Nanocristais de HA e Ag-HA foram sintetizadas pelo | - XRD; -Staphylococcus - Libertacdo de iGes de prata foi em
al. [10] método hidrotérmico. - SEM; aureus; concentracdo (197 ppm) inferior a
- Foram preparadas amostras de Ag-HA com diferentes | - Potencial de Zeta; | -Escherichia coli; | concentracdo considerada toxica (300
concentragdes em Ag; - Ensaio de ppm);
adsorcédo em - Potencial de Zeta superior (-21,4 mV)

Albumina de Soro

Bovino;

na amostra de 197 ppm de Ag-HA para
HA sem Ag (-25,7 mV);
- Todas as

amostras de Ag-HA




afectaram as bactérias sendo que a tém
maior composicao em Ag afectou mais.

- Quanto mais Ag tem a amostra menor a
capacidade de proliferacéo celular.

- Em valores mais baixos de Ag nas
amostras  ndo  existe  diferencas
significativas quando comparado com
HA sem Ag ao nivel da proliferacdo

celular.

P. N.
Lim et al.
[17]

-Multiplos visto tratar-se de um artigo de revisdo aos

estudos ja realizados na area.

-Mdiltiplos;

-Staphylococcus
aureus ;
-Bacillus Cereus ;
-Candida
albicans ;
-Staphylococcus
epidermidis ;
-Pneumococcus ;
-B. subtilis ;
-MRSA;

-S. mutans;

-Escherichia coli;

-Em todos os estudos analisados
verificou-se uma reducdo significativa
do nimero de Dbactérias  vivas
independentemente do tipo de técnica
escolhida para revestimento;

-A forma de libertacdo da Ag da HA
parece variar conforme a técnica usada
para revestimento;

-Citotoxicidade em baixas concentragdes
de Ag na HA em todos os estudos é
desde muito reduzida a nula. O tipo de
célula usado para os maltiplos estudos
ndo parece ter influenciado este

resultado.




- Contudo existem problemas, por um
lado existe citotoxicidade muito devido a
taxa de libertacdo da Ag, por outro o
efeito antibacteriano é temporario.

- Uma solucdo estudada consiste em
combinar Si com Ag nas HA e isto
demonstrou resultados promissores.

-O autor no entanto acha que deve haver

ainda mais estudos.

N. Sanpo
et al. [18]

- Ag-HA foi preparada através da substitui¢cdo do calcio
por um ido de prata do composto de AgNOs;

- A percentagem de prata foi variada entre amostras. A
sintese é semelhante a HA pura. Uma solucdo de Ca(OH).
¢ aguecida e mantida a 98°C. Outra solucdo aquosa de
HsPO, foi lentamente adicionada (em gotas) a solucdo
anterior a um ritmo de 2 L/h;

- A mistura foi agitada, durante o processo, com um
agitador magnético de forma a garantir a homogeneizacao
da solucéo;

- Quando o pH comecgou a baixar rapidamente de 12,
adicionou-se AgNOs a solucdo. Posteriormente NH.OH
foi adicionada a solugdo para aumentar o pH até cerca de

8. A suspensdo foi deixada a mexer durante 2 ha 98 °C. A

-SEM;
-XRD;

-Escherichia coli;

- Maior concentracdo de Ag-HA levou a
uma maior inibi¢do das bactérias;

- Todas as amostras com Ag-HA
inibiram, em parte, 0 ndmero de

bactérias;




suspensdo foi deixada durante a noite para estabilizar. A
mesma foi muito bem lavada durante pelo menos 3 dias
antes de ser posta em um fogédo a 100 °C. O “bolo” de HA
foi posteriormente esmagado em po.

- Uniu-se a Ag-HA, p6s de PEEK que sdo mais dicteis.
Ambos os pds foram misturados em taxas de 80:20,
60:40, 40:60 e 20:80 (% wt);

- A mistura final sera o revestimento de amostras de

vidro;
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De uma forma geral, os estudos presentes na tabela 1 indicam que a Prata melhora de forma
significativa as propriedades antibacterianas da Hidroxiapatite mantendo a biocompatibilidade.

Segundo I. Noda et al. [5], no Japdo, mais de 50% das infeccBes relacionadas com cirurgia
ortopédica devem-se a 2 tipos especificos de bactérias, a Staphylococcus aureus e a Staphylococcus
epidermidis. Isto explica a razdo de uma grande por¢do dos estudos serem com as mesmas, como é
possivel ver na tabela 1. I. Noda et al [5] também refere que a razdo da prata ser antibacteriana deve-se
ao facto de esta impedir a replicacdo do DNA das bactérias. Segundo V. Stanic et al. [9], 0 mecanismo
de accdo dos ides de prata nos microrganismos € muito complexo. Existem varias propostas para
explicar os efeitos antimicrobianos da prata. Segundo o mesmo, os ifes ligam-se a membrana da
celula levando a uma modificacdo da sua estrutura, permeabilidade e inactivagdo de proteinas. Por fim
os ides penetram a membrana entrando na célula onde inibem multiplas proteinas presentes no
citoplasma e ribossoma. Os mesmos interagem com 0s acidos nucleicos impedindo tanto a replicacao
como a traducdo do ADN levando a morte celular.

Existem varias técnicas de deposicdo da HA cada uma com as suas vantagens e desvantagens,

como é possivel visualizar na tabela 2.
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Tabela 2 — Tabela adaptada de Dorozhkin et al. [20] que mostra as vantagens e desvantagens de multiplas

técnicas de deposicao de fosfatos de calcio.

Técnica

Vantagens

Desvantagens

Pulverizacéo por plasma

-Simples e flexivel;
-Revestimentos uniformes;
-Baixo custo;

-Elevada taxa de deposicao;

-“Line of sight”;
-Elevadas temperaturas;

-Elevado arrefecimento;

Pulverizagdo por “oxy-

fuel” a elevada velocidade

-Elevada taxa de deposicao;

-Melhor resisténcia a corrosdo e

desgaste;
-Melhor biocompatibilidade;

-“Line of sight”;
-Elevadas temperaturas;

-Elevado arrefecimento;

“RF magnetron

Sputtering”

-Revestimento uniforme
superficies lisas;

-Elevada adeséo e pureza;

em

-Depésitos densos e sem porosidade;

-Bom para cobrir pequenos defeitos;

-“Line of sight”;

-Elevado custo;

-Baixa taxa de deposicéo;
-Produz revestimentos amorfos;

-Elevadas temperaturas previnem

-Pode revestir substratos sensiveis a | incorporacdo  de  compostos
calor; bioldgicos;
“Pulsed laser deposition | -Revestimentos com fases amorfas e | -“Line of sight”;

(laser ablation)”

cristalinas;
-Revestimentos densos e porosos;
-Revestimentos com

ddeséo;

elevada

-Pode produzir uma multiplicidade

de

materiais;

revestimentos com diferentes

-Elevado custo;
-Elevadas temperaturas;

-Falta de uniformidade;

Deposigdo assistida por

-Revestimento uniforme;

-“Line of sight”;

feixe de ides -Fiavel e reprodutivel; -Elevado custo;
-Elevada adeséo; -Revestimentos amorfos;
-Zona de mistura entre o0
revestimento e o substrato;
Deposicao por | -Baixo custo; -“Line of sight”;
pulverizacdo electrostatica | -Facil “set-up”; -Problemas a revestir superficies
-Condigdes ambiente; grandes;
-Permite uma elevada escolha de | -Baixa taxa de deposicao;

precursores;

-Necessita de elevadas
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temperaturas para  decompor

solventes e precursores;

Revestimento por “dip”

-Facil “set-up”;

-Baixo custo;

-Revestimentos aplicados
rapidamente;

-Pode revestir substratos complexos;

-Elevadas temperaturas devido a
sinterizac&o;

-Fendas;

Revestimento por “spin”

-Facil “set-up”;
-Baixo custo;
-Revestimentos aplicados

rapidamente;

-Elevadas temperaturas devido a
sinterizacéo;
-fendas;

-Ndo pode revestir substratos

complexos;
Sol-Gel -Pode revestir formas complexas; -Alguns necessitam de atmosfera
-Baixas temperaturas; controlada;
-Revestimentos finos; -Materiais caros;
-Pode incorporar moléculas | -Elevada permeabilidade;
biolégicas; -Dificil de controlar porosidade;
-Baixa resisténcia;
-A HA necessita de
sinterizacdo[21];
Deposicao -Revestimentos com  espessura | -Dificil de produzir revestimentos
“electrophoretic” uniforme; sem fendas;

-Elevadas taxas de deposicéo;

- “Set-Up” simples;

-Baixo custo;

-Pode revestir substratos complexos;
-Pode incorporar moléculas

bioldgicas;

-Elevadas  temperaturas de

sinterizacdo;

-Deposicao electroquimica

catédica

-Boa conformidade de formas;
-Temperatura ambiente;
-Revestimentos com  espessura
uniforme;

-Curta duracéo;

-Pode incorporar moléculas

bioldgicas;

-Por vezes cria revestimentos
“stressed” o que causa ma adesdo
ao substrato;

-Necessita de bom controlo dos

parametros do electrélito;

Processo “biomimetic”

-Baixas temperaturas;

-Taxa de deposicdo muito baixa,;
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-Pode formar apatetite com forma de
0SS0;

-Pode revestir formas complexas;
-Pode
bioldgicas;

incorporar moléculas

-Necessita de um pH constante;
-Necessita de constante
fornecimento das solucbes de

simulacdo (SBF, etc)

Deposicdo hidrotérmica

-Revestimentos cristalinos;

-Pode revestir formas complexas;

-Elevadas temperaturas e pressao;

Deposicdo  térmica  no | -Deposicao é melhorada com o calor | -Técnica pouco comum;
substracto e a corrente; -Revestimentos  de  diversas
-Podem se formar diferentes fases | cristalinidades;
de CP;
Deposicdo por | -Produz revestimentos densos; -Ndo pode revestir substratos
pressionamento isostatico | -Estrutura homogénea; complexos;

a quente;

-Elevada uniformidade;
-Elevada preciséo;
-Ndo tem limitacdes na forma ou

dimenséo;

-Elevada temperaturas;

-Elevado custo;

-Diferengas nas propriedades
elasticas;
-Néo incorpora moléculas
bioldgicas;

-Interage ou remove material de

encapsulamento;

Oxidacdo por “micro-arc”

-Simples, econémica e amiga do
ambiente;
-Adequada para revestir geometrias

complexas;

-Trata-se mais de uma técnica de

pré-deposicao;

Meétodo da mistura

dinamica

-Elevada adesdo;

-“Line of sight”;
-Elevado custo;

-Produz revestimentos amorfos;
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No entanto, a técnica que € considerada a padrdo e a mais usada na deposicdo trata-se da
Pulverizacéo por plasma.[22]-[25]. Contudo segundo Barry et al. [22] existem algumas preocupacdes
inerentes a técnica. Nomeadamente, a alteracdo da fase cristalina da HA e da estrutura granular devido
as elevadas temperaturas da técnica. Estas alteracdes podem levar a que exista uma maior dissolugao
da HA in vivo e, como tal, menor osteointegracdo, a longo prazo. A técnica de pulverizacdo por
plasma pode atingir a temperatura de 500°C, no substrato metéalico, aquando da deposicdo do
revestimento. Segundo o mesmo autor, é ainda aceite que os revestimentos depositados por plasma
tém piores propriedades mecénicas a curto (extensdo, compressao) e a longo prazo (fadiga).[22]. Para
piorar a situacdo, Barry et al. [22] refere que existem estudos que indicam que aumentos rapidos de
temperaturas podem levar a alteracGes das fases do titanio. Isto tém a consequéncia de afectar as
propriedades mecanicas do mesmo. Isto é comum acontecer em implantes mais pequenos como por
exemplo: Parafusos de fixacdo ou implantes dentarios. A razdo de tal deve-se a menor éarea de
superficie por onde o calor pode precipitar levando a uma acumulacdo de forma mais rapida. De
referir que existem alternativas a pulverizacdo por plasma, como por exemplo, o Sol-Gel. No entanto
esta tem a consequéncia de necessitar de uma posterior sinterizagdo o que na pratica, nao resolve o
problema[22], [24], [26]. Observando a tabela 1 verifica-se que o problema da temperatura elevada é
comum a uma grande parte das técnicas. Uma outra alternativa trata-se de uma técnica denominada de
Coblast®.

Coblast® é uma técnica de deposicdo de revestimentos em superficies metélicas. A técnica
consiste na deposicdo de um dito pd na superficie de um metal por micro-pulverizacdo, podendo ser
executado em ambiente sem vacuo. Resumidamente, através do uso de um agente abrasivo com ar
comprimido “pulveriza-se” a superficie metalica com esse mesmo agente. A partir daqui existem 2
possibilidades. Ou o aparelho tém um aspersor (nozzle) e entdo o agente a depositar encontra-se
misturado com o agente abrasivo no alimentador (powder feeder), como é possivel ver na figura 1. Ou
entdo existem 2 aspersores (nozzles) e o agente abrasivo € pulverizado na superficie metalica, ao
mesmo tempo que é pulverizado o agente a depositar (2 mesma pressao). O agente abrasivo remove a
camada de 6xido da superficie do metal e ao mesmo tempo é incorporado o agente a depositar na
superficie reactiva. De referir que parte do agente abrasivo também acaba por ficar incorporado no
revestimento, sendo esta uma desvantagem da técnica. As vantagens desta técnica sdo a sua
simplicidade, baixo custo de operacdo e do equipamento e, a mais relevante, baixa temperatura de
deposi¢do. Mudltiplos estudos demonstram que Coblast® Produz revestimentos com HA
biocompativeis, homogéneos, muito estaveis e com composi¢des muito semelhantes ao p6 a depositar.
Mais ainda, todas as superficies estudadas demonstraram maior adesdo nos revestimentos quando

comparados com & técnica de pulverizagdo por plasma. [22]-[26]
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Figura 1 - Esquema de um aparelho de Coblast® com 1 aspersor (nozzle). [23]

O objectivo desta dissertacdo é assim de produzir revestimentos de Ag-HA, por Coblast®, que

fossem biocompativeis e antibacterianos. Para que tal seja possivel ¢ também apresentado um estudo

sobre a producdo de Ag-HA pelo método sol-gel..



Capitulo 2 — Materiais e Métodos
2.1 — Preparacéo do Sol-Gel de Ag-HA

Inicialmente aplicou-se o protocolo de preparacdo de Qu, et al. [21]. Resumidamente preparou-se
os precursores de célcio e fosforo (0,03mol) em 65 ml de etanol absoluto. O precursor de célcio foi
preparado através da adi¢do de nitrato de célcio tetra-hidratado (Ca(NOs)2-4H20, ACS reagente 99-
103% da Sigma-Aldrich, 0,1mol) a etanol absoluto (CHs;CH.OH, Analytical Grade, ACS 99%
Scharlau). Por sua vez, o precursor de fosforo foi preparado adicionando pentdxido de fosforo (P2Os,
ACS reagente >98% da Sigma-Aldrich, 0,03mol) a etanol absoluto. Pretendeu-se assim manter a taxa
de 1,67 Ca/P. Deixou-se 6 horas em agitacdo para garantir a homogeneidade. Posteriormente
adicionou-se as solu¢des uma a outra e deixou-se em agitacdo até estar homogéneo. Seguidamente o
sol transparente deveria ficar opaco ao estar a 60°C em banho-maria de 6leo de silicone (Baysilone
Sigma-Aldrich) durante 1 hora. Tal ndo aconteceu. Deixou-se o “sol-gel” ao ambiente durante 48
horas. Depois adicionou-se a solu¢do de nitrato de prata (AgNQOs, PA-ACS-HA, 99,8%, 1,6% m/m)
com etanol absoluto ao “sol-gel”. A solugdo final foi agitada a 500 rpm durante 15 minutos para
garantir a homogeneidade. Posteriormente evaporou-se o solvente do etanol a 80°C. Por fim colocou-
se a hidroxiapatite, a 80°C, durante 24 horas.

Ao mesmo tempo, e como forma de reduzir o tempo passado nas multiplas fases do protocolo
anterior alterou-se o mesmo. Estas alteracfes ficaram como protocolo final. As razdes prendem-se
pela maior pureza da HA produzida pelo novo protocolo, como é possivel ver pelas figuras 2 e 3 de

dos difractogramas e Espectros de Infravermelhos obtidos.

A

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Ndmero de onda (cm)

Figura 2 - Espectro FTIR das hidroxiapatites obtidas por diferentes protocolos. Em A) trata-se da amostra
com o protocolo inalterado. Em B) é a amostra com o protocolo que acabou por ser o protocolo aplicado
durante a dissertacdo. A amostra A) tem uns picos entre 750-800 cm™ que sdo desconhecidos.
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Figura 3 - Difractrogramas das hidroxiapatites obtidas por diferentes protocolos. Em A) trata-se da
amostra com o protocolo inalterado. Em B) é a amostra com o protocolo que acabou por ser o
protocolo a aplicado durante a dissertagdo. Verifica-se em A) a existéncia de uns picos entre 25-30
graus que sdo de compostos desconhecidos. A amostra B) assemelha-se mais ao que se pretende obter.
Legenda: a trata-se de HA, @AgNPs [21], [34], [35].e@ B-TCP [36].

Verifica-se na figura 2 a existéncia de uns picos no protocolo inalterado que ndo sdo identificaveis.
Por sua vez na figura 3, nos difractogramas encontra-se uns picos entre 25°-30° que sdo de compostos
desconhecidos. De uma forma geral verifica-se que a HA mais pura foi a que foi realizada com base
no protocolo alterado. Essa, juntamente com a simplificacdo do protocolo, foram as razdes principais
das alteracBes ao protocolo.Sendo assim, as alteraces foram:

A solucéo final do precursor de célcio foi uma solucdo com 788,6 g/L de nitrato de célcio tetra-
hidratado (3,33(3) mols). A solucéo final do precursor de fosforo foi uma solucdo com 141,8 g/L de
pentoxido de fosforo (1 mol). Imediatamente apds preparacdo, ambas as solu¢Bes foram deixadas sob
agitacdo magnética (500 rpm) durante 30 minutos para homogeneizacdo. Seguidamente, juntou-se
ambas as solugcBes, com a atencao de adicionar o precursor de fésforo ao precursor de célcio. A razao
de tal foi que era a Unica configuracdo que, apds varios testes de ordem de adicdo, ndo precipitava
(anexo 1). Deixou-se a solucéo final em agitacdo durante 30 minutos a 500 rpm para homogeneizagao.
Preparou-se um banho-maria em 6leo de silicone a 60°C aonde se colocou a solu¢do durante 1 hora.
Deixou-se a solucéo arrefecer durante 30 minutos. De seguida preparou-se uma solugdo nitrato de
prata em etanol absoluto. As concentragOes preparadas foram de 1%, 2%, 4%, 7% e 10% de massa do
nitrato de prata comparativamente & massa total dos precursores. Deixou-se a solugdo de nitrato de
prata em agitacdo de 500 rpm durante 1 hora visto o nitrato de prata ter uma baixa solubilidade em
etanol absoluto. Seguidamente, juntou-se a solucdo de nitrato de prata & mistura dos precursores.
Agitou-se a mesma solucdo a 500 rpm durante 30 min. Posteriormente aqueceu-se 0 banho-maria a
100°C onde se colocou a solugéo até se comecar a formar um gel. Seguidamente colocou-se a amostra

numa estufa a 80°C durante aproximadamente 24 horas para secar o material produzido. Por fim com o
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auxilio de um almofariz de ceramico, moeu-se a amostra até se obter um pé amarelo (ou branco se HA

controlo — amostra produzida sem adicéo de nitrato de prata).

2.2 — Sinterizacdo e filtragdo da Ag-HA

A sinterizagdo da Ag-HA foi feita em um forno a 600°C. O perfil de crescimento da temperatura foi
de aproximadamente 10°C por minuto. O patamar de 600°C durou 1 hora e o perfil de arrefecimento
foi de 5°C por minuto. Por fim realizou-se uma filtracdo ap6s a sinterizagao para filtrar possiveis restos
de reacgdo. Para a filtracdo foi preparada uma suspensdo do po6 sintetizado, em etanol absoluto, que se
deixou em agitacdo magnética (500 rpm) durante 15 min. Posteriormente verteu-se a suspensdo no
papel de filtro (Whatman Cat N° 1001-110 com didmetro de 110 mm) e retirou-se o filtrado. Por fim

deixou-se o filtrado a secar numa estufa a 80°C durante 24 horas.

2.3 — Didlise da Ag-HA

Antes de se poder proceder a avaliacdo da citotoxicidade, procedeu-se a medi¢do do pH das varias
amostras de HA. Verificou-se a existéncia de um problema de pH com as amostras pelo facto de este
ser muito elevado. Para ndo correr o risco de a avaliacdo da citotoxicidade ser afectada pelo pH, foi
necessario fazer dialise a todas as amostras de Ag-HA. Pretendia-se assim tornar o pH inferior a 8,5.
De forma simplificada, suspendeu-se as varias amostras de Ag-HA em &gua millipore. Deixou-se as
amostras em agitacao durante 15 minutos. Posteriormente colocou-se as suspensdes nas membranas de
didlise (Spectra/Por, Standard RC tubing, MWCO: 12-14Kda). Por fim, colocou-se as mesmas
membranas em recipientes com agua millipore, em agitacdo de 200 rpm. Foi-se trocando a agua dentro
dos recipientes de 2 em 2 horas. No final de cada dia media-se o pH da &gua dentro dos recipientes e
da 4gua dentro das membranas. Ao fim de aproximadamente 2 semanas conseguiu-se dialisar 500 mg

de cada amostra com pH inferior a 8,5.

2.4 — Avaliacéo da citotoxicidade dos pos de Ag-HA

A avaliagdo da citotoxicidade da Ag-HA foi realizada através de contacto indirecto (método do
extracto). Os procedimentos de seguranca recomendados pela agéncia de proteccdo da saude foram
aplicados [27]. De notar que as amostras de Ag-HA foram deixadas numa estufa a 130°C durante 24
horas para esterilizagdo. Sumariamente, suspendeu-se 122 mg de cada uma das varias amostras de
hidroxiapatite em 2 ml de meio de cultura. Colocaram-se estas amostras na estufa a 37°C, em agitacao,
durante 24 horas, para obtengdo do extracto. Ao mesmo tempo, prepararam-se as celulas vero, células

epiteliais do rim de macaco. A sementeira foi realizada atraveés da colocagdo em cada poco, de uma
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placa de 96 pocos, de 100 ul de meio com células. A densidade da sementeira foi de 25 mil células por
cm?. Colocou-se a placa na incubadora a 37°C em uma atmosfera com 5% de CO2.

24 horas depois, retirou-se da incubadora a placa e 0 meio em contacto com a Ag-HA. Colocou-se
0 meio que esteve em contacto com uma das amostras num microtubo (cerca de 833 L) e extraiu-se o
meio das células nos pogos. Adicionou-se 100 pL do extracto a cada uma das 5 réplicas da primeira
condigdo (concentragdo 61 mg/ml). Apoés isto adicionou-se 500 uL de meio completo ao extracto
restante para proceder a uma diluicdo de 2,5 vezes. De seguida colocou-se 100 puL em cada 1 dos 5
pocos na segunda condicdo (24,4 mg/ml). Repetiu-se o protocolo até chegar-se a oitava condicdo (72
diluicdo por um factor 2,5). O procedimento foi repetido para as 3 restantes amostras. Ao controlo
positivo foram adicionados 10 ul de DMSO, composto que é citotdxico, e no controlo negativo nao se
alterou o meio. Apos isto colocou-se a placa na incubadora durante 48 horas.

Ao fim das 48 horas retirou-se a placa da incubadora. De seguida, retirou-se 0 meio aos pogos e
colocou-se uma solucdo de meio completo com resazurina em todos 0s pocos (90% de meio completo
com 10% de uma solucdo de resazurina a 0,2mg/ml em PBS). A resazurina foi 0 composto escolhido
para avaliar a viabilidade celular [28]. E com base na mudanca de cor do meio de azul para rosa que
se consegue verificar a presenca de células vivas[28]. Colocou-se a placa na incubadora durante 4
horas. Por fim mediram-se as absorvancias a 570 nm e a 600 nm com um leitor de microplacas Biotek
ELX800.

As amostras de 7% e 10% Ag-HA foram feitas numa data posterior com similar procedimento. A
Unicas alteracGes foram as seguintes: 1- Nao foram feitas tantas dilui¢des (5 em vez de 8); 2- Em 16
poc¢os colocou-se 0 meio que esteve no frigorifico em contacto com as amostras de 0%, 1% 2% e 4%

m/m Ag-HA durante 30 dias a 4°C, em estatico, para estudar se existia diferencas na toxicidade.

2.5 — Preparacdo dos revestimentos via Coblast®

Para se poder realizar os revestimentos via Coblast® com a amostra de 4%Ag-HA, foi necessério
limpar as amostras de titnio (Ti-6Al-4V com 15mm X 15mm X 1mm) com detergente a 55°C
durante 30 minutos em ultrassons. Posteriormente, lavou-se as amostras com agua corrente e com
metanol durante 5 minutos. Deixou-se as amostras a secarem durante 12 horas. No dia seguinte
preparou-se as misturas para revestir as amostras de titanio. As composi¢des das misturas encontram-

se presentes na tabela 3.
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Tabela 3- Composigdo tedrica dos revestimentos preparados via Coblast®. Os valores

presentes na tabela séo de percentagem do volume total.

Designacéo | Abrasivo (Al:O3) | HA | 4%Ag-HA
Ti-HA 50% 50% 0%
Ti-1Ag-HA 50% 33,5% 16,5%
Ti-3Ag-HA 50% 16,5% 33,5%
Ti-4Ag-HA 50% 0% 50%

De referir que as percentagens indicadas na tabela 3 sdo em volume/volume, ja que era necessario
preparar 600 ml da mistura para ser misturado, de forma eficiente, no misturador em V. As diferentes
percentagens de HA foram usadas como forma de estudar diferentes composices de Ag e seus efeitos

nas bactérias e nas células. Na figura 4 encontra-se uma representacao do mesmo misturador.

Horizont:
Axis

Plame of Symmerry

Figura 4 - Imagens do Misturador em V. Em a) encontra-se uma representacdo esquematica da
porcdo interna do misturador, com a forma da letra V, onde ficam colocados os pds que se
pretendem misturar[45]. Em b) a por¢do externa do misturador que se encontra presa em um
aparelho que a faz girar.

O misturador girava a 20 rpm e ficou a misturar durante 10 minutos. Apos isto, extraiu-se as
misturas do misturador e colocou-se as mesmas no reservatério (Powder Insert) que é possivel

visualizar na figura 5 a) e 5 b) (indicado com as setas).
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Figura 5 — Alimentador (Powder Feeder Single-10C da Sultzer Metco) com um reservatorio (Powder
Insert) acoplado em a). Em b) encontra-se uma representacdo do interior do reservatorio onde é possivel
ver todos 0s seus componentes. As setas representam onde ficava colocada cada mistura.

Em simultaneo colocou-se as amostras de titdnio numa plataforma semelhante a representada na

Figura 6.

Figura 6 - Plataforma usada onde se colocou as placas de titanio
onde iriam ser feitos os revestimentos.

Nessa mesma plataforma colou-se uma fita adesiva para colar as amostras de titanio. Colocou-se a

plataforma dentro de uma camara como é possivel visualizar na Figura 7B. Na Figura 7A encontra-se

a parte externa da camara com um ecrd onde se insere as instruges que o programa deve tomar.
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Figura 7 - Camara do Coblast®. Em A) encontra-se a parte externa da cAmara com um ecra e
teclado para se inserir instru¢des. Em B encontra-se a parte interna da cAmara onde se coloca a
plataforma com as amostras. Também ¢é possivel visualizar o aspersor em B.

Apos colocar a plataforma era verificado se o codigo precisava de ajustes. O cddigo que foi criado
programava o hardware para, através de um movimento vaivém, revestir as amostras. A figura 8 tenta
representar o que o cddigo fazia. Na mesma figura 8 esta representado 2 distancias (1) e 2)) que eram
necessarias ajustar entre revestimentos de amostras diferentes. A razdo disto esta no erro humano
associado na colagem das amostras de titanio a plataforma. Ao colar-se as amostras nas fitas a
distancia 2), entre filas de amostras de titanio, variava. No caso da distancia 1) a mesma nao variava,
no entanto, o nimero de movimentos vaivém entre cada fila de amostras de titanio poderia variar de
forma a garantir a criacdo de um revestimento homogéneo. Isto s6 podia ser visualizado com base na
distancia 1). A distancia 1) foi decidida com base no didmetro que a mistura bombeada fazia quando ia

contra a amostra de titanio.

iDP

Figura 8 - Representacdo da plataforma aonde se colocam as placas de titanio (cubos a cinzento) para
fazer o revestimento. Também esta representado o movimento de vaivem (setas) que foi planeado no
cddigo executar para realizar o revestimento de forma ideal. A distancia 1) trata-se da distancia entre
cada movimento vaivem numa fila de placas de titanio. A distancia 2) trata-se da distancia entre cada
fila de placas de titanio. Por fim, a branco encontra-se uma representacdo da mistura para melhor
visualizacdo. 23



Ap0s isto, prosseguiu-se com o revestimento bombeando a mistura. De referir que a pressdo de
bombeamento foi de aproximadamente 6 Bar. A taxa de fluxo de massa foi de aproximadamente 40
g/min. Um tipico revestimento de 15 amostras de titdnio demorava aproximadamente 2 minutos. As
amostras revestidas foram limpas em ar comprimido para retirar restos da mistura. Por fim, ha a

mencionar que parte das placas de Ti ndo foram revestidas para serem usadas como controlo.

2.6 — Avaliacéo da citotoxicidade dos revestimentos

A citotoxicidade dos revestimentos foi testada através do contacto directo entre as células e os
revestimentos. Neste caso utilizaram-se osteoblastos (linha celular Saos-2) para testar a citotoxicidade.
O protocolo em si foi muito semelhante ao anteriormente mencionado na avaliagdo da citotoxicidade
dos poés de Ag-HA. Resumidamente, colocou-se 4 placas de Ti, por cada uma das condigdes, em 2
placas de Petri estéreis. Ou seja, foram usadas 10 placas de petri e 20 placas de Ti (5 condi¢des).
Seguidamente mergulharam-se as amostras em etanol durante 15 minutos. Ao mesmo tempo,
prepararam-se as células. A sementeira foi realizada através da colocacdo em cada placa de 4 ml de
meio com células através do auxilio de uma micropipeta. A densidade da sementeira foi de 25 mil
células por cm?. Colocou-se as placas na incubadora a 37°C em uma atmosfera com 5% de CO;
durante 24 horas.

Posteriormente retirou-se as placas de petri da incubadora. Retirou-se o meio as placas de Ti e
colocaram-se as placas de Ti em outras placas de Petri passando a existir assim 4 placas de Petri por
condicdo. A todas as placas adicionou-se meio completo com resazurina (90% de meio completo com
10% de resazurina). Colocaram-se as placas na incubadora durante 4 horas. Posteriormente, mediram-
se as absorvancias a 570 nm e a 600 nm. Por fim colocou-se novo meio completo nas placas de petri
com os revestimentos e colocaram-se na incubadora. A cada 2 ou 3 dias repetiu-se o procedimento de
retirar-se 0 meio das placas de Ti e colocar-se meio completo com resazurina para avaliar a evolucao

da populacéo de células.

2.7 — Estudo antibacteriano dos revestimentos

Pretendeu-se estudar o efeito que teria o contacto dos revestimentos preparados com bactérias. Para
tal estudou-se o efeito antibacteriano em duas espécies de bactérias distintas, nomeadamente a E.coli
(Gram negativa) e a S.aureus (Gram positva). Preparou-se um stock de meio semi-sélido LB (Luria
Broth; [29]) com agar. O meio aquoso continha 10 g/L de triptona, 5g/L de extracto de levedura e
5¢/L de NaCl e 8g/L de agar que dava a consisténcia semi-sélida quando presente a temperaturas mais
elevadas como 50°C. Colocou-se em cada caixa de petri (50 mm de didmetro) uma amostra de titanio,
e adicionou-se 8 ml de meio LB semi-sdlido com cerca de 10° CFUs por ml da bactéria indicadora, E.

coli, ou S. aureus. Foi realizada uma placa referente a cada condi¢do e com cada cultura da bactéria
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indicadora. Apds solidificacdo do meio as placas foram colocadas numa incubadora a 37°C durante
18h. No dia seguinte contou-se o nimero de coldnias presentes em cada placa a superficie do meio na
zona da placa de titénio.

Adicionalmente, realizou-se uma segunda metodologia baseada no protocolo realizado por Huang
et al. [30]. Resumidamente mergulhou-se cada revestimento em 5 ml de culturas de S. aureus com
aproximadamente 108 CFUs por ml em meio LB seguida de incubacdo a 37°C durante 6 horas.
Posteriormente 0s revestimentos foram lavados com cuidado com PBS e imersos em 2,5%
glutaraldeido durante 2 horas. Antes do ensaio de SEM os revestimentos foram lavados em PBS e
imersos em agua destilada durante 10 minutos. De seguida, os revestimentos foram desidratados por
imersdo em etanol (com as concentracdes de 50%, 70%, 90%, 95% e 100% durante 10 minutos cada).
Por fim os revestimentos foram secados em um exsicador durante 1 hora em vacuo.

O ensaio em SEM dos revestimentos foi realizado no SEM-FID (Zeiss) no CENIMAT na FCT-
UNL.

2.8 - Técnicas de caracterizacao
2.8.1 - Difraccéo de raio-x (DRX)

Esta técnica ndo destrutiva consiste em fazer incidir radia¢do raio-x na amostra. Através da lei de

Bragg (equacdo (1)) é possivel caracterizar estruturalmente a amostra:

A =2d senf
(1)

Onde A trata-se do comprimento de onda da radiacdo incidente, d a distancia entre os planos
cristalograficos e 8 o0 angulo de incidéncia da radiacdo com os planos de reflexdo.

Ao aplicar-se um feixe de raio-x nas amostras ocorre difraccdo dos raios-x. Isto deve-se a
semelhanca dos comprimentos de onda, da radiacdo, com as distancias interplanares. Os planos de
difraccéo e, como tal, as distancias interplanares, as densidades dos a&tomos ao longo de cada plano e o
padrdo de difraccdo gerado, sdo caracteristicas especificas e Unicas de cada substancia cristalina.
Torna-se assim possivel a caracterizacdo de amostras cristalinas.[31]

Recorreu-se assim ao DRX para, através dos difractogramas, conseguir caracterizar as amostras de
Hidroxiapatite produzidas. Para tal realizou-se difractogramas em todas as amostras estudadas com
varrimento de 20 entre 10° e 90° com passo de 0,33°. A radiagdo incidente usada tratou-se de Kal e
Ka2 com comprimentos de onda de 1,541A e 1,544A respectivamente. O ratio entre ambos foi de 0,5.

O material do Anodo foi uma ampola de cobre alimentada a 45 kV e 40 mA.
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2.8.2 - Espectroscopia de infravermelho por transformada de fourier (FTIR)

FTIR trata-se de uma técnica, ndo destrutiva, muito usada na identificacdo de grupos funcionais
com que sdo constituidas as amostras analisadas. FTIR baseia-se nos principio fisico de que todas as
moléculas vibram e que cada composto molecular tem energias de vibracdo muito especificas
associadas. Para se poder detetar estas vibragfes torna-se necessario transmitir radiacao infravermelha
com comprimento de onda (energia) semelhante ao comprimento de onda (energia) com que ocorrem
estas vibragGes. Cada composto molecular tem energias de vibragdo muito especificas associadas.
Estas vibragOes, regra geral, dividem-se em 2 tipos, nomeadamente, Extensdo, onde varia a distancia
interatdmica entre os &tomos e moléculas envolvidas e Flexao, onde varia o angulo de ligacdo entre os
atomos ou moléculas envolvidas. E com esse conhecimento que se consegue identificar grupos
funcionais. De referir que as energias dos estados vibracionais sdo essencialmente no espectro dos
infravermelhos, explicando-se assim a razdo do nome da técnica. O espectro de FTIR pode ser
adquirido no modo de transmissdo (radiacdo que chegou ao detector) ou absorcao (radiagcdo que foi
absorvida). Para tal efectua-se um varrimento de frequéncias de radiacdo electromagnética na zona dos
infravermelhos e com isso obtém-se o espectro. Através desse espectro verificar-se-a a existéncia de
picos que corresponderdo a grupos funcionais.[32]

De modo a caracterizar os pds de hidroxiapatite produzidos realizou-se FTIR a todas as amostras
produzidas. Utilizou-se o equipamento de Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR. O mesmo encontra-
se no CENIMAT. A analise foi realizada em um intervalo de nimero de onda entre 4000cm™ e 500cm’

! com um passo de 2 cm™.

2.8.3 — Microscopia de varrimento electrénico (SEM) e energy-dispersive x-ray spectroscopy
(EDS)

SEM consiste numa técnica que permite analisar a morfologia e topografia da superficie de um
material. Para tal, utiliza um feixe de electrdes que varre a superficie do mesmo. O feixe é acelerado
do catodo, em direcgdo ao anodo, através da aplicagio de um potencial que pode atingir os 50 kV. E
através da interaccao destes electrdes com as nuvens de electrdes dos elementos quimicos que existem
electrbes retrodifundidos e a libertacdo de electrfes secundarios e raios-x. Tanto os electrdes
secundarios como os electrdes retrodifundidos sdo usados para caracterizar informagao topografica da
amostra. Os raios-x sdo caracteristicos dos elementos quimicos presentes na amostra. Como tal,
acoplado ao SEM costuma estar um detector espectrométrico de raios-x para ou medir comprimentos
de onda (WDS) ou niveis de energia (EDS). No caso especifico do detector da FCT-UNL é o EDS.
Isto torna a técnica ideal para caracterizagdo de elementos quimicos. Existe, no entanto, limitacoes.
Elementos quimicos mais leves sdo mais dificeis de caracterizar pois as nuvens electrénicas sao menos

densas. Ao serem menos densas ocorrem menos interac¢fes, o que torna mais dificil os elementos
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serem detectados. Por outro lado, se a superficie de um material for composta de um elemento pesado,
torna-se impossivel caracterizar o que se encontra abaixo dessa superficie pois todo o feixe pode ser
retrodisperso.[33]

De forma a caracterizar os revestimentos na superficie das amostras de Titanio recorreu-se ao
SEM. Por outro lado, de forma a saber a composicdo dos revestimentos recorreu-se ao EDS. Para tal,
depositou-se nas amostras uma camada de ouro via pulverizagdo em um Agar Sputter Coater. Isto foi
necessario pois as hidroxiapatites ndo sao condutoras. As analises foram realizadas no CENIMAT, em
um Microscopio Electronico de Varrimento DSM 962 Zeiss Germany.
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Capitulo 3 — Resultados e discusséo
3.1 - P4 de Ag-HA

As figuras 9 e 10 apresentam os difractogramas das amostras pré dialise e pds dialise
respectivamente. Nessas mesmas figuras foram representadas, através de formas, a que composto
pertence cada pico. Por outro lado, nas tabelas 4 e 5 encontram-se os planos correspondentes a HA e
AgNPs da literatura. Nessas tabelas encontra-se assinalados os dngulos exactos obtidos dos picos dos
Difractogramas realizados para analise de possivel tendéncias.

Verifica-se que, devido a enorme similaridade com HA na Literatura[21], [34], [35], que as amostras
produzidas tratam-se de HA. Verifica-se que as mesmas amostras tém AgNPs. Mais ainda, ao
observar-se as Figuras 9 e 10, verifica-se que os 2 picos (38,1° e 44,3°% apresentam aumento de
intensidade, com o aumento da quantidade de Ag. Estes picos sdo referentes a AgNPs.
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Figura 9 - XRD das Ag-HA pré-dialise. De referir que a amostra de 0% trata-se do espectro a
azul em (@, 1% em (), 2% em () e 4% Ag-HA em (d).
Legenda: & HA; ® AgNPs [21], [34], [35]; @ B-TCP [36]. A posi¢do exacta dos picos na
literatura e na figura pode ser visualizada na tabela 4. O traco serve para demonstrar o pico de
29,4 ° mencionado na discussao e na figura 11.
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Figura 10 - XRD de Ag-HA pds-dialise. De referir que a amostra de 0% trata-se do espectro a azul
em (@), 1% em (b), 2% em (c), 4% em (d), 7% em (e) e 10% em AgNO3-HA (f).
Legenda: a Hidroxiapatite; ®Nanoparticulas de Prata [21], [34], [35]; @p-TCP [36]. A posicdo
exacta dos picos na literatura e na figura pode ser visualizada na tabela 5.

Se a HA for dopada com Ag existira desvios nos angulos medidos nos difractogramas devido ao
Ag estar a substituir o Ca na estrutura da HA. Isto podera verificar-se de 2 formas possiveis.

1-Com o aumentar da Ag entre amostras verificar-se-ia uma tendéncia de diminui¢édo do angulo dos
picos da HA.

2-Se a amostra de 1%Ag-HA saturou a capacidade de dopagem da HA, ou seja, a HA ndo aceita
mais Ag, ndo se verificard uma tendéncia a partir da dita amostra. Tal aconteceria, pois, aumentar a
quantidade de prata ndo influenciaria a dopagem da mesma devido a saturagdo. De referir que neste
caso, as amostras com prata teriam os seus picos todos proximos, mas todos em angulos menores
apenas guando comparados com a amostra controlo.

Comparando os valores dos picos da tabela 4 com a 5, o que se verifica é a inexisténcia de uma
tendéncia de diminuicdo de angulos, com o aumento da Prata. A Unica tendéncia verificada comum
entre as 2 tabelas tratou-se do angulo 53,2, onde comparando com a amostra controlo verifica-se um
ligeiro desvio para valores mais baixos. No entanto, esta tendéncia é independente da quantidade de
prata. Em suma, nada se pode afirmar sobre a existéncia, ou ndo, de dopagem de prata nas amostras de

HA com base nos resultados do DRX.
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Tabela 4 — Planos correspondentes aos Picos de DRX das amostras de Hidroxiapatite pré-dialise. Também se

encontra representado os valores dos picos dos difractogramas de cada amostra e os valores de Literatura[21],

[34]-[36]. N significa que ndo existe esse pico nos difractogramas. A negrito o angulo que verifica uma

diminuicdo nas amostras com Ag comparativamente ao controlo.

Literatura[21], [34]- Planos 0%Ag- 1%Ag- 2%Ag- 4%Ag-
[36] Correspondentes HA HA HA HA
25,8 (002)daHA 25,91 25,94 25,94 25,87
27,8 (214)dep-TCP N 27,81 27,88 27,78
28,2 (102)daHA 28,15 28,18 28,15 28,15
29,0 (210)daHA 28,91 28,98 28,98 28,95
31,0 (02 1) de B-TCP N 31,09 31,15 31,05
31,7 (211)daHA 31,83 31,86 31,89 31,76
32,2 (112)daHA 32,20 32,26 32,26 32,19
33,0 (300) daHA 32,96 32,99 33,03 32,89
34,1 (202) da HA 34,10 34,13 34,16 34,06
34,3 (22 0) de B-TCP 34,33 34,40 34,43 34,33
38,1 (111)daAg N 38,17 38,21 38,11
39,8 (130)daHA 39,78 39,88 39,88 39,81
44,3 (200) da Ag N 44,32 44,39 44,29
46,7 (222) da HA 46,73 46,76 46,76 46,70
48,2 (312)daHA 48,13 48,17 48,17 48,07
49,5 (213)daHA 49,50 49,54 49,57 49,47
50,5 (321)daHA 50,47 50,54 50,64 50,51
51,4 (410)daHA 51,34 51,34 51,34 51,24
52,2 (402) da HA 52,08 52,18 52,21 52,11
53,2 (0 04)daHA 53,28 53,25 53,21 53,18
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Tabela 5 — Planos correspondentes aos Picos de DRX das amostras de Hidroxiapatite pos-dialise. Também se

encontra representado os valores dos picos dos difractogramas de cada amostra e os valores de Literatura[21],

[34]-[36]. N significa que ndo existe esse pico no difractograma. A negrito o angulo que verifica uma

diminuicdo nas amostras com Ag comparativamente ao controlo.

Literatura[21], Planos 0%Ag- | 1%Ag- | 2%Ag- | 4%Ag- | 7%Ag- | 10%Ag-
[34]-[36] Correspondentes | HA HA HA HA HA HA
25,8 (002)daHA 25,93 25,92 25,82 25,99 25,80 25,89
27,8 (214)dep-TCP | 27,76 27,80 27,73 27,90 27,76 27,83
28,2 (102)daHA 28,23 28,16 28,10 28,20 28,06 28,13
29,0 (210)daHA 28,93 28,97 28,90 29,03 28,90 29,00
31,0 (021)dep-TCP | N 31,10 |31,04 |31,14 |3101 |31,07
31,7 (211)daHA 31,85 31,85 31,78 31,88 31,74 31,84
32,2 (112)daHA 32,21 32,25 32,15 32,31 32,14 32,21
33,0 (300) daHA 32,98 32,98 32,91 33,01 32,91 32,98
34,1 (202) daHA 34,12 34,12 34,05 34,18 34,05 34,11
34,3 (220)dep-TCP | N N 3431 |3445 |3431 |3438
38,1 (111)daAg N 38,20 38,10 38,22 38,06 38,16
39,8 (130)daHA 39,83 39,87 39,80 39,93 39,83 39,86
44,3 (200) da Ag N 4435 | 4428 | 4437 | 4424 | 44,34
46,7 (222)daHA 46,75 46,79 46,68 46,81 46,68 46,75
48,2 (312)daHA 48,12 48,12 48,08 48,15 48,05 48,12
49,5 (213)daHA 49,52 49,56 49,49 49,59 49,45 49,49
50,5 (321)daHA 50,49 50,56 50,49 50,59 50,49 50,56
51,4 (410)daHA 51,33 51,33 51,29 51,39 51,29 51,39
52,2 (4 02)daHA 52,09 52,16 52,09 52,19 52,06 52,16
53,2 (0 04)daHA 53,30 53,20 53,13 53,26 53,13 53,16

Devido a inexisténcia de diferencas significativas entre as tabelas 4 e 5 e em especial na Figura 11,

onde se compara as amostras de 4% Ag-HA dialisada e ndo dialisada, a dialise ndo parece influenciar

a HA ou a Ag de forma significativa.
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Figura 11 — Em a) trata-se do difractograma da amostra de 4% Ag-HA pré-dialise. Em b) trata-se do
difractogramas da amostra de 4% Ag-HA pods-dialise em b). A seta representa o pico que desapareceu
com a dialise. Este pico, com angulo de 29,4° parece ser o pico mais intenso do Carbonato de Célcio
(Calcite), com base em M. A. Rahman et al [37].

O que a dialise parece ter alterado é um pico a 29,4°. Ap6s alguma procura na literatura chegou-se
a conclusdo de poder tratar-se de carbonato de célcio (CaCOs). CaCOs (calcite), com base em M. A.
Rahman et al [37] tem o seu pico mais intenso no angulo 29,4° dos difractogramas. Tal possibilidade
pode ser observada na figura 11, onde é visivel o desaparecimento do pico a 29,4°. Isto levanta a
hipdtese de o problema do pH ter sido causado por a existéncia deste composto nas amostras de Ag-
HA. Mais ainda, verifica-se que esse pico nao existe na amostra controlo da figura 9 (pré-dialise) o
que reforca a hipdtese apresentada.

A hipdtese de arbonato ganha forca ao observar-se os valores de pH obtidos pré-dialise para as

amostras de hidroxiapatite. Estes valores encontram-se na tabela 6.

Tabela 6 — Valores de pH medidos antes de se proceder com a dialise e 48 horas ap6s comecar

com a dialise.

Amostra pH (inicio) | pH (48 horas apds)
HA (controlo) | 8,4 £0,1 74+0,1

1% Ag-HA 10,2+0,1 |10,3+£0,1

2% Ag-HA 10,3+0,1 |10,6+0,1

4% Ag-HA 10,2+0,1 |10,6+0,1

Ao observar-se a tabela 6 verifica-se o valor de pH comum de aproximadamente 10,3 para as

amostras com Prata. O pKa2 do &cido Carbonico (H.COs) referente & mudanca idnica de
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CO2~ & HCO3 é de cerca de 10,3[38], [39]. Outro pormenor é que 48 horas depois ndo existiu
variacdo do pH (tabela 6). De referir que as amostras foram dialisadas com pH inferior a 8,5, apenas
demorou-se muito mais tempo que o esperado. Algumas amostras, nomeadamente a de 7% Ag-HA e a
de 10% Ag-HA demoraram 3 semanas a serem dialisadas. Isto indica que o composto que causou a
variacdo do pH tem uma baixissima solubilidade em &4gua. Carbonatos sdo conhecidos por terem muito
baixa solubilidade em agua. [40] Isto explicaria a dificuldade em dialisar a hidroxiapatite.

O pico a 29,4° parece aumentar de intensidade com o aumentar da quantidade de Ag adicionada a
cada amostra de HA como € possivel ver na figura 9. Uma explicagdo possivel para isto pode estar em
que ao adicionar Ag, a mesma podera substituir o Ca. Ao existir mais Ca substituido por Ag na HA,
existira mais Ca que nao € usado na producdo de HA. Este Ca, por sua vez, podera ligar-se ao
carbonato para formar mais CaCOs. Para se perceber tal, torna-se necessario demonstrar o que ocorre
durante o todo o processo, em termos quimicos. A presenca do carbonato serd consequéncia da
presenca de O, ou de CO, no ar. A razdo de poder ser O estd nas seguintes reac¢cdes. A reaccao de

Combustéo do etanol € a seguinte:

C,HsOH + 3(02) -> 2(C02) + 3(H20)
)

A reaccdo espontanea de criacdo de acido fosforico, por sua vez, é a seguinte:

P20s5 + 3 H,O ->2H3P0O4
3)

As mesmas separadas ndo dizem muito, especialmente quando a reac¢do 2 sé ocorre quando existe
combustdo[41] e a 3 necessita de agua[42], algo que ndo existe no sistema de etanol em gquantidade

significativa. No entanto, nas 2 reac¢des em conjunto poder-se-a ter:

C2HsOH + P20s + 3(0) -> 2(CO;) + 2(H3POy)
(4)

A reaccdo em 4 é necessaria para explicar a sequencia de reacgdes que ocorrem segundo Franco et al.

[42]. As mesmas podem ser visualizadas em (5) — (11).

(3-X)C2H50H + H3POy4 -> PO(OH)X(OC;2H5)3.X + (3-X)H20
®)
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Ca(NOs), + 2 C,HsOH -> Ca(CoH:s0), + 2HNO;
(6)

Ca(N03)2 + H3PO4 -> CaHPO, + HNO3
(7

A temperaturas entre 200°C e 500°C ocorrem ainda as seguintes reaccoes:

2CaHPQO4 -> H,0 + CazP.07
8)

Ca(OC2H5)2 + H,O -> Ca0 + 2C,Hs0OH
©)

3CAP,0;+ H,O + 4Ca0 -> Calo(PO4)6(OH)2
(10)

10C8.(NO3)2 + 6PO(OH)><(OC2H5)3.>< + (20-6X)H20 -> Calo(PO4)6(OH)2 + 6(3-X)C2H50H + 20HNO3
(11)

O carbonato surge da seguinte reaccao[41].

CO; + H,O -> H,CO4
(12)

De referir que este CO; pode ser da atmosfera e da reaccdo em 4. E por fim o carbonato de célcio

forma-se com base na seguinte reacgéo.

H,CO3; + CaO -> H,O + CaCO;
(13)

O Oxido de calcio formou-se na reaccdo 8 durante a sinterizacdo. Consegue-se assim explicar a
presenca de carbonato de célcio nos resultados obtidos.

Observando a reacgdo 11 verifica-se que o ratio de Ca/P é de 10/6 ou seja, 1,66(6). O protocolo
aplicado foi um em que o réacio de Ca/P = 1,6(6). Este racio, no entanto, ignora a presenca da Ag que

poderéa substituir o Ca. Isto significa que o racio deveria ser semelhante a
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Ca+Ag
P

(14)

O que ndo foi o considerado no Protocolo. De referir que este racio alternativo tem a limitacdo de ndo
considerar que Ag possa formar nanoparticulas e ndo ocorrer dopagem a 100%. O valor calculado do
racio referido em 14 aplicado em cada amostra esta representado na tabela 7.

Tabela 7 — Racio de cada amostra admitindo total dopagem pela Prata.
HA 1%Ag-HA | 2%Ag-HA | 4%Ag-HA | 7%Ag-HA | 10%Ag-HA
Racio | 1,667 1,669 1,672 1,678 1,686 1,694

Observando a tabela 7 verifica-se que existe um aumento do racio com o aumento de Ag, admitindo
que haja dopagem total. Isto podera ter consequéncias. HA normal tem um racio Ca/P de 1,6(6).
Qualquer afastamento deste valor levara a excesso de um dos precursores. E aqui que se torna
importante perceber a parte quimica do processo. Ao observar-se a reaccao 6, verifica-se a formacao
de 6xido de calcio. Admitindo que haja dopagem, a hidroxiapatite na reaccdo 8 podera ter calcio
substituido por prata. Isto implica que alguns 6xidos de célcios poderdo ndo reagir para formar HA
nessa mesma reac¢do. E como tal esse mesmo 6xido através da reaccdo em 12 formara mais carbonato
de calcio. Explicar-se-ia assim o aumento da Prata levar a um aumento do carbonato de célcio e a sua
inexisténcia na amostra controlo.

A Ultima coisa que falta explicar trata-se da presenca de B-TCP. B-TCP, segundo Franco et al. [42]

existe devido a decomposicao térmica da HA como é possivel ver na reac¢do 15.

Cai1(PO4)s(OH)2 -> 3Ca3(PO4), + CaO + H,0
(15)

Nesta mesma reacgdo verifica-se a criagdo de Oxido de célcio que com base na reaccdo 13, levara a
maior quantidade de carbonato de célcio. Ou seja, verifica-se assim uma dependéncia da quantidade de
CaCOs com a quantidade de B-TCP. Explica-se assim porque aumenta o 3-TCP com 0 aumento do
CaCOs;. Em suma, verifica-se que todas as amostras obtiveram HA com nanoparticulas de prata. O
facto dos picos obtidos via DRX serem largos indica que o tamanho das particulas encontra-se nos
nanoémetros [43]. Isto indica que este protocolo modificado é apropriado para a obtengdo de
hidroxiapatite com prata de uma forma simples e rapida.

As figuras 12 e 13 apresentam os espectros de FTIR das amostras sintetizadas pré-dialise e pés

dialise, respectivamente.
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Figura 12 — Espectro de FTIR das amostras de 0% (a), 1% (b), 2% (c) e 4% Ag-HA (d). De referir que
estas amostras sdo amostras de hidroxiapatite pré-dialise.
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Figura 13 — Espectro de FTIR das amostras de 0% (a), 1% (b), 2% (c), 4% (d), 7% (e) e 10% Ag-HA
(). De referir que estas amostras sdo amostras de hidroxiapatite pos-dialise.

Na tabela 8 e 9 encontram-se 0s picos e bandas do FTIR e a sua correspondéncia aos grupos
funcionais segundo a Literatura [42], [43]. Nas mesmas tabelas encontra-se a verificacdo da existéncia
dos mesmos picos. Em ambas as tabelas se verifica a existéncia de carbonatacdo da hidroxiapatite.
Parece ter ocorrido carbonatagdo do tipo B, se bem que a proximidade dos picos em 1455-1460 cm™,
devido a carbonatacGes diferentes, torna dificil excluir carbonatacdo do tipo A [42], [43]. Apesar de
tudo, nas amostras com maior concentracdo de Ag (4%, 7% e 10%) também parece existir
carbonatagdo do tipo A. Isto poderd indicar que tenha ocorrido uma carbonatagdo AB, mas em que

tenha existido uma clara preferéncia por a do tipo B. Carbonatagdo do tipo A da Hidroxiapatite, trata-
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se de uma substituicdo de ides carbonato pélos iBes hidroxilo da hidroxiapatite. Por outro lado,

carbonatacdo do tipo B trata-se de uma substituicdo de iGes carbonato pélos ides fosfato da HA[44].

Verifica-se também a existéncia de fosfatos que séo tipicos de HA e B-TCP e do grupo OH que é

tipico da HA.

Tabela 8 — Picos e Bandas do FTIR associadas aos grupos funcionais [42], [43] e respectiva existéncia dos

mesmos nas amostras de hidroxiapatite pré-dialise. Legenda: S = existe, N= ndo existe, ndmero indica 0 nimero

mais perto onde se verifica o “pico” no caso de picos ligeiramente desviados. NUmeros repetidos indica situacdes

em que um pico pode pertencer a 2 diferentes situagdes.

Picos e bandas retiradas da literatura[42], [43]

Picos e bandas observadas nas amostras

sintetizadas

0%Ag- 1%Ag- 2%Ag- 4%Ag-
HA HA HA HA
550 Flex&o do fosfato 561,1 561,1 559,9 561,1
570 561,1 561,1 559,9 561,1
600-602 597,8 597,8 597,8 597,8
630-632 Estiramento do grupo OH 628,6 628,6 626,8 626,8
870 Carbonato-banda que sugere 873,6 873,6 873,6 875
carbonatacao do tipo B
880 Carbonato-banda que sugere N N N 875
carbonatacdo do tipo A
900-1200 Flexao e estiramento do fosfato S S S S
975 Vibracdo do Ag3P0O4 N N N N
988 B-TCP N N N N
1017 Vibracdo do Ag3P0O4 N N N N
1024 Banda de fosfato 1018,2 1018,2 1020,2 1020,2
1123 B-TCP N N N N
1421 Carbonato 1411,6 1413,5 1415,5 1413,5
1430 Sugere carbonatacédo do tipo B N
1455-1460 Sugere carbonatacdo tipo A ou B S S S S
1550 Sugere carbonatacdo do tipo A N N N N
1630 Flex&o do H20 N N N N
3300 Estiramento do OH N N N N
3400 Estiramento do H20 N N N N
3570-3571 Estiramento do OH S S S S
3800 Estiramento do OH N S N N
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Tabela 9 — Picos e Bandas do FTIR associadas aos grupos funcionais [10], [12] e respectiva existéncia dos

mesmos nas amostras de hidroxiapatite pos dialise. Legenda: S = existe, N= ndo existe, nimero indica 0 numero

mais perto onde se verifica o “pico” no caso de picos ligeiramente desviados. Numeros repetidos indica situagdes

em que um pico obtido no FTIR pode pertencer a 2 diferentes situacdes.

Picos e bandas retiradas da

Picos e bandas observadas nas amostras sintetizadas

literatura[42], [43] 0%Ag- | 1%Ag- | 2%Ag- | 4%Ag- | 7%Ag- | 10%Ag-
HA HA HA HA HA HA
550 Flexao do fosfato 561,1 561,1 561,1 553,5 555,4 557,3
570 561,1 561,1 561,1 N N N
600- 597,8 597,8 597,8 597,8 597,8 597,8
602
630- Estiramento do grupo 626,8 626,8 626,8 626,8 628,7 626,7
632 OH
870 Carbonato-banda que 873,6 873,6 873,6 875 873,6 873,6
sugere carbonatacdo do
tipo B
880 Carbonato-banda que N N N 875 N N
sugere carbonatacdo do
tipo A
900- Flexao e Estiramento do S S S S S S
1200 fosfato
975 Vibracdo do Ag3P0O4 N N N N N N
988 B-TCP N N N N N N
1017 Vibracdo do Ag3P0O4 N N N N N N
1024 Banda de fosfato 1020,2 | 1020,2 | 1020,2 | 1020,2 | 1020,2 1020,2
1123 B-TCP N N N N N N
1421 Carbonato 14155 | 1413,5 | 14155 | 14174 | 14174 1417,4
1430 Sugere carbonatacdo do N N N N N N
tipo B
1455- | Sugere carbonatacéo tipo S S S S S S
1460 AB
1550 Sugere carbonatacdo do N N N 1548 1548 1548
tipo A
1630 Flexdo do H20 N N N N N N
3300 Estiramento do OH N N N N N
3400 Estiramento do H20 N N N N N
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3570- Estiramento do OH S S S S S S
3571
3800 Estiramento do OH N N N N N N

3.2 - Citotoxicidade dos pos de Ag-HA
Os resultados dos testes de citotoxicidade podem ser visualizados na tabela 10.

Tabela 10 - Valores de populacdo celular relativa ao controlo negativo registados nos ensaios citotoxicidade.
Um valor da populagdo relativa superior a 90% é considerado como indicando que o extracto ndo € citotoxico.
Verifica-se citotoxicidade moderada na amostra de 10% Ag-HA na concentracdo de 61 mg/ml. A amostra de
4% Ag-HA demonstrou citotoxicidade severa quando esteve 30 dias no frigorifico a 4°C. A concentracdo
dessas amostras foi superior pois o volume que ficou em contacto os 30 dias foi de 1,167 ml (sem os 0,833ml
que tinham sido retirados para os ensaio anterior). O valor dessa concentracéo esta calculado.

Concentragdo da amostra 0%Ag-HA 1%Ag-HA 2%Ag-HA 4%Ag-HA
61,00 mg/ml 1075+4,6% | 1157+33% | 986 £48% | 1076 £7,1%
24,40 mg/ml 1152+52% | 113,6 £3,4% | 106,2+£54% | 1056 +8,4%
9,76 mg/ml 109,0+4,0% | 106,4+48% | 1068+ 73% | 1053+79%
3,90 mg/ml 102,7+43% | 107,1+49% | 99,5+52% | 1035+54%

Concentracdo da amostra 7%Ag-HA 10%Ag-HA
61,00 mg/ml 1057+£6,2% | 592+73%
24,40 mg/ml 1108+ 6,4% | 1168+ 6,1 %
9,76 mg/ml 1068+ 65% | 113,11+ 6,6 %
3,90 mg/mi 1056 +7,0% | 109,8 + 6,3 %
CfxVf = Ci xVieCf = C‘;/Xf‘” & 0%Ag-HA 1%Ag-HA
107,7 £ 6,39 107,2 £ 6,99
Sabendo que: Ci = 61mg/ml;Vi = & &
61x2 2%Ag-HA 4%Ag-HA
2mLVf = 1,167ml;=> Cf = =
1,167 1083+71% | 7,1+12,0%
104,5 mg/mi

Verifica-se que a Unica amostra que revelou citotoxicidade foi a de 10% Ag-HA na concentracao
de 61mg/ml. Mesmo esta, com uma dilui¢do de 2,5 vezes deixou de ter toxicidade. Todas as restantes
tiveram toxicidade nula. No entanto, de referir que ao colocar 0 meio completo em contacto com as
amostras durante 30 dias, a 4°C verificou-se citotoxicidade na amostra de 4% Ag-HA. Isto
provavelmente deveu-se a prata libertada durante 30 dias e a maior concentracdo (104,5 mg/ml vs 61
mg/ml) do p6. O maior valor da concentracdo deve-se ao facto de que quando se realizou o primeiro

ensaio, retirou-se 833 pL dos 2 ml que estavam em contacto com os pds. Sendo assim ficaram no meio
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apenas 1,167ml. De referir que 0 meio biol6gico humano é dindmico, o que torna improvavel uma
acumulacdo de prata, localmente durante 30 dias. Nas figuras 14 e 15 € possivel visualizar imagens
das culturas nos meios. Verifica-se que as células estdo com alguma confluéncia. Em algumas das
imagens verifica-se a presenca de umas particulas que provavelmente sdo hidroxiapatite. E possivel
ainda ver a citotoxicidade verificada na amostra de 10% Ag-HA (maior concentracdo) e na amostra de
4% Ag-HA que tinha mais tempo de contacto. Por fim, de notar que neste estudo de citotoxicidade, o
meio sO esteve 24 horas em contacto com a Ag-HA. Isto sera importante mais a frente quando se
analisarem os resultados de ades&o com os revestimentos.

Figura 14 - Imagens das culturas realizadas onde é possivel visualizar as células. Em b) e c) é possivel
visualizar pequenas particulas que provavelmente tratam-se de hidroxiapatite. Relativamente &s imagens tem-
se que: a) — HA controlo; b) 1% Ag-HA; ¢) 2% Ag-HA: d) 4% Ag-HA; e) controlo positivo (Citotoxico); f)
controlo negativo
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Figura 15 - Imagens das culturas realizadas onde é possivel visualizar as células. Em c), g) e h) é possivel
visualizar pequenas particulas que provavelmente tratam-se de hidroxiapatite. Relativamente &s imagens tem-
se que: a) 7%Ag-HA com concentracdo de 61 mg/ml; b) 7% Ag-HA com concentracdo de 24,4 mg/ml; c)
10% Ag-HA com concentracdo de 61 mg/ml: d) 10% Ag-HA com concentracdo de 24,4 mg/ml. As culturas
do €) a h) tratam-se de culturas em que o meio esteve em contacto com as amostras de hidroxiapatite durante
30 dias e concentracdo de 152,5 mg/ml. A cultura e) trata-se da amostra de HA controlo; f) trata-se da amostra
de 1% Ag-HA; g) trata-se da amostra de 2% Ag-HA e por fim a h) trata-se da amostra de 4% Ag-HA. E
possivel visualizar que tanto a de 10% Ag-HA e a de 4% Ag-HA apresentam toxicidade.




Com o conhecimento de que a amostra de 10% Ag-HA era moderadamente citotoxica na
concentragcdo mais elevada decidiu-se ndo escolher a mesma para ser usada na técnica de Coblast®.
Com isto restava as amostras de 1%, 2%, 4% e 7% Ag-HA para escolher. A amostra escolhida foi a de
4% Ag-HA. A razdo principal tratou-se de uma questdo de o protocolo ser mais facil de realizar com a
de 4%, comparativamente a de 7%. Isto acontecia porque o nitrato de prata demonstrou ter uma
baixissima solubilidade em etanol absoluto. Se fosse escolhido para produzir em massa, a quantidade
de etanol absoluto que seria necessario para dissolver o nitrato de prata seria de 400 ml (quase o dobro
da amostra de 4%Ag-HA). Isto tornava muito mais demorado o processo de evaporacdo do etanol

absoluto (450ml vs 650ml) e criava questfes de protocolo muito complicadas de se gerir.

3.3 - Citotoxicidade dos revestimentos

Os resultados do estudo da adeséo celular aos revestimentos podem ser visualizados na tabela 11.

Tabela 11 - Adesdo celular nos revestimentos de HA preparados por CoBlast (®)

Revestimentos 1°dia 3° dia 6° dia 8° dia 10° dia
Ti-HA 0,89 + 0,09 1,29 £0,17 2,11 0,27 2,75+0,34 3,03+0,38
Ti-1IHA 0,82 £ 0,07 0,58 +£0,18 0,22 +£0,10 0,15+0,08 | 0,14+0,11
Ti-3HA 1,10 £0,12 0,70 £0,28 0,21 £ 0,06 0,09+0,07 | 0,08+0,07
Ti-4HA 0,83 £0,09 0,48 £ 0,09 0,05 + 0,08 0,03+0,02 | 0,04+0,01
Ti 1,00 £0,11 1,58 £ 0,24 3,11+ 0,46 3,68+0,54 | 3,76+0,47

Na mesma tabela verifica-se que todos os revestimentos com Ag apresentaram elevada adesdo. No
entanto a populacdo celular foi diminuindo com o tempo nos mesmos. Isto pode-se dever ao aumento
da presenca de Ag no meio. De referir que no 1° dia (24 horas de exposicao aos revestimentos) ndo se
verificou toxicidade. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos com os pos. A toxicidade verificada
nos restantes dias pode-se dever ao facto de que o meio sé foi trocado ao fim de 48 horas ou 72 horas
0 que podera ter permitido que houvesse uma acumulacdo de Ag que fosse toxica para as células. No
entanto também podera ser que o pH variasse para valores toxicos ao fim de 48 ou 72 horas. Como
forma de despistagem do efeito do pH sujeitou-se o revestimento de Ti-4AgHA (0 que tem maior
guantidade de HA ndo dialisada) a &gua millipore durante 48 horas numa estufa a 40°C. Os valores do

pH podem ser visualizados na tabela 12.
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Tabela 12 - pH do revestimento de Ti-4Ag-HA em 14 ml de agua millipore no inicio e ao fim de 48 horas

Amostra pH inicial | pH apds 48 horas
Ti-4AgHA 7,3£0,1 7,6x0,1
Agua Millipore 6,6 0,1

Verificou-se uma ligeira variagdo do pH ao fim de 48 horas. No entanto, devido a limitagcdes no
medidor do pH, ndo é possivel retirar conclusdes porque idealmente devia-se medir o pH em 3 ml de
agua millipore. O sensor, infelizmente ndo conseguia medir o pH pois precisava de mais agua (devido
a forma do mesmo) o que forgou o uso de 14ml. Isto indica que o valor real do pH é capaz de ser bem
mais elevado.

Por fim ha a referir que quando havia medicao do valor de pH nos p6s, o valor ia instantaneamente
para o valor de 10,3. N&o havia aumento do valor de pH com o tempo. Tal deve-se ao facto de ser um
revestimento onde apenas uma porc¢ao da Ag-HA encontrasse em contacto directo com a agua. Devido

a tal, é mais demorado a normalizacdo do pH entre 0 mesmo e 0 meio aquoso.

3.4 - Propriedades antibacterianas dos revestimentos

Na figura 16 encontram-se representadas as superficies dos revestimentos que estiveram em contacto

com as bactérias.
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Figura 16 — Ensaio SEM nos revestimentos de Ti-HA e Ti-4AgHA apo6s terem estado em contacto com as bactérias. Legenda: A) Ti-HA que esteve em contacto com S.aureus,
B) Ti-4AgHA com S.aureus, C) Ti-HA com E. coli, D) Ti-4AgHA com E. coli. As setas representam bactérias S.aureus.
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Verifica-se que nas superficies C) e D) da figura 16 ndo existe qualquer presenca de E. coli. Este
resultado muito provavelmente deveu-se ao facto de que a cultura de E. coli aparentava sofrido lise
apos contacto com as placas de Ti. Quanto as superficies A) e B) da figura 16 verifica-se uma inibigao
significativa do nimero de células de S.aureus na superficie B), ou seja, no revestimento de Ti-
4AgHA (setas). Contudo ndo é possivel retirar conclusdes porque que existem 2 efeitos possiveis a
actuar, o pH (como foi mencionado em 94) e a quantidade de Ag.
O outro estudo antibacteriano que foi realizado foi através do contacto dos revestimentos com as
células de E. coli e S. aureus incorporadas em meio LB semi-solido. Os resultados obtidos em duas

experiéncias independentes podem ser visualizados na tabela 13

Tabela 13 - Ndmero de coldnias contadas nas na superficie do meio sobre a placa de titanio

com diferentes revestimentos e a diferenga empercentagem entre os revestimentos.

Revestimentos | E. coli | S. aureus
Ti-HA 42152 | 45747
Ti-4AgHA 31/41 | 40/41
Diferenca (%) | 23,40% | 11,95%

Tal como no estudo anterior verifica-se alguma inibicdo. Contudo esta é menos significativa, muito
provavelmente devido ao facto de haver menor difuséo entre a superficie das placas de Ti e 0 meio LB
(semi-sélido). Tal como no estudo anterior, ndo é possivel retirar conclusdes pois existe também 2

factores variaveis em actuacdo aqui, pH e Ag. Pois como referido anteriormente ndo foi possivel

dialisar os pds usados nos revestimentos por CoBlast®) por falta de tempo.
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3.5 -SEM e EDS dos revestimentos

Os resultados do ensaio em SEM podem ser visualizados nas figuras 17, 18 e 19. Verifica-se que
Ti-4Ag-HA (Figs. 17D, 18D e 19D) produziu revestimentos uniformes, tal como produziu a Ti-HA
(Figs. 17A, 18A e 19A). Verifica-se, no entanto, que Ti-1Ag-HA existe diferencas na superficie. Isto
pode ter sido causado por diferencas de granulometria entre os 2 pds. A HA comercial da Altakitin
tem tamanho de particula entre 20 e 60 um enquanto a HA produzida tem tamanho de particula na
casa dos nandmetros. Provavelmente ocorreu agregacdo dos pos nanométricos que deu origem a
clusters micrométricos. Isto é facilmente visualizavel na imagem B da figura 19. Esta situacdo foi

posteriormente analisada em EDS para confirmagéo.
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200 um e 200 um

Figura 17 — Imagens de SEM dos revestimentos em Ti de A) Ti-HA, B)Ti-1Ag-HA, C) Ti-3Ag-HA e D) Ti-4Ag-HA. A amostra em E) trata-se de Ti sem revestimento. A
ampliacdo é de 200 vezes. Verifica-se no caso do revestimento em B) que existe uma diferenca na uniformidade do revestimento na superficie representado por setas.
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20pm 20 pym
Figura 18 — Imagens de SEM dos revestimentos em Ti de A) Ti-HA, B) Ti-1Ag-HA, C) Ti-3Ag-HA e D) Ti-4Ag-HA. A amostra em E) trata-se de Ti sem revestimento.
A ampliacéo é de 1000 vezes. Verifica-se no caso do revestimento em B) que existe uma diferenca na uniformidade do revestimento representado por setas.
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10 um
Figura 19 - Imagens de SEM dos revestimentos em Ti de A) Ti-HA, B) Ti-1Ag-HA, C) Ti-3Ag-HA e D) Ti-4Ag-HA. A ampliacdo é de 3000 vezes. Verifica-se no caso do
revestimento em B) que existe uma diferenca de homogeneidade. E visivel que parece ser causado por diferencas de granulometria entre a HA e a Ag-HA.
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Os resultados do EDS podem ser visualizados nas figuras 20, 21 e 22. Verifica-se que 0s
revestimentos sdo compostos por Ca e fosforo, o que é o esperado da HA. Verifica-se ainda que o
revestimento de Ti-4Ag-HA tem Ag. Observa-se que 0 mesmo revestimento tem nanoparticulas de
prata (figura 20 A e D). Na Figura 21 C e F detectou-se uma baixa quantidade de prata
comparativamente a HA e ndo so visiveis nanoparticulas. Isto parece indicar dopagem da mesma com
Prata. Numa tentativa de tentar identificar as diferentes fases do revestimento obtido na amostra de Ti-
1Ag-HA, em SEM, estudou-se a sua composicao via EDS. Verificou-se na Figura 22 C e F que o pd
que parece ter a granulometria mais elevada parece tratar-se do pé de 4% Ag-HA. Isto confirma o ja
mencionado nos resultados em SEM de haver uma agrega¢do dos p6s nanométricos preparados por
sol-gel. Isto podera ter dado origem a clusters micrométricos de 4%Ag-HA. E como ja foi mencionado
no SEM, tal deveu-se a diferenca de granulometria entre as hidroxiapatites usadas. A HA da altakitin
tinha 20-60 um de tamanho de poro enquanto a Ag-HA preparada por Sol-Gel tem dimensdo
tipicamente nanométrica[17], [43].

A presenca de Titanio, em especial na figura 21B e 21E, nos revestimentos podera dever-se a que o
impacto entre o abrasivo e o Titanio tenha levado a um desalojamento de algum titanio superficial.
Este posteriormente podera ter sido incorporado no revestimento (figura 21B e 21E). De referir que
sera sempre detectado algum titanio, devido aos electrGes conseguirem penetrar o revestimento e
chegar até a placa de Titanio. Isto levara a emissdo de fotGes de raio-x caracteristicos do mesmo, mas
0 mesmo nunca seria detectado com a intensidade que se verificou na figura 21B e 21E.

Também parece ter havido a incorporacdo de algum do abrasivo (alumina). Isto verifica-se devido a

emissao intensa de raio-x caracteristicos do aluminio.
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Electron Image 1

ull Scale 12803 cts Cursor: 5936 (41 ci=s) ull Scale 5020 cts Cursor: 80568 (41 ot=))

Figura 20 - EDS dos revestimentos de Ti-HA em A) e C) e Ti-4Ag-HA em B) e D). Consegue-se visualizar a presenca de Prata na amostra de Ti-4Ag-HA.
Observa-se ainda a presenca de Ca e P em ambas as superficies. Observa-se ainda as superficies escolhidas para analisar. Neste caso especifico escolheu-se
toda a superficie presente nas imagens em A) e B).

52



+ a
Spectrum 3

T .

50pm ! Electron Image 1 F 50pm ! Electron Image 1 F 50pm ! Electron Image 1

u] 1 2 3 4 5 G| 0O 1 2 3 4 5 =] 1 2 3 4 5 5
ull Scale 50350 cts Cursor: 5.056 (59 ct=) ull Scale 50350 cts Cursor: 5.056 (49 ct=) ull Scale 5030 cts Cursor: 5.056 (44 ct=s)

Figura 21 - EDS do revestimento de Ti-4Ag-HA com ampliacdo de 2000 vezes em A), B) e C) e respectivos espectros em D), E) e F). Observa-se as superficies escolhidas
para analisar. Neste caso especifico escolheu-se 3 zonas diferentes da superficie.
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Spectrum 2
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Figura 22 - EDS do revestimento de Ti-1Ag-HA com ampliacdo de 2000 vezes em A) B) e respectivos espectros em C), D). Observa-se as superficies escolhidas
para analisar. Neste caso especifico escolheu-se 3 zonas diferentes da superficie.
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Capitulo 4 - Conclusdes

Pretendeu-se com esta dissertagdo obter revestimentos de Hidroxiapatite que fossem
antibacterianos e ndo citotoxicos. Pretendia-se usar o método do sol-gel para tal e apesar dos
problemas iniciais que ocorreram até se obter Ag-HA e levaram a uma modificacdo do Protocolo
inicial, assim que se conseguiu obter Ag-HA obteve-se a mesma de forma fécil e répida. Mais ainda
conseguiu-se obter Ag-HA com diferentes quantidades de Ag. O problema de pH verificado deveu-se
a presenca de carbonato na amostra. As mesmas amostras tinham a presenca de carbonato de calcio.
Apos a dialise, tal composto tinha desaparecido. As Ag-HAs produzidas pareceram ter essencialmente
carbonatacdo do tipo B com alguma carbonatacdo do tipo A. A dialise realizada ndo influenciou as
Ag-HAs obtidas.

A Ag-HA com composicdo de Ag até 7% provou-se ser ndo toxica em forma de p6 nas condigdes
de realizagdo do teste de citotoxicidade. Verificou-se ainda que todas as amostras obtiveram Ag-HA
com AgNPs. O facto dos picos obtidos via DRX serem largos indica que o tamanho das particulas
encontra-se nos nandmetros.

A Unica amostra, em forma de p0, que obteve citotoxicidade foi a de 10% Ag-HA na concentracao
de 61mg/ml. Mesmo esta, com uma diluicdo de 2,5 vezes deixou de ter toxicidade. No entanto, ao
colocar 0 meio completo em contacto com as amostras durante 30 dias, a 4°C verificou-se
citotoxicidade na amostra de 4% Ag-HA. Isto provavelmente deveu-se a prata libertada durante 30
dias e a maior concentracédo (152,5 mg/ml vs 61 mg/ml) do po.

Verificou-se uniformidade no revestimento de Ti-4Ag-HA produzido por CoBlast(®), o que foi
semelhante a amostra de Ti-HA. O revestimento de Ti-4Ag-HA demonstrou inibicdo ao
desenvolvimento bacteriano com a bactéria S.aureus, em SEM. Mais ainda, o0 seguinte revestimento
demonstrou ligeira inibicdo ao desenvolvimento de bactérias S. aureus e E. coli em placa de petri.
Contudo por falta de tempo para conseguir realizar dialise, ndo foi possivel concluir se tal se deve ao
efeito da Ag ou do pH. O mesmo revestimento demonstrou citotoxicidade, quando em contacto com
Osteablastos durante 48 ou 72 horas sem trocar o0 meio.

EDS confirmou a existéncia de AgNPs e parece indicar a presenca de dopagem da HA com Ag.

EDS ainda confirmou a incorporagdo nos revestimentos de alguma alumina e de titanio.

Para trabalho futuro, além dos estudos de citotoxicidade e das propriedades antibacterianas dos
revestimentos com o problema do pH resolvido, sugere-se o seguinte:

-Obter o perfil de libertagdo e prata é muito importante. Com isto consegue-se saber em qualquer
instante a quantidade aproximada de Ag presente no meio e se a mesma se encontra dentro de valores
aceitaveis. Tal pode ser feito através de um estudo de deixar em, por exemplo, agua millipore ou SBF,
revestimentos de Ti-4Ag-HA. Realizando ICP aos liquidos que estiveram em contacto em diferentes

quantidades de tempo consegue-se obter a quantidade de Ag que existia no meio. Por outro lado, é
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interessante testar estes meios em contacto com osteoblastos de forma a obter-se, aproximadamente, a
quantidade de Ag que apresenta toxicidade. O mesmo pode ser feito com bactérias.

-No caso de o ponto anterior demonstrar uma libertacdo muito rapida da Ag, testar-se dopagem
com outros compostos como Zn, que em alguns estudos mencionados na introdugcdo demonstraram
algumas propriedades antibacterianas e pareciam ter um perfil de libertacdo mais lento. Isto podera ser
particularmente Util para implantes dentérios, onde se pretende que o efeito antibacteriano seja mais
prolongado.

-Por fim testar dopagem de Ag em Fluroapatite. Fluroapatite € um caso de um fosfato de célcio
semelhante a HA onde ocorreu uma substituicdo de grupos Fosfato por Fluor, havendo assim uma
maior resisténcia a corrosdo existente no meio bocal. Isto é importante no meio bocal pois devido a
alimentacdo humana, é natural haver pH tdo baixo como 4. Isto leva a que haja uma corrosdo da

apatite mais rapida do que se pretende.
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Anexo 1 — Razé&o da Precipitacédo dos precursores da Hidroxiapatite

De forma a poder-se perceber porque havia precipitagdo durante a fase critica da adi¢cdo dos

precursores um ao outro testou-se as seguintes hipéteses:

1-  Adicionar rapidamente o precursor de calcio ao do fosforo
2- Adicionar rapidamente o precursor de fosforo ao de calcio.
3- Adicionar lentamente o precursor de fosforo ao de célcio.

4-  Adicionar lentamente o precursor de célcio ao de fosforo.
Apenas as hip6teses 2 e 3 ndo precipitaram. Aplicou-se assim a hip6tese 2 durante toda a

dissertacdo. De referir que durante o resto da fase de producdo de hidroxiapatite ndo houve mais

precipitacdo desde que se aplicou a hipdtese 2.
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