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RESUMO

Introducao: O titanio ¢ conhecido pelas excelentes caracteristicas como
biocompatibilidade, resisténcia a corrosdo, baixa citotoxicidade e por potenciar a
osteointegracdo, sendo o biomaterial de elei¢do para implantes dentdrios. Apesar das
distintas caracteristicas tém sido mencionadas algumas limitacdes. Neste contexto, o
nitreto de titdnio afigura-se um substituto promissor, respondendo com melhorias
estéticas, biomecanicas, promovendo o crescimento celular e reduzindo a adesdo
bacteriana.

Objetivos: Caracterizacao da superficie de implantes e aditamentos protéticos, revestidos
com nitreto de titdnio, do ponto de vista mecanico, quimico e bioldgico; comparagdo com
a superficie de implantes revestidos a titanio.

Materiais e Métodos: Comparacdo e andlise de dois implantes e dois aditamentos
protéticos de cada revestimento (nitreto de titanio e multicamada de zirconio, carbonitreto
de zirconio e nitreto de titanio), depositados pelo método PVD. Adicionalmente, a mesma
metodologia foi aplicada e comparada em amostras comerciais. A caracterizacdo da
superficie envolveu os seguintes testes: difracdo de raio-X; perfilometria oOtica;
microscopia eletronica de varrimento com espectrometria de energia dispersiva de raio-
X; teste de pull-off; teste de citotoxicidade, teste de adesdo e proliferagdo celular; teste da
fosfatase alcalina e imunofluorescéncia.

Resultados: Os implantes com revestimento de nitreto de titanio apresentam melhores
caracteristicas mecanicas, quimicas ¢ principalmente biologicas; a adesdo dos
revestimentos em estudo ndo revela destacamento do substrato quando aplicada uma
forca inferior a 2,8 MPa; a porosidade inerente ao substrato ¢ considerada controlada e
reprodutivel; o filme de nitreto de titanio revela elevada capacidade de adesdo e
proliferagdo celular, tal como auséncia de citotoxicidade celular; a morfologia das células
nao ¢ afetada ¢ ha evidéncias de atividade metabolica indutora de mineralizagao.
Conclusiao: O revestimento nitreto de titdnio abre perspetivas futuras em relacdo a

substratos metalicos diferentes de titanio na area da Medicina Dentaria.

Palavras-Chave: implantes; nitreto de titdnio; revestimento; PVD.






ABSTRACT

Introduction: Titanium as a coating material distinguishes itself by its above average
biocompatibility, resistance to corrosion, low cytotoxicity and for better enhancing
osseointegration, being therefore the biomaterial of choice for this purpose. Despite the
different characteristics, some limitations were mentioned. As such, titanium nitride has
been suggested as a solution for these limitations, by improving aesthetics and
biomechanical properties of titanium, as well as by boosting cell growth and reducing
bacterial adhesion.

Objectives: Characterization of the implants and prosthetic devices’ surface, coated with
titanium nitride, from a mechanical, chemical and biological perspective; comparison of
the latter with titanium coated implants.

Materials and Methods: Comparison and analysis of two implants and two prosthetic
devices, one of each coated with the titanium nitride compound, and the remaining coated
with a multilayer composed of zirconium, zirconium carbonitride and titanium nitride
(deposited by the PVD method). Additionally, the same methodology was applied by
benchmarking the sample against commercially available equivalents. The surface
characterization involved the following tests: X-ray diffraction; optical profilometry;
scanning electron microscopy with X-ray dispersive energy spectrometry; pull-off test;
cytotoxicity test, adhesion test and cell proliferation; alkaline phosphatase test and
immunofluorescence.

Results: Implants with titanium nitride coating displayed better mechanical, chemical ,
and biological characteristics; coatings’ adhesion studied did not displayed signs of
substrate detachment when forces of less than 2.8 MPa were applied; substrate’s porosity
is considered controlled and reproducible; titanium nitride film shows high levels of
cellular adhesion and proliferation with no cytotoxicity; cell’s morphology was not
affected and it was found evidence of metabolic activity inducing mineralization.
Conclusion: Titanium nitride exhibits high potential among the metallic substrates, other

than titanium, for applications in the field of Dentistry.

Keywords: implants; titanium nitride; coating; PVD.
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Introdugado

I. INTRODUCAO

O impacto do edentulismo na satide e bem-estar da populagdo ¢ um problema atual e que

requer intervencao.

A falta de confianga e conforto, associados frequentemente ao uso de proteses removiveis,
estdo relacionados com embaragos e estigmas sociais que limitam significativamente a
qualidade de vida do paciente. Nesse sentido, a implantologia tem assumido um papel
crucial na reabilitagdo oral de pacientes com espacos edéntulos, com o intuito de

restabelecer a estética e a fungdo mastigatoria.

As vantagens dos implantes sdo notorias, quer do ponto de vista funcional quer do
estético, e o seu cariz fixo contribui de forma positiva para um incremento significativo
da autoconfianca do paciente. Assim sendo, € necessario compreender ¢ analisar as
caracteristicas ¢ a influéncia dos materiais que existem atualmente, assegurando a sua

perpetuidade e biointegracao.

A osteointegragdo de um implante dentério depende da biocompatibilidade do material e
das suas propriedades inerentes (quimicas, fisicas e estruturais), sendo a resposta celular
e a cicatrizag¢do dssea peri-implantar, na interface implante-osso, frequentemente afetada

pela topografia e rugosidade da superficie do implante.

Em Medicina Dentdria, o titanio (Ti) ¢ conhecido pelas excelentes caracteristicas como
biocompatibilidade, resisténcia a corrosdo, baixa citotoxicidade e por potenciar a

osteointegracdo, sendo o biomaterial de elei¢do para este fim.

Apesar das distintas caracteristicas t€ém sido mencionadas algumas limitagdes. Para
contornar essas limitagdes, o nitreto de titdnio (TiN) foi sugerido com o intuito de
melhorar a estética e as propriedades biomecanicas, promovendo o crescimento celular e

reduzindo a adesdo bacteriana, tornando este composto um substituto promissor.

No que diz respeito a produgao deste composto, o0 método de PVD (Deposicao Fisica em
Vapor de Fase) apresenta vantagens singulares. Este método permite formar uma camada
quase perfeita, que ndo se desintegra nem afeta a topografia da superficie do material

sobre um substrato que pode ser, por exemplo, titdnio.

13



Caracterizagdo de revestimentos de Nitreto de Titanio para implantes dentarios e aditamentos protéticos

Tendo em conta estas caracteristicas e, uma vez que este composto ja ¢ usado na area da
Medicina em instrumentos cirtrgicos e dispositivos médicos, pretende-se com este estudo
revelar a caracterizacdo da superficie de implantes dentarios e de aditamentos protéticos,
revestidos com TiN, comparando-a a superficie de implantes dentarios e aditamentos

protéticos de Titdnio, comumente comercializados.

No seguimento desta investigagdo avaliou-se o revestimento de dois implantes e dois
aditamentos protéticos revestidos com o composto de TiN e de dois implantes e dois
aditamentos protéticos revestidos com por um composto constituido por trés diferentes
camadas, zirconio, carbonitreto de zirconio e nitreto de titdnio (Zr/ZrCN/TiN),

depositadas de forma consecutiva.

As amostras de aditamentos protéticos e de implantes foram cedidas por empresas. O
revestimento das amostras foi realizado na empresa Prirev — Equipamentos e
Revestimentos Técnicos e a sua caracterizacao foi efetuada nos Departamentos de Fisica
e Engenharia de Materiais da Universidade de Aveiro, FCT/Universidade Nova de Lisboa

e Instituto Superior de Ciéncias da Satide Egas Moniz.

A estruturagdo e o estado de arte do projeto final assentaram numa fundamentagdo tedrica
logica e sequencial, através da revisdo literdria cuidada e com recurso a livros da

especialidade.
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Introdugado

II. ESTADO DE ARTE

2.1. EDENTULISMO
O edentulismo ¢ definido pela auséncia parcial ou total de dentes, congénita ou adquirida

e apresenta-se como uma condi¢@o debilitante e irreversivel.

A cérie, a doenca periodontal e o trauma sdo as condi¢des clinicas que constituem os
principais motivos da perda dentaria (Craddock, 2009). Além das causas clinicas, fatores
demograficos, socioecondmicos, hdbitos genéricos e de saude oral e o acesso a cuidados
de saude tém sido frequentemente relacionados (Batista, Lawrence, & de Sousa, 2015;

Emami, de Souza, Kabawat, & Feine, 2013; Montandon, Zuza, & de Toledo, 2012).

O nimero de pecas dentdrias e a posi¢do que ocupam na arcada dentdria pode ter uma
série de consequéncias deletérias na saude oral e na qualidade vida do individuo, (Batista
et al., 2015; Emami et al., 2013) que se podem expressar pela diminui¢do da capacidade
mastigatoria e fonética, pelos prejuizos nutricionais, estéticos e psicologicos que
interferem significativamente com a autoestima e integracao social (Agostinho, Silveira,

& Campos, 2015).

Em Portugal, segundo o Barémetro Nacional de Satide Oral (BNSO) de 2015 (tendo sido
utilizada uma amostra desproporcional estratificada para garantir uma margem de erro
baixa nos resultados globais) dos portugueses inquiridos, apenas 28% tém a dentigdo
completa, com exce¢do dos dentes do siso. Em 2014, 32% dos portugueses inquiridos
afirmaram que tém falta de mais do que 6 dentes naturais, valor este que se mostrou
crescente no BNSO de 2015, com um percentual de 37%, indicando uma tendéncia

crescente no que diz respeito a perda de pecas dentarias (figura 1) (OMD, 2015).

O tratamento desta condigdo pressupde a reabilitagdo protética, existindo diversas

abordagens na pratica clinica para reabilitar espagos edéntulos.
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Figura 1: Barometro Nacional de Satde Oral de 2015, em reposta a pergunta: “Q2. Com excecdo dos
dentes do siso, tem falta de dentes naturais?” (disponivel em https://www.omd.pt/barometro/docs/

barometrosaudeoral2015.pdf).

2.1.1. REABILITACAO ORAL DE ESPACOS EDENTULOS
A reabilitacdo, apds a perda de uma peca dentéria, ¢ fundamental para o restabelecimento
da funcdo e da manutencdo dos dentes adjacentes e oponentes. Os pacientes nem sempre
estdo conscientes das opgoes terapéuticas de substituicdo dentédria e a reabilitacdo deve

ser restabelecida num curto espaco de tempo apds a perda (Craddock, 2009).

A Protese ou Reabilitacio Oral é a area da Medicina Dentaria responsavel pela
reabilitacdo do sistema estomatognatico, que pressupde a substitui¢ao artificial de um ou
mais dentes naturais, parte de um dente, ou estruturas associadas por razdes estéticas,

funcionais, ou ambas (Boucher & Zwemer, 1993).

No mesmo estudo realizado pela Ordem dos Médicos Dentistas (OMD) no BNSO em
2015, averiguou-se que 54,0% dos portugueses ndo possuem reabilitacao oral dos espagos
edéntulos e apenas 4,7% possuem reabilitagdo fixa, representando uma quebra de 3

pontos percentuais relativamente a 2014 (OMD, 2015).
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Figura 2: Esquematizagdo do Barometro Nacional de Satde Oral de 2015, em reposta a pergunta: “Q2.1.

Tem algo a substitui-los?” (disponivel em https://www.omd.pt/barometro/docs/barometrosaudeoral2015.

pdf).

A escolha do tratamento reabilitador depende de fatores como o ntimero de elementos em
falta e integrantes, o suporte e a respetiva relacdo com as estruturas adjacentes, a
experiéncia do clinico e a vontade e disponibilidade do paciente. A esquematizagdo que

se segue resume as diferentes abordagens de tratamento praticaveis (Shillingburg, 2012).

T - -

RTAD
PV AT U E S DL

B FIXA _ "‘”;g;‘f” DENTO SUPORTADA.

SR TR R A
et B B A R S
SIPCHETARA

e SN L e S

FEMTO SLIDOETAD A
ECIN T oS A AL

=S ERETT HCO S IPCHRTADA
EEN VI U R ety

I CCIEEMN T O S TEER AR
.I'J'I-U'\l-l-i“‘.-ﬂ_- = Mt et

B REMOVIVEL

No que diz respeito a protese fixa, os implantes dentérios osteointegrados sdo uma opg¢ao

de tratamento cada vez mais viavel e bem-sucedida, demonstrando taxas de sucesso de
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até 96,8% (Charyeva, Altynbekov, Zhartybaev, & Sabdanaliev, 2012; Jung et al., 2008).
No entanto, reabilitar dentes com implantes continua a ser um desafio, particularmente
na regido anterior, onde tanto o sucesso estético quanto o funcional sao exigidos (Guez,

2002; Sadan, Blatz, Salinas, & Block, 2004).

As préteses implantossuportadas oferecem diversas vantagens quando comparadas com
reabilitagdes removiveis e suportadas por tecido mole. O quadro que se segue lista as

vantagens inerentes a este tipo de reabilitacao:

VANTAGENS DAS PROTESES IMPLANTOSSUPORTADAS:

Manuten¢ao do 0sso

Manutengao da dimensao vertical oclusal
Posicionamento estético do dente

Oclusao adequada

Melhoria da saude psicologica

Recuperagao da propriocepgao

Aumento da estabilidade

Aumento da retengao

Melhoria da fonética

Reducdo do tamanho da prétese removivel
Aumento do indice de sucesso da protese
Aumento do tempo de duragdo da restauragao
Melhoria da fungdo da protese

Manuten¢do dos musculos da mastigacao e da expressao facial
(Misch, 2011)

O O O OO O OO OO0O OO OO 0O o0

2.2. IMPLANTOLOGIA
O grande desafio da Medicina Dentéria tem sido a pesquisa de procedimentos menos
traumaticos e mais efetivos do ponto de vista funcional e estético na reabilitagdo de
pacientes (Costa, Sousa, Lucena, & Souza, 2015). Neste contexto, surgiu a Implantologia
como especialidade da Medicina Dentdria, dedicada a restabelecer a fungdo e a estética
perdida, através da implantagdo cirtrgica de implantes em titdnio e posterior colocagao

de pegas protéticas de substituicao.

A cirurgia ¢ a drea mais antiga da Medicina Dentéria e a implantologia a segunda mais
antiga. A implantologia moderna foi desenvolvida no final de 1960 com base nos estudos
de Brianemark, passando a ser uma ciéncia evidente ¢ bem documentada (Rodriguez y

Baena, Rizzo, Manzo, & Lupi, 2017).
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A 1mplantacdo ¢ definida como “a inser¢ao de qualquer objeto ou material, como uma
substancia aloplastica ou outro tecido, parcialmente ou completamente no corpo, com
objetivos terapéuticos, diagnosticos, protéticos ou experimentais.” Devemos distinguir
implantacdo de reimplantacdo (reinser¢do na posicdo pré-avulsio acidental ou
intencional) e transplantagdo (transferéncia de um tecido, 6rgdo ou parte dele para outra

parte do corpo do mesmo individuo) (Anusavice, Shen, & Rawls, 2013).

2.2.1. IMPLANTE
Os implantes dentdrios t€ém uma forma cilindrica idéntica a de um parafuso e sdo
colocados estrategicamente na maxila e/ou mandibula com a finalidade de auxiliar a
reabilitacdo das estruturas orofaciais perdidas. Sdo compostos por dois componentes: o
corpo do implante, que ¢ introduzido cirurgicamente no osso, € o pilar transmucoso
(aditamento protético) que faz a ligag@o entre o corpo do implante e o elemento protético.
Macroscopicamente, o desenho do corpo do implante pode ser cilindrico, rosqueavel,
nivelado, perfurado, so6lido, oco ou aberto, com ou sem espiras. A superficie pode
apresentar-se lisa e sem revestimento, revestida ou texturizada (Babbush, Hahn, Krauser,

& Rosenlicht, 2010).
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Figura 3: Diferentes tipos de desenho do corpo do implante da categoria de implantes de “forma radicular”,

cujo o corpo utiliza uma coluna 6ssea vertical (C. E. Misch, 2006).

A historia dos implantes com esta configuragdo especifica data de milhares de anos e
compreende civilizagdes antigas como a chinesa que hid 4.000 anos esculpiam e
martelavam brotos de bambu no 0sso, os egipcios ha 2.000 anos e, mais recentemente, ha
1.500 anos, os incas que esculpiam conchas do mar em estacas e fixavam-nas dentro do

0sso (Misch, 2011).
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A Academia Americana de Implantologia em conjunto com outras Instituicdes de Saude
reconheceram, em 1988, o termo forma radicular para a categoria de implantes enddsseos

que se assemelham a raizes de dentes naturais (The JOI Glossary of Terms, 2016).

Na atualidade, existem inUimeros formatos disponiveis que oferecem distintas
combina¢des de desenho do corpo do implante, diametro, formato da plataforma,
comprimento, conexdes protéticas, interfaces e condi¢des de superficie. As diferentes
micro e macro caracteristicas, ao serem combinadas entre si, criam uma diversidade
incalculavel de desenhos e configuragdes possiveis (Alcoforado & Redinha, 2008; Misch,

2011).

A colocacao do implante ¢ um procedimento cirurgico, com diferentes técnicas descritas
na literatura. A mais comum compreende duas fases distintas: a primeira compreende o
levantamento de um retalho mucoperiosseo, preparagao do leito implantar, colocagdo do
implante com um parafuso de cicatrizagdo e recobrimento do implante com o retalho e
respetiva sutura. O implante fica recoberto por mucosa entre 3 a 6 meses para que ocorra
a osteointegracdo; na segunda fase cirurgica o implante ¢ exposto e o parafuso de
cicatrizagdo ¢ substituido pelo pilar transmucoso, sobre o qual ird assentar o elemento
protético. Existem, no entanto, outros protocolos como a carga imediata ou a colocagao

imediata em alvéolo pos-extracao.

O desenho do implante tem como propdsito alcancar a fixagdo clinica rigida
correspondente ao contacto direto da interface osso-implante, microscopicamente, sem
interposi¢do de tecido fibroso. Nao existe um sistema perfeito e a escolha pode ser
desconcertante. O clinico facilmente pode ser tentado a optar por um sistema novo com
caracteristicas mais apelativas ou economicamente mais rentaveis. O sucesso do
tratamento com recurso a implantes depende da experiéncia clinica e da escolha adequada

do sistema a cada paciente (Alcoforado & Redinha, 2008).
Albrektsson prop0s os seguintes critérios para o sucesso minimo:

Um implante individual é imovel quando testado clinicamente;

O exame radiogrifico nio revela qualquer radiotransparéncia
pert-implante:
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Apos o primetro ano de funcionamento, a perda vertical dssea
radiografica € inferior a 0,2 mm por ano;

) desempenho do implante individual € caracterizado pela
auséncia de sinais ¢ sintomas como dor, infeges, neuropatias,
parestesias ou interferéncia com o nervo alveolar inferior;

O implante deverd cumprir os critérios acima citados com uma
taxa de sucesso de 85% no final de um periodo de observacio
de 5 anos e 80% no final de um periodo de 10 anos

Os implantes enddsseos sdo fruto de um longo processo de investigagdo levado a cabo

por Brianemark, em 1969.

“A osteointegracdo envolve a ancoragem de um implante pela formagao de tecido 6sseo
ao redor do implante sem crescimento de tecido fibroso na interface osso-implante”

(Albert, Behrmann, & Barash, 1999).

A arquitetura do colagénio, presente na matriz 6ssea, € o principal determinante das
propriedades mecanicas dos tecidos. Aquando da colocagao cirtrgica do implante, existe
um efeito na disposi¢ao do osso periimplantar que se traduz pela aplicagdo de uma tensao
na interface (Davies, 1998; Delgado-Ruiz et al., 2015; Wang, Bank, TeKoppele, &
Agrawal, 2001).

Verificou-se, através de estudos, que superficies rugosas beneficiam a osteointegracao
devido a adesdo inicial de proteinas nao-colagénicas do 0sso, como a osteopontina ¢ a
sialoproteina, que migram para o local da lesdo, bem como a nucleagdao do fosfato de

calcio nos locais de ligacao do célcio destas mesmas proteinas (Boerboom et al., 2007).

A osteointegragdo e consequente remodelacdo Ossea envolve fungdes celulares
sequenciais (fixagdo celular, migragdo e proliferagdo seguida da expressdo de marcadores
do fenotipo osteoblasto e a sintese, a deposi¢do e a mineralizagdo de uma matriz dssea),
regulados por hormonas sistémicas e pela produgdo de fatores locais. A vascularizacdo e
a existéncia de um estimulo adequado sao fundamentais para este processo (Davies,

1998).
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Albrektsson ef al., em 1981, correlacionou alguns fatores que afetam diretamente o
processo de osteointegracao: a biocompatibilidade do material; o desenho do implante;
as caracteristicas de superficie do implante; o estado do leito implantar; a técnica cirargica

utilizada e, por fim, as condi¢des de carga aplicadas sobre o implante apds a sua colocag@o

(Alcoforado & Redinha, 2008).

O tipo de osso ¢ um critério fundamental quando se opta por este padrdo de reabilitagdo.
A classificacdo de densidade Ossea baseia-se em caracteristicas macroscopicas da cortical
e do trabeculado medular e foi preconizada por Mish em 1998.

= I: Osso cortical denso

= II: Cortical densa e osso trabeculado grosso

= III: Cortical 6ssea fina e trabeculado fino

= IV: Osso trabecular fino

= V: Osso ndo-mineralizado, imaturo (Iezzi et al., 2015)

Figura 4: Classificacdo dos tipos de osso fundamentada em caracteristicas macroscopicas da cortical e do
trabeculado medular preconizada por Mish em 1998 (disponivel em http://www. singularimplants.com.br/

cone-morse-cilindrico).

2.4. BIOCOMPATIBILIDADE
A biocompatibilidade pode ser definida como a capacidade de um material para extrair

uma resposta biologica adequada do hospedeiro numa situacao especifica (Black, 2005).

A avaliacdo bioldgica de dispositivos médicos ¢ realizada para determinar o potencial de
toxicidade resultante do contato dos materiais do dispositivo com o corpo. Os materiais

do dispositivo ndo devem, diretamente, ou através da liberacdo dos seus constituintes
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materiais, produzir efeitos adversos locais ou sist€émicos significativos, ser cancerigenos,

ou, produzir efeitos adversos reprodutivos e de desenvolvimento.

Portanto, a avaliagdo de qualquer novo dispositivo destinado ao uso humano exige dados
de testes sistematicos, para garantir que os beneficios fornecidos pelo produto final

superem os riscos potenciais produzidos pelos materiais do dispositivo (FDA, 1998).

A biocompatibilidade pode ser avaliada por testes in vitro e in vivo (Daguano, Santos, &
Rogero, 2007). A avaliagdo in vitro da biocompatibilidade ¢ realizada por testes de

citotoxicidade (Rogero, Lugdo, Ikeda, & Cruz, 2003).

24.1. CITOTOXICIDADE
Citotoxicidade ¢ descrita como sendo a capacidade intrinseca de um determinado material
em potenciar alteracdes metabolicas nas células em cultura, podendo ou ndo culminar em

morte celular (Rogero et al., 2003).

O teste de citotoxicidade in vitro ¢ classificado segundo a International Standard
Organization, 1ISO 10993-1, como o teste inicial para avaliar biocompatibilidade de
materiais para uso de dispositivos médicos (Daguano et al., 2007; Rogero et al.,

2003)(ISO 10993-1:2009).

O uso de culturas de células in vitro tornou-se uma pratica recorrente dos laboratérios
responsaveis pelo controlo de qualidade. Os testes in vitro apresentam vantagens quando
comparados aos ensaios in vivo (Rogero et al., 2003): facultam resultados preliminares
relacionados com a interacdo entre o material € o corpo biolégico, de forma rapida e
eficiente, apresentam alta reprodutibilidade e padronizagdo, sdo financeiramente
acessiveis e minimizam a necessidade de testes em animais pela substitui¢do de linhagens

animais ¢ humanas (Craig & Powers, 2004; Sakaguchi & Powers, 2012).

Em implantologia, a biocompatibilidade e, neste caso, as propriedades citoldgicas sdao de
extrema importancia. A interacdo entre células e a superficie do material testado
desempenha um papel importante, assim como a questdo de saber se as funcdes
fisiologicas basicas, ou seja, a capacidade do citoesqueleto para regenerar apos a

inoculagdo e a capacidade das células de se dividir, ndo foram danificadas.

O carater da interacdo célula-material pode ser manifestado de diversas formas. O

material pode ndo ser nem citotoxico, nem exibir qualquer comportamento mutagénico e,
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ainda assim ser improprio, devido ao relacionamento interrompido entre as células e o

material testado.

Os principais parametros, que indicam a capacidade de osteointegracdo, dependem de
como as células aceitam o material ou a superficie do material, como as células do
citoesqueleto respondem em termos de regeneracao do citoesqueleto, se a resposta celular
ao material € positiva e, até que ponto, a divisdo celular ¢ mantida ou limitada (Prachar,

Bartakova, Brezina, Cvrcek, & Vanek, 2015).

2.5. MATERIAIS BIOCOMPATIVEIS
O Instituto Nacional de Saude, em 1982, através da Declaracdo da Conferéncia de
Desenvolvimento de Consenso, definiu biomaterial como “qualquer substancia (diferente
de fArmacos) ou combinacao de substancias, de origem sintética ou natural, que podem
ser usadas por qualquer periodo de tempo e que aumentam ou substituem parcial ou

totalmente qualquer tecido, 6rgao ou fungdo corporal.”

Os materiais biocompativeis sdo especificamente desenvolvidos em fungao da aplicagdo
a que se destinam e tém de obedecer a rigorosos parametros de seguranga e qualidade

para poderem ser aprovados pelas entidades reguladoras.

2.5.1. MATERIAS USADOS EM IMPLANTOLOGIA
Ao longo dos anos, diversos materiais foram testados para a confecdo de implantes
dentdrios. Os primeiros registos coincidem com civilizagdes antigas que testaram
diferentes artefactos e matérias-primas que permitissem a ancoragem fixa. Na América
Central, 600 a.C., a civilizagdo Maia usou fragmentos de conchas marinhas posicionados
em estacas. Existem ainda, registos que permitem inferir que, ja no antigo Egipcio se
usavam metais preciosos € no Médio Oriente brotos de bambu, devido a consequente

necessidade de reposicao de dentes perdidos (Misch, 2011).
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Figura 5: Fotografia de uma mandibula que data 600 a.C., da época Maia, onde foram encontrados, em 3
incisivos, fragmentos de conchas marinhas posicionados em estacas. E possivel que tenha sido uns dos

primeiros casos de sucesso de implantes realizado no ser humano (Ring & do Nascimento, 1995).

Em implantologia, varios materiais e ligas foram testados como possiveis alternativas.
No entanto, estudos e resultados clinicos demonstraram que o resultado a médio longo-

prazo e a taxa de sucesso eram bastante fracos para os requisitos aceitaveis em Medicina.
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O desenho do implante, a conexdo protética, a resisténcia mecanica do material, a
resisténcia a corrosdo, a disponibilidade, as considera¢des biomecédnicas e 0s
revestimentos/acabamentos de superficie sdo fatores que devem ser considerados na

escolha do material para implantes (Anusavice, Shen, & Rawls, 2013).

Na atualidade, apenas o Ti comercialmente puro e a liga de Titdnio-Aluminio-Vanadio
(Ti6Al4V) apresentam resultados clinicos promissores e literatura que corrobora as suas

aplicacdes clinicas em Medicina Dentaria.
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2.5.1.1. TITANIO
O titanio apresenta-se na tabela periddica como metal de transi¢do leve, com nimero
atomico 22, peso atomico 47,9 e ligacdes metalicas. Existe em abundancia na natureza e
apresenta-se como elemento puro. O titanio apresenta uma estrutura hexagonal compacta
(HC) designada por Ti-(a) a temperatura ambiente. Quando submetido a temperaturas de
882 oC sofre uma transformagao alotropica para a estrutura ctbica de corpo centrado

(CCC), denominada Ti-(P), estrutura que conserva até ao seu ponto de fusdo T = 1668 -C

(Anusavice et al., 2013).

O Ti comercialmente puro apresenta uma pureza na escala dos 98% a 99,5%. A
quantidade de impurezas e de elementos residuais influenciam as propriedades fisicas e

determinam a classificagdo do titanio comercialmente puro (Davis & Metals, 1998).

O titanio e as suas ligas t€m sido largamente utilizados como dispositivos biomédicos. As
propriedades do titanio comercialmente puro, como a resisténcia a degradacdo
eletroquimica e a fadiga, a biocompatibilidade e resposta biologica favoravel, a densidade
baixa, a alta resisténcia e as excelentes propriedades mecéanicas tornam os materiais a
base de titdnio grandes atrativos para a Medicina Dentaria (Craig & Powers, 2004;

Ikarashi et al., 2005; Ralf-J Kohal, Att, Biachle, & Butz, 2008).

Relativamente ao seu uso em implantes dentarios, a formacao de uma camada estavel de
didxido de titanio (TiO») a superficie, de espessura de 2 a 10 nm, e a baixa sinalizacio
inflamatoria fazem com que seja o material de eleigdo para este fim (Burkhardt, Joss, &
Lang, 2008; Ikarashi et al., 2005). Estudos inferiram que, no caso de pacientes
medicamente saudaveis, a taxa de sucesso em implantes dentarios de titdnio ¢ de 90% a

95% (Diz, Scully, & Sanz, 2013).

O oxido que se forma na superficie do Ti ocorre na natureza em trés fases distintas:
anatase (tetragonal), brookite (ortorrdmbica) e rutilo (tetragonal) (Anusavice et al., 2013).
Surpreendentemente, a fase rutilo demonstra um aumento da resposta de células
osteoblasticas, sendo menos provavel que se inicie uma resposta inflamatéria. Verificou-
se também, que a dissolucdo de i0es metalicos nesta fase tem uma ordem de magnitude
inferior. Estas constatagdes sugerem que o potencial de biocompatibilidade possa ser
superior as outras fases polimorfas cristalinas (Gaintantzopoulou, Zinelis, Silikas, &

Eliades, 2014; Liu et al., 2013).
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No que diz respeito a estética, principalmente na zona anterior da maxila, a cor cinzenta
do titdnio e a descoloracdo inerente a este material ¢ considerada problematica,
principalmente em bidtipos gengivais finos, onde a cor cinzenta se pode evidenciar
através da espessura da mucosa e em recessdes gengivais, sendo normal existir perda
vertical de 1 mm na crista alveolar, seguida de 0,1 mm adicional para cada ano
subsequente, na zona periimplantar (Heydecke, Kohal, & Gléser, 1999; Ralf J Kohal,
Weng, Bichle, & Strub, 2004). A recessdo e a transparéncia da fina mucosa resultardo na
visualizagdo progressiva do implante com a exposicdo desagradavel da superficie do

metal de coloragao escura (Ajlouni, Elshahawy, Ajlouni, & Sadakah, 2017).

Existem opgdes terapéuticas para solucionar este problema estético inerente ao uso de
implantes de titdnio de que ¢ exemplo o aumento e o enxerto de tecidos, que permite
aumentar a espessura da mucosa e cobrir a exposicao ao metal. Ainda assim, o resultado
estético imediato e a longo prazo ¢ imprevisivel e dispendioso (Bosco, Bonfante, Luize,

Bosco, & Garcia, 2006; Burkhardt et al., 2008).

Apesar da biocompatibilidade ser reconhecida e ter sido largamente testada, a libertagdo
e dissolucdo da superficie da liga de titanio e 0 aumento da concentragdo de ides metalicos
na periferia periimplantar ¢ em nddulos linfaticos regionais, responsaveis pelo
desenvolvimento de periimplantites e reagdes alérgicas, tem levantado duvidas acerca
desta op¢ao como biomaterial de elei¢ao (Burkhardt et al., 2008; Ralf-J Kohal et al., 2008;
Sridhar et al., 2015).

Mesmo havendo incerteza nas constatagdes clinicas, estes fatores negativos motivaram
os pesquisadores a melhorar as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dos implantes

através de varias modificacdes de superficie (Lou et al., 2015).

2.6. REVESTIMENTO E TRATAMENTO DE SUPERFICIE
A geometria, a topografia superficial e a composicdo dos substratos sdo cruciais para o

sucesso a curto e longo prazo dos implantes dentéarios (Le Guéhennec et al., 2007).

Na tentativa de otimizar e solucionar os problemas com os materiais ja existentes, houve
um grande avango cientifico no tratamento de superficie dos implantes dentarios com o
intuito de aumentar a interagdo material-osso, biocompatibilidade e melhorar o
desempenho mecanico (Aboushelib, Osman, Jansen, Everts, & Feilzer, 2013; Delgado-

Ruiz et al., 2011).
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No que confere a rugosidade da superficie do implante, varios estudos comprovam um
efeito significativo sobre a integracao celular e evidenciam a associagao existente entre o
aumento da rugosidade nas superficies de contacto e o comportamento celular traduzindo -
se, a nivel clinico, no aumento da osteointegracdo (Bornstein, Lussi, Schmid, Belser, &

Buser, 2003; Thalji & Cooper, 2014; Trisi et al., 2003).

O aumento da rugosidade da superficie foi associado a aumentos na expressdo de
integrina para as células osteoblasticas, favorecendo a diferenciagcdo dos osteoblastos e a
proliferagdo celular (Lange et al., 2002). A rugosidade e a microtextura podem influenciar
a disposi¢do das fibras de colagénio na zona de interface implante-osso/tecido,
aumentando o metabolismo, a orientacdo das células e a sua expressdo fenotipica

(Delgado-Ruiz et al., 2015; Kearns, Williams, Mirvakily, Doherty, & Martin, 2013).

Diversos tratamentos de superficie tém sido estudados e testados, entre eles a implantagao
de ides de magnésio, a deposi¢do de hidroxiapatite ou fosfato de cdlcio em nanocamadas,
o condicionamento com 4acidos fortes (acido cloridrico, &cido fluoridrico ou 4cido
sulfurico), o jateamento com particulas (6xido de titdnio, 6xido de aluminio, cloreto de
sddio, hidroxiapatita, fosfato de célcio) o processamento a laser, a sinterizagdo de
particulas e o spray plasma (Ellingsen, Thomsen, & Lyngstadaas, 2006; Tomé et al.,
2015).

As superficies de implantes dentdrios podem ser agrupadas em 5 grupos: usinadas,
macrotexturizadas, microtexturizadas, nanotexturizadas ou biomiméticas (De Carvalho,

Pellizzer, De Moraes, Falcon-Antenucci, & Ferreira Junior, 2009).

Estas técnicas de texturizacdo de superficie tém sido aplicadas para criar diferentes
geometrias e graus de rugosidade da superficie. As modificagdes de superficie visam
melhorar as interagdes celulares com a superficie do implante, estimular a atividade
celular, melhorar a osteointegracdo e a resisténcia da interface osso-implante para

estabilizar a carga funcional (Delgado-Ruiz et al., 2011; Ellingsen et al., 2006).

A nanotecnologia oferece novas formas de interagir com processos bioldgicos relevantes
e fornece meios de compreensdo e realizacdo de fungdes especificas de células

(Mendonga, Mendonga, Aragao, & Cooper, 2008).

Na ultima década, tem havido um interesse crescente em estruturas mensuraveis na

nanoescala, havendo uma associagdo comprovada que suporta o papel da nanotopografia
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com os estagios iniciais do processo de cicatrizagdo dssea € aumento da resposta celular,
verificando-se uma resposta Ossea mais rapida em superficies rugosas (Aboushelib,
Osman, Jansen, Everts, & Feilzer, 2013; Svanborg, Andersson, & Wennerberg, 2010). Os
dados existentes sugerem que passos criticos na osteointegracdo podem ser modulados
pela modificacdo em nanoescala da superficie do implante (Barbosa, 2015; Mendonga et

al., 2008; Svanborg, Andersson, & Wennerberg, 2010).

Os processos de tratamento de superficie podem ser divididos em dois grupos: adigdo e
subtracdo. No método de adigdo, ¢ aplicado a superficie do implante um revestimento,
que poderd ser ou ndo do mesmo material do implante e, no método de subtragdo ¢

removida parte da camada superficial do implante (Brandao et al., 2010).

Os revestimentos em Ti, em estruturas simples ou multicamadas, possuem aplicagdes de
ampla gama em varios campos, nomeadamente instrumentos cirargicos e dispositivos
biomédicos. Diferentes métodos foram utilizados para preparar filmes com base em Ti,
cujas propriedades dependem do método e das condigdes de deposicdo. A técnica de
deposicao de arco catodico € versatil, de alta produtividade e eficiente, com capacidade

de preparar uma grande variedade de compostos bindrios e multifasicos rigidos.

A deposicdo confere a superficie elevada dureza e um coeficiente de atrito muito baixo,
proporcionando uma excelente barreira a ambientes quimicamente agressivos € uma taxa

de difusdo para os tecidos circundantes baixa ou quase nula (Balaceanu et al., 2002).

No presente trabalho, reportamos sobre a sintese e caracterizagdo nos revestimentos
rigidos de TiN monocamada e Zr/ZrCN/TiN multicamadas, depositados em diferentes

substratos pela técnica do arco catddico.

2.6.1. NITRETO DE TITANIO
Samuel Steinemenan, em 1972, patenteou o uso de implantes de titdnio ou liga de titanio
para o tratamento cirirgico de ossos. “Um implante de titdnio ou titdnio com a
caracteristica inovadora da camada superficial formada como um o6xido, nitreto,
carboneto e carbonitreto. A camada superficial ¢ aplicada para evitar a abrasdao e a
corrosao do implante e para evitar o desgaste entre os implantes de contato, bem como

para melhorar a sua aparéncia”.
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Buechel e Pappas, em 1997, patentearam a "prétese com superficie resistente ao desgaste
biologicamente inerte". As superficies de suporte de carga sdo revestidas com material
resistente a abrasdo biologicamente inerte, tal como o TiN, de preferéncia 8 a 10 um de
espessura, mais resistente do que o substrato para prevenir o desgaste e a
lixiviagdo/dissolucdo de ides para os tecidos circundantes (Fredrick F Buechel & Pappas,

1999).

Recentemente, na area da Medicina, houve um crescente interesse no revestimento de
TiN. O TiN ¢ uma ceramica que tem propriedades gerais, como grande dureza (2000
kg/mm?), alta temperatura de decomposigdo (2949 °C), resisténcia notavel ao desgaste e
corrosdo, estabilidade quimica em temperatura ambiente, biocompatibilidade intrinseca,
supercondutividade e cor dourada-amarela que permite a camuflagem sob o tecido
gengival (Maurer, Brown, Payer, Merritt, & Kawalec, 1993; Toth, 2014; van Hove,
Sierevelt, van Royen, & Nolte, 2015).

Este revestimento biologicamente inerte foi aprovado pela Federal Food and Drug
Administration. Em varias experiéncias in vitro, os implantes revestidos com TiN
apresentaram menor desgaste de polietileno e metal, quando comparados com outros
materiais utilizados para préteses ortopédicas e dentdrias, mostrando propriedades de
tolerancia ao sangue encorajadoras com uma percentagem de hemolise perto de zero

(Dion, Baquey, Candelon, & Monties, 1992).

Annunziata et al. relataram recentemente que este revestimento mostra uma fungao dupla
na promoc¢ao da formagdo 6ssea e na redu¢do da adesdo bacteriana. Piscanec et al., em
2004, demonstraram que a nitreta¢do de superficies de implantes de titdnio, sob condigdes
fisiologicas, pode promover a formacdo in vivo de material semelhante a osso (Piscanec

et al., 2004).

Esses achados refletem um grau de bioatividade elevado, o que pode ser de grande
importancia no processo de osteointegracdo de implantes revestidos com TiN. No
entanto, a pesquisa para avaliar as propriedades da superficie e a biocompatibilidade, para

aplicacao como implante, raramente foi realizada (Mezger & Creugers, 1992).
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III. OBJETIVOS

Este trabalho de investigagdo tem como principais objetivos:

1. A caracterizagdo da superficie de implantes e de aditamentos protéticos,
revestidos com Nitreto de Titdnio, do ponto de vista mecanico, quimico e
bioldgico;

2. Comparacdo com a superficie de implantes revestidos a Titanio comercializados

atualmente.
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IV. HIPOTESES

Hipotese Nula 1

Os implantes com revestimento de nitreto de titanio apresentam melhores
caracteristicas mecanicas, quimicas e biologicas que os implantes de

titanio.

Hipotese Alternativa 1

Os implantes com revestimento de Nitreto de Titanio apresentam piores

caracteristicas mecanicas, quimicas e bioldgicas que os implantes de

Titanio.

= Hipétese Nula 2

A adesdo do revestimento de TiN ndo revela destacamento do substrato.

» Hipétese Alternativa 2
A adesao do revestimento de TiN ndo revela destacamento do substrato.

= Hipotese Nula 3

O revestimento de TiN apresenta porosidade controlada.

= Hipotese Alternativa 3
O revestimento de TiN ndo apresenta porosidade controlada.

= Hipotese Nula 4

O revestimento de TiN revela capacidade de adesdo e proliferagdo celular.

= Hipotese Alternativa 4

O revestimento de TiN ndo revela capacidade de adesdo e proliferagao

celular.

= Hipdétese Nula 5
O revestimento de TiN, do ponto de vista bioldgico in vitro,

O~

biocompativel (ndo ¢ citotoxico).

= Hipotese Alternativa S
O revestimento de TiN, do ponto de vista bioldgico in vitro, nio

o

biocompativel (€ citotdxico).
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Hipotese Nula 6

As células que aderem ao revestimento de TiN adotam uma morfologia
caracteristica do seu fendtipo.

Hipotese Alternativa 6

As células que aderem ao revestimento de TiN ndo adotam uma morfologia

caracteristica do seu fendtipo.

Hipotese Nula 7

O revestimento de TiN, do ponto de vista bioldgico, mantém uma atividade
metabolica indutora da mineraliza¢ao, avaliada através da enzima da
fosfatase alcalina (ALP).

Hipotese Alternativa 7

O revestimento de TiN, do ponto de vista bioldgico, ndo mantém uma
atividade metabodlica indutora da mineralizagdo, avaliada através da

enzima da fosfatase alcalina (ALP).
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V. MATERIAIS E METODOS

5.1. TIPO DE ESTUDO
Trata-se de um estudo clinico experimental in vitro com a finalidade de caracterizar e

comprovar a seguranga do revestimento de TiN e verificar a sua resposta bioldgica.

5.2. LOCAL DE REALIZACAO DO PROJETO
A investigagdo realizou-se na Universidade de Aveiro, no Departamento Fisica e
Engenheira de Materiais; na FCT/Universidade Nova de Lisboa, no Laboratorio de

Biomateriais e Engenheira de Tecidos e, na empresa Prirev. Decorreu entre os meses de

maio de 2017 e outubro de 2017.

5.3. APROVACAO E CONDICOES
Este projeto foi apresentado para obtencdo de grau de Mestre em Medicina Dentaria, no
Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz. Foi sujeito a aprovacdo pela

Comissao Cientifica do Mestrado Integrado em Medicina Dentaria do ISCSEM.

As entidades envolvidas no projeto, Universidade de Aveiro, a empresa Prirev —
Equipamentos e Revestimentos Técnicos e a FCT/Universidade Nova de Lisboa

autorizaram a realizagao do estudo nas respetivas instalagdes. (Anexo I, II e IIT)

54. AMOSTRAS
Para a realizagdo desta investigagao foi necessario reunir algumas amostras dos materiais
em estudo e criar condi¢des para a realizagdo dos testes clinicos. Durante o projeto,
decidiu-se inserir uma nova varidvel ao estudo e testar/analisar um revestimento
multicamadas de Zr/ZrCN/TiN que estava a ser aplicado pela Empresa Prirev, para dar

resposta a alguns problemas inerentes ao revestimento de TiN.

Para os ensaios in vitro de adesdo e proliferacdo celular, morfologia, fosfatase alcalina e
para os ensaios mecanicos, uma vez que a arquitetura dos implantes e aditamentos
protéticos ndo se enquadram nos parametros dos testes, houve a necessidade de revestir
placas de ago inox (forma circular, didmetro 14mm) com os revestimentos em estudo

(TiN e multicamada (Zr/ZrCN/TiN)).

Como controlo do processo de revestimento e para facilitar a analise das amostras foram
usadas placas de silicio nos ciclos de PVD juntamente com os implantes e aditamentos

protéticos.
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Tabela 1: Tabela descritiva das amostras usadas no projeto.

AMOSTRAS N° MODELO COMERCIAL| REVESTIMENTO DIAMETRO | COMPRIMENTO MAQUINA | CICLO | TEMPO
Exaktus® Cilindricos Titanio
Implante . Comercialmente 3,75 mm 13 mm Comercial Comercial Comercial
Biodent HEX RP .
Puro (Tipo IV)
Implante HI-TEC Implants® TiN 3,75 mm 10 mm Kenosistec K3606 2h
Implante HI-TEC Implants® Multicama@as 3,75 mm 10 mm Microcoat | M862516  2h20m
(Zr/ZrCN/TiN) ’
Aditamento . . . .
i Exaktus® Kerator BHI TiN 3,5 mm 4 mm Comercial | Comercial Comercial
Protético
Adltalrn?nto Tipo Locator TiN 3,5 mm 4 mm Kenosistec = K3606 2h
Protético
Aditamento . Multicamadas .
Protético Tipo Locator (Zt/ZxCN/TiN) 3,5 mm 3 mm Microcoat | M862516 | 2h20m

Placas
Aco-Inox

Placas
Aco-Inox

Multicamadas
(Zr/ZrCN/TiN)
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5.5. MATERIAIS
Para a produgao dos filmes de TiN e Zr/ZrCN/TiN foram usados alvos de titanio de grau
2 (com pureza minima superior a 99,7% e com elementos residuais de ferro (Fe), carbono
(C), oxigénio (O), azoto (N) e hidrogénio (H)) e alvos de zirconio (Zr) (com pureza

minima superior a 99,6% e elementos residuais de Ti, Fe, hatnio (Hf), C, O, N e H).

Foram utilizados os gases argon e nitrogénio com pureza minima de 99,9997% e o gas

metano com pureza minima de 99,9995%.

5.6. METODOLOGIA

5.6.1. PROCESSO DE DEPOSICAO DO FILME
O método PVD ¢ uma das técnicas possiveis para revestir materiais biocompativeis. Esta
técnica permite formar uma camada quase perfeita de um material, que ndo se desintegra
nem afeta a topografia da superficie, podendo ser aplicado em ago, ago inox, latdo,

aluminio, zamak, polimeros e superficies ceramicas.

Berghaus, em 1938, patenteou o processo de PVD. No entanto, para consolidar os
principios propostos por Berghaus, Mattox, no inicio da década de 60, descobriu as
deposi¢des i6nicas que possibilitaram industrializar e ampliar os conhecimentos em
sistemas de vacuo. Com a revolucdo tecnologica foi possivel desenvolver sistemas de
vacuo, fontes de alimentagao e tecnologia de ponta que permitiu otimizar a producdo dos
revestimentos. De uma forma simplista pode ser descrito em quatro etapas: evaporagao,

transporte, reagdo e deposicao, como ilustrado na figura seguinte.

Fl
¥
!

® *®
o.®

Figura 6: Ilustrag@o do processo de PVD.

37



Caracterizagdo de revestimentos de Nitreto de Titanio para implantes dentarios e aditamentos protéticos

O revestimento PVD com TiN e multicamada Zr/ZrCN/TiN apresenta vantagens
inigualdveis em instrumentos cirargicos e dispositivos médicos, nomeadamente proteses
e implantes. Este processo confere elevada dureza (>2500 HV) aliada a um coeficiente
de atrito muito baixo (<0,70 p), proporcionando uma maior aptiddo ao corte em
instrumentos cirurgicos; densidade muito elevada, que proporciona uma excelente
barreira a qualquer ambiente quimicamente agressivo, e, uma excelente
biocompatibilidade, apresentando uma taxa de difusdo baixa ou nula, prevenindo a

passagem do material da protese para os tecidos circundantes.

A tecnologia “random arc” utilizada pela empresa Prirev — Equipamentos e
Revestimentos Técnicos, no processo de PVD, permite uma ionizacdo superior € a
deposicao de revestimentos funcionais a relativamente baixa temperatura (200 — 450 °C)
fazendo com que, esse parametro ndo influencie as caracteristicas do substrato. Esta
tecnologia, por ndo produzir qualquer tipo de residuo, pode ser considerada uma

tecnologia verde.

No processo por arco catddico, o conceito basico envolve a criagao do arco através da
aplicacdo de uma densidade de corrente elevada vaporizando o material existente no alvo.
Este material serd direcionado para o substrato de forma controlada, usando para isso uma
diferenca de potencial entre o alvo e o substrato (BIAS). Nesta fase ¢ criado um plasma
através da ionizagdo dos i0es de argon (gas raro) injetados para o interior da camara.
Outros gases podem ser usados durante o processo, como ¢ exemplo o N, que ird reagir

com os elementos vaporizados do alvo.

Este processo tem como principal vantagem uma maior densidade de vaporizagao quando
comparado com técnicas concorrentes (vaporizacdo térmica); os catodos podem ser
posicionados em distintas configuracdes e as fontes de alimentacdo necessarias sio de
relativamente baixa poténcia. Como principais desvantagens deste processo podemos
mencionar a dificuldade de revestir pegas com geometrias complexas e a possivel

producao de macroparticulas (droplets 1-15 pm).
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= Particulas do material alve

Substrato
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Figura 7: Tlustragdo do processo de deposi¢do por arco catodico.

Para que o produto final tenha as caracteristicas necessarias, ¢ importante que na fase
inicial do processo as pecas sejam devidamente limpas (remogao de residuos organicos e
inorganicos), preparadas e carregadas na camara. No interior da camara a pressao desce
(na ordem dos 107 mbar) e inicia-se 0 aquecimento dos substratos a revestir. Apos esta
fase ¢ promovida a corrosdo idnica na superficie do substrato para maximizar a aderéncia
ao revestimento. Inicia-se a fase de deposicao e, apos a finalizacao deste ciclo, o substrato
¢ arrefecido lentamente e as pecas retiradas da cdmara, prontas para serem embaladas e

entregues.

Figura 8: Maquinas (Prirev — Equipamentos e Revestimentos Técnicos) - usadas no processo de

revestimento das amostras. A da esquerda Kenosistec - Recipe TiN-SRAM e a da direita Microcoat -

Multicamadas Zr/ZrCN/TiN.

A deposi¢do por arco catédico ocorre numa cadmara de baixas pressdes e consiste na
evapora¢ao do material de revestimento presente nos alvos, através de um arco elétrico

de alta poténcia, e consequente condensagao do material sobre o substrato a revestir.
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O processo, no interior da camara, inicia-se com a incidéncia de um arco, criado por uma
descarga de alta corrente e baixa tensdo através de um gas altamente ionizado, sobre os
“targets” que contém o material do revestimento (o citodo). A temperatura aumenta e
provoca pequenas crateras no “target” devido a remocdo de material. O arco vai-se
extinguindo e reincidindo em novas crateras, provocando a ilusdo de movimento do arco.
O catodo ¢ posteriormente arrefecido com dgua, havendo projecao de jatos de material
(i0es do material altamente ionizados e particulas) no estado gasoso, que podem alcangar

velocidades de 10 km/s.

O tamanho das particulas presentes no respetivo jato de material expelido pelo “farget”,
varia consoante o ponto de fusdo do material e a velocidade. Pontos de fusdo e velocidade
de arco inferiores resultam em particulas com um didmetro maior. Obtém-se particulas

de dimensdes inferiores quando a velocidade e o ponto de fusdo sdo superiores.

Durante o processo pode ocorrer uma emancipacao de macroparticulas consequente da
prolongada incidéncia do arco sobre o catodo e evaporacdo longa. Estas particulas,

definidas por “droplets”, sao depositadas juntamente com o revestimento.

O numero de particulas libertadas ao longo do processo pode ser reduzido. Para isso
podemos reduzir a corrente do arco, aumentar a distancia entre os “targets” e o substrato,
aumentar a pressdo do gas ou aplicar um campo magnético coaxial para aumentar a

densidade.

As tabelas que se seguem sumariam os parametros de deposi¢do, usados pela empresa,

para as amostras em estudo.
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Tabela 2: Parametros de deposicdo do revestimento com TiN.

0 Recipe R/
Parametros Valores
Tecnologia PVD random arc
Ciclo n® 1K3606
2K2963
Data de Produgdo 29/07/17
25/09/17
Corrente 540 A
Fluxo de Gas (%
Passos Argon Reativo
(%) (N2) (%)
0 (Ti) 100 0
1 90 10
2 40 60
3 17 83
4 30 70
Pressdo Total durante a Deposi¢do ~7x107* mbar
Temperatura de Deposi¢ao 165 °C
Tempo de Deposicao - Ciclo 60 minutos

Tabela 3: Parametros de deposi¢ao do revestimento com Multicamadas Zr/ZrCN/TiN.

MICROCOAT - Multilayer (Zr/ZrCN/TiN)

Pardmetros Valores
Tecnologia PVD random arc
Ciclon® M8622/3
M8792
Data de Producao 28/08/17
21/09/17
Corrente 360 A
Fluxo de Gas (%)
Passos Argon | Reativo Reativo
(%) CH4 (%) N2 (%)
1 (Zr) 100 0 0
2 100 0 0
3 90 0 10
4 10 10 80
5 10 20 70
6 20 0 80
7 20 0 80
8 30 0 70
Pressao Total durante a ~ 5x107 mbar
Deposicao
Temperatura de Deposi¢ao 250 °C
Tempo de Deposicdo - Ciclo 45 minutos
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5.6.2. METODOS DE ANALISE DE SUPERFICIE

A escolha de métodos de analise adequados ¢ muito importante para obter resultados
confidveis. Nesta se¢do, sera descrita uma breve abordagem dos principios dos métodos

de analise usados na caracterizacdo, teorias gerais e aspetos técnicos.

5.6.2.1. DIFRACAO DE RAIO X (MICROESTRUTURA) — DRX
A difracdo de raios-X ¢ uma ferramenta de caracterizagdo primordial nas investigacdes
atuais. Consiste numa técnica nao-destrutiva e caracteriza-se pela incidéncia de um feixe
de raios-X, de comprimento de onda conhecido, sobre a amostra que serd difratado

consoante as distribui¢des atdmicas dos cristais.

Todo o solido cristalino tem seu padrdo de difracdo de raios-X proprio e exclusivo, assim
como fases distintas dos mesmos materiais. A difragdo de raios-X ¢ utilizada para estudos
estruturais de amostras, sendo possivel obter informagdes sobre presenca de fases
cristalinas, orientagdo de cristais, tamanho médio de cristais (tamanho de grdo),

parametros da célula unitaria, tensdes internas, entre outros.

Quando uma amostra cristalina ¢ exposta a umraio de raios-X dentro de um certo angulo,
os planos de cristal da amostra atuam como uma grade de difracdo. Conhecer o
comprimento de onda (K) do raio de raios-X incidente e o angulo (0) entre o feixe
incidente e o plano de cristal torna possivel a determinagdo da distancia entre os planos

de cristal (d), como sugere a lei de Bragg:
nk = 2dnkisin(0),

onde n ¢ um niimero inteiro (1, 2, 3, ...) comumente 1. A intensidade dos picos de difracao

depende da simetria de cristal e do tipo de 4&tomos que constituem a amostra cristalina.
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Obtemos como resultado um grafico de intensidade de sinal, denominado difratograma,
em que a posicao dos picos esta relacionada com os parametros da célula unitaria do
cristal, isto ¢, com as distancias interplanares. A andlise destes pardmetros permite a
identificacdo da fase cristalina presente na amostra. As analises de raios-X podem ser
realizadas usando diferentes fontes de raios-X e configuragdes para o incidente e o feixe
difratado. Normalmente, os feixes sdo sincronizados, iguais, em relagdo a superficie da
amostra, e com esta geometria (geometria Bragg-Bretano) somente os planos de cristal
paralelos a superficie da amostra sdo detetados. Tipicamente, os sistemas de difracdo
usam um feixe monocromatico divergente. O feixe difratado converge e concentra-se no

circulo de difragao.

Figura 9: Ilustragdo da difragdo de raios-X nos planos atdmicos de um cristal, de acordo com a condigdo

de Bragg (adaptado de Williams, 2017).

Em estudos relacionados com este trabalho, o aparelho utilizado foi o de difragdo de raios-
X incidente de pastagem, PANervertical XPert-Pro, com um angulo incidente omega de
2°, passo de 197.115, tamanho de passo [20] de 0,02 e faixa de varredura de 5° a 80°. A
fonte de raios-X utilizada foi uma Vitral Empyrean (Ka -1,54060 A) LFF HR (9430 033
7310 x) DK377331 operada a 45 kV e 40 mA.

5.6.2.2. PERFILOMETRIA OTICA 3D
A Perfilometria Otica é um instrumento de medigdo de superficie amplamente utilizado
para avaliacdo de pardmetros de rugosidade superficial e medi¢des de filme. Consiste na
ampliagdo da area observada (de milimetros) conferindo uma ampla representatividade
da amostra. A imagem tridimensional criada constitui um grande ntmero de perfis
calculado ao longo da area ou superficie selecionada, sendo registados como uma

distribuigdo de alturas (picos e vales).
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Os perfildémetros, recentemente comercializados, possuem diferentes modos de imagem
para medicao da rugosidade, como a variacao de foco (permite uma menor resolugdo e
qualidade de imagem), a microscopia confocal (adequado para superficies com alta
inclinacdo), a interferéncia luminosa e a interferometria de fase (permite maior resolugao
vertical). A selecdo da técnica adequadas fornece mais informacdes e detalhes sobre a

topografia para cada tipo de amostra.

Neste trabalho, a avaliacdo da superficie foi realizada com um Perfilémetro Otico 3D S-

NEOX e o modo de imagem foi selecionado em func¢do da amostra.

5.6.2.3. MICROCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO (SEM)
SEM ¢ uma técnica que permite analisar a microestrutura dos revestimentos e o tipo de
crescimento e orientagdo que ocorre durante o processo de deposicao. Este método de
andlise possibilita a obtengdo de imagens de alta resolu¢do numa extensa gama de
ampliacao de uma amostra, quando comparada com o microscopio 6tico. Esta ferramenta
laboratorial permite visualizar a presenca de defeitos na estrutura, como a falta de
aderéncia do revestimento ao substrato, falhas, microfissuras e vazios e, medir a estimar
a espessura do revestimento. As imagens obtidas por esta técnica, micrografias, resultam
da interacdo de um feixe de eletrdes, com energia entre 2 e 50 keV, sendo os sinais
obtidos, a partir de um volume de emissdo especifico dentro da amostra, usados para

caracterizar a amostra.

A interacdo do feixe de eletrdes com a superficie da amostra resulta em varias reagdes
das quais se destacam a emissao de eletroes secundarios, eletrdes retrodifundidos, eletroes

de Auger e raios-X.

O espectro de eletrdes Auger, tipicamente com energias que variam entre 20 e 2500 eV,
sdo caracteristicos de cada elemento quimico e podem ser utilizados para determinar uma
analise quimica superficial. O comprimento de onda dos fotdes (raios-X) emitidos
também ¢ caracteristico de cada elemento quimico ¢ o sinal detetado pode ser usado para
realizar a microanalise elementar qualitativa e quantitativa através da espectroscopia de

raios-X de energia dispersiva (EDS ou EDX).
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Figura 10: a) Principio de geragdo do feixe de eletrdes num sistema SEM; b) Interacdo do feixe de eletrdes

energéticos com a matéria (adaptado de http://micelectro.fc.ul.pt/page2/page2.html).

A superficie, a morfologia da secdo transversal e a avaliacdo da espessura de filmes
depositados foram estudados pelo microscopio eletronico de varrimento Tescan VEGA3

com tensao operacional de 30 kV.

5.6.2.4. ESPECTROSCOPIA DE RAIO-X POR DISPERSAO DE

ENERGIA (EDXS)
EDXS ¢ uma técnica simples para mapear distribuicdes espaciais elementares.
Basicamente, esta técnica consiste em varrer a amostra com um feixe de eletroes. Este

processo gera raios-X que sdo analisados com um espectrometro de energia.

A informagdo contida nestes espectros ¢ a contagem de raios-X a partir de elementos
especificos apresentados na amostra. As imagens EDXS para este trabalho experimental
foram obtidas num VEGA3 da Tescan equipado com um espectrometro de energia

dispersiva da Bruker.
Os espectros de EDXS foram registados numa regido de energia de ligagcdo de 0-30 KeV.

5.6.3. TESTES MECANICOS

5.6.3.1. TESTE DE PULL-OFF — ADESAO

A abordagem para determinar a adesdao dos filmes de TiN usada foi através de métodos
mecanicos de medigdao. Os métodos mecanicos para o estudo da adesdao ao substrato sao
normalmente classificados em duas categorias dependendo do modo de arrancamento do

filme: 1) métodos que envolvem o arrancamento normal do filme relativamente ao plano
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do substrato e ii) métodos que envolvem o arrancamento lateral do filme relativamente

ao substrato.

O método de arrancamento utilizado para determinar a adesao dos filmes de TiN faz parte
da classe dos métodos que envolvem o arrancamento normal do filme relativamente ao

plano do substrato.

O principio de funcionamento consiste em colar um pino de aluminio na parte de tras do
filme que, apds a cura da cola, ¢ puxado na direcdo perpendicular através de um
dispositivo de tragdo. Os resultados do ensaio de adesdo do tipo enunciado atras sdo: a
pressdo de arrancamento e a classificagdo do tipo de fratura (que pode ser: fratura coesiva;
fratura adesiva ou falha de cola). Na figura seguinte encontra-se um esquema do principio

de funcionamento do equipamento usado para determinar a adesao dos filmes de TiN.

Farca de tracdo
uniforme

Guiamenta

~

Sistema de aperto

~d

Adesivo (linha de
ligacao)

Revestimento

Substrato

Figura 11: Esquematizagdo do principio de funcionamento do equipamento usado para determinar a adesdo
dos filmes de TiN (adaptado de http://docplayer.net/53417764-Defelsko-catalog-summer-coating-

thickness-gages-and-inspection-instruments.html).
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Na figura 12 pode-se encontrar um esquema representativo da analise visual do ponto de

vista do tipo de fratura.

s & Substrato 45 T e T Rl S g BT
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Figura 12: Esquematizacao representativa da analise visual do tipo de fratura no teste de adesdo (adaptado
de http://docplayer.net/53417764-Defelsko-catalog-summer-coating-thickness-gages-and-inspection-

instruments.html).

Para o estudo da adesdo dos filmes de TiN utilizou-se o equipamento da Defelsko modelo
PosiTest AT-A (didmetro do pino 14 mm; pressdo de arrancamento maxima 40 MPa;
resolucdo 0.01 MPa; precisdo +1% da escala completa)). A forga foi aplicada na direcao
normal na interface filme-substrato relativamente ao plano do substrato a uma velocidade

uniforme de 1 MPa/S2.

Foram usadas 8 chapas de ago com os revestimentos em estudo (TiN e Zr/ZrCN/TiN),
duas chapas de titanio com o revestimento de multicamadas (Zr/ZrCN/TiN) e uma para o
TiN, de forma a testar a adesdo num substrato idéntico ao dos implantes e aditamentos

protéticos.

A cola usada no teste foi EP11HT Gray com tempo de cura recomendado de 24 a 48 horas

ou apds um tratamento de 2 horas a 65°.

5.6.4. TESTES BIOLOGICOS
Estes testes visam esclarecer os pardmetros bioldgicos dos revestimentos em estudo e

avaliar a biocompatibilidade e interagdo celular.
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5.6.4.1. TESTE DE CITOTOXICIDADE
O teste de citotoxicidade in vitro ¢ classificado segundo a International Standard
Organization, 1SO 10993-1, como o teste de avaliagdo inicial para aferir a
biocompatibilidade de materiais para uso em dispositivos médicos. Para a realiza¢do deste

teste seguiu-se o seguinte protocolo laboratorial:

Meio de cultura: DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich
#D5030) suplementado com 1.0 g/L. D-glucose (Gibco, #15023-021), 3.7 g/L bicarbonato
de sodio (Sigma-Aldrich, #S5761), 1% GlutaMAX™ (L-alanyl-L-glutamine dipeptide,
Life Technologies, #35050-038), 1% piruvato de sodio (Gibco, #11360039), penicilina
(100U/ml) e estreptomicina (100 pg/mL) (Invitrogen, #15140122), 10% FBS (Soro Fetal
Bovino, Invitrogen, #10270106).

DO — Preparacio do extrato

1. Colocacgao dos materiais em estudo em microtubos em contacto com o meio de
cultura nao suplementado com FBS.

2. Colocagdo em estufa a 37° com agitacao orbital (48h)

D1 — Sementeira

3. Observar os frascos T25 de cultura com células Vero ao microscépio 6tico e
verificacdo da densidade celular (determinagdo do grau de confluéncia das células e

confirmacdo de auséncia de contamina¢do microbiana e flingica).

4. Tripsinizacao (libertacdo das células do frasco de cultura T25 e dissociagcao dos
aglomerados de células).

4.1. Remo¢ao do meio de cultura com uma pipeta, tendo o cuidado de inverter o
frasco para ndo tocar na camada de células com a ponta da pipeta.

4.2. Lavar a camada de células com tampao fosfato salino (PBS) usando um
volume igual ao meio de cultura usado.

4.3. Pipetar a tripsina: 0,5 ml de tripsina por cada 25 c¢cm? de area de cultura.
Inclinar o frasco ligeiramente para espalhar a tripsina sobre todas as células.

4.4. Colocar o frasco de cultura a 37 °C durante 5 ou 6 min na incubadora.

4.5. Examinar as cé¢lulas novamente ao microscopio invertido para certificar que
as cé¢lulas se destacaram e estdo em suspensdo. As paredes laterais do frasco
de cultura podem ser levemente percutidas para ajudar a libertar as células
ainda aderidas.

5. Contagem de células.

48



Materiais e Métodos

5.1. Retirar 50 a 100 pl de suspensdo de células para um microtubo.

5.2. Adicionar igual quantidade de azul tripano (fator de dilui¢ao 2) e misturar.

5.3. Limpar o hemocitometro. Humedecer as bordas de uma lamela e colocéa-la
sobre o hemocitometro.

5.4. Encher as duas camaras de contagem do hemocitdmetro com a suspensdao
celular (cerca de 8 a 10 pl em cada camara) e observar ao microscopio
invertido com contraste de fase usando uma ampliacao de 10x.

5.5. Contar o niimero de células viaveis (pequenos circulos brilhantes).

Figura 13: Camara de Neubauer para contagem de células. As quadriculas sdo usadas para fazer a contagem
e determinar a concentragdo de células na aliquota e calcular a concentragdo de células na suspensao celular

(do qual foi tirada a aliquota) (adaptado de https://wiki2.org/es/Archivo:Reticulo Neubauer jpg).

6. Calcular a concentragao de células viaveis no meio.

7. Calcular o nimero de células e de volume de meio necessario preparar para 60 pocos
(da placa de 96) em que se irdo semear células.

8. Calcular o volume de meio com células necessario retirar do tubo onde estas se
encontram em suspensdo para outro tubo (onde iremos preparar a suspensao a
semear) de modo a transferir o nimero de células calculado.

9. Transferir esse volume.

10. Adicionar ao tubo para onde foram transferidas as células o volume de meio fresco
necessario de modo a perfazer o volume total calculado.

11. Pipetar 0,1 ml de meio com células para cada um dos pogos onde se encontram os

materiais.
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12. Pipetar 0,1 ml nos 5 pogos de controlo positivo aos quais se ird adicionar DMSO
(Dimetilsulféxido) correspondente a 10% do volume de meio.

13. Pipetar 0,1 ml nos 5 pocos de controlo negativo meio fresco.

14. Observar ao microscopio e colocar na incubadora (48h).

D2 - Colocagao do extrato

15. Aspirag@o do meio.

16. Colocagao do extrato suplementado com FBS em 5 pogos (primeira fila)

17. Colocagao do extrato nos 5 pogos da segunda fila: 0,5 ml meio de extrato + 0,5 ml
de meio - cada pogo recebe 0,1 ml desta mistura.

18. Fizeram-se 4 dilui¢des para averiguar, em caso de citotoxicidade, a que percentagem
o extrato deixaria de ser citotoxico

19. Colocar na incubadora a 37 °C (48h)

D4 — Avaliacio da viabilidade celular para determinar a citotoxicidade.

20. Aspiragao do meio.

21. Colocar 0,1 ml de solugdo de resazurina (90% de meio completo + 10% de resazurina

a 0,2 mg/ml em PBS) em cada poco.
22. Deixar incubar a 37 °C durante 3 horas.

23. Leitura da absorvancia no leitor de microplacas e determinagdo da citotoxicidade.

Figura 14: Leitor de microplacas wusado na leitura da absorvancia (disponivel em

http://www.directindustry.com/pt/prod/biotek-instruments/product-34307-615728.html).

5.6.4.2.ADESAO E PROLIFERACAO CELULAR
A anélise das interagdes entre as c€lulas e o substrato ¢ fundamental para a determinagao
das propriedades biologicas dos implantes. A capacidade de adesdo das células ao
substrato interfere na viabilidade celular, proliferacdo e morfologia. Este teste permite-

nos inferir sobre o potencial do substrato como biomaterial e osteointegrante.
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O uso da nanotecnologia na area de biomateriais permite a obtencdo e avaliacdo de
materiais sintéticos que mimetizem as nano-caracteristicas dos tecidos, o que permite
acelerar os processos de adesdo e proliferagao celular. A superficie de um substrato e as
caracteristicas inerentes podem definir a adesdo ou ndo de diferentes organismos e os
mecanismos envolvidos. Para realizacdo deste teste seguiu-se o seguinte protocolo

laboratorial:

D0 — Sementeira

1. Observar os frascos T25 de cultura com células Saos-2 ao microscopio otico e
verificacdo da densidade celular (determinacdo do grau de confluéncia das células e
confirmacdo de auséncia de contamina¢do microbiana e fingica).

2. Tripsinizagdo (libertagdo das células do frasco de cultura T25 e dissociagao dos
aglomerados de células).

2.1. Remog¢ao do meio de cultura com uma pipeta, tendo o cuidado de inverter o
frasco para ndo tocar na camada de células com a ponta da pipeta.

2.2. Lavar a camada de células com PBS usando um volume igual ao meio de
cultura usado.

2.3. Pipetar a tripsina: 0,5 ml de tripsina por cada 25 cm? de 4area de cultura.
Inclinar o frasco ligeiramente para espalhar a tripsina sobre todas as células.

2.4. Colocar o frasco de cultura a 37 °C durante 5 ou 6 minutos na incubadora.

2.5. Examinar as células novamente ao microscopio invertido para certificar que
as células se destacaram e estdo em suspensdo. As paredes laterais do frasco
de cultura podem ser levemente percutidas para ajudar a libertar as células
ainda aderidas.

3. Contagem de células.

3.1. Retirar 50 a 100 pl de suspensao de células para um microtubo.

3.2. Adicionar igual quantidade de azul tripano (fator de dilui¢ao 2) e misturar.

3.3. Limpar o hemocitometro. Humedecer uma lamela e coloca-la sobre o
hemocitometro.

3.4. Encher as duas camaras de contagem do hemocitdmetro com a suspensao
celular (cerca de 8 a 10 ul em cada camara) e observar ao microscopio
invertido com contraste de fase usando uma ampliacao de 10x.

3.5. Contar o nimero de células viaveis (pequenas esferas brilhantes).

4. Calcular a concentragao de células viaveis no meio.
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10.

Calcular o numero de células e do volume de meio necessario preparar para 12 pocos
(numa placa de 24) em que se irdo semear células.

Calcular o volume de meio com células necessario retirar do tubo onde estas se
encontram em suspensdao para outro tubo (onde iremos preparar a suspensdo a
semear) de modo a transferir o numero de células calculado.

Transferir esse volume.

Adicionar ao tubo para onde foram transferidas as células o volume de meio fresco
necessario de modo a perfazer o volume total calculado.

Pipetar 0,8 ml de meio com células para cada um dos pogos onde se encontram os
materiais.

Observar ao microscopio e colocar na incubadora.

D1/D3/D5/D7 — Avaliagao da viabilidade celular para determinar a taxa de adesao e

proliferacio celular.

11.

12.
13.

14.
15.

Transferir as amostras para pogos vazios de modo a separar as populacdes de células
aderidas aos biomateriais e ao fundo dos pogos.

Aspiracao do meio.

Colocar 0,8 ml de solugdo de resazurina (90% de meio completo + 10% de resazurina
0,2 mg/ml em PBS) em cada poco.

Deixar incubar a 37 °C durante 3 horas.

Leitura da absorvancia no leitor de microplacas e determinagao da taxa de adesdo ao

substrato (D1) e taxa de proliferacdao (D3, D5, D7 e D9).

Neste teste in vitro, usamos a resazurina, corante azul nao fluorescente, como indicador

de viabilidade celular. A resazurina ¢ reduzida a resorufina, composto cor de rosa e

fluorescente, pelas células metabolicamente ativas.
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Figura 15: Redugo da resazurina a resorufina (disponivel em http:/file.biotool.com/downloads/Vita-

Blue-Cell-Viability-Reagent.pdf).
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A alteracao da cor do meio pode ser determinada por medigao da variagao da absorvancia.

Esta variacdo € proporcional ao numero de células viaveis presentes.

O gréfico que se segue mostra os espectros de absorvancia da resazurina (cujo pico de
absorvancia ocorre a 601 nm) e da resorufina (possui 0 maximo de absorvancia a 571

nm).

—— Resorufin

— Resazunn

400 450 500 550 600 650 700

Wavelenth (nm)
Figura 16: Espetros de absorvancia da resazurina e da resorufina (disponivel em

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/PrestoBlueF AQ.pdf).

Dentro de certos limites (densidade celular e tempo de incubacdo), a conversdao de
resazurina em resorufina é proporcional ao ntimero de células metabolicamente ativas. A

leitura da absorvancia é feita no D1, D3, D5, D7 e D9.

5.6.43.FOSFATASE ALCALINA - ALP

A fosfatase alcalina ¢ uma enzima que se pode encontrar em diversos tecidos do corpo,

com concentracdes superiores no figado e nos 0ssos.

A 1soforma Ossea encontra-se na membrana plasmatica dos osteoblastos e esta envolvida
no processo de formagao e mineralizacao dos ossos. E usada como marcador precoce da

mineraliza¢do da matriz do colagénio e responsavel pela regeneragdo dssea.
Para realizagdo deste teste seguiu-se o protocolo de coloragdo para a fosfatase alcalina:

1. Preparacao de solugdes e reagentes.
1.1. Preparacdo da solucdo de Naftol AS-MX Fosfato/N,N Dimetillformamida
(DMF) :
= Naftol AS-MX Fosfato: 5 mg
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= DMF: 0,25 ml
1.2. Misturar para dissolver.
1.3. Colocar no frigorifico.
1.4. Preparacdo da solug@o tampao Tris-acido cloridrico, pH 8,74:
= Tris0,2 M (2,42 g Tris Base / 100 ml): 10 ml
= Acido cloridrico 0,1 M (HCI): 4 ml
=  Agua destilada: 26 ml
2. Para preparar 1 ml de solugdo de trabalho:
2.1. Pesar 0,6 mg de sal de diazdnio (sal LB vermelho violeta répido)
2.2. Adicionar 0,5 ml de solu¢ao tampao Tris, pH 8,74
2.3. Adicionar 0,5 ml de agua destilada
2.4. Misturar
3. Adicionar 5 pl de solucdo Naftol AS-MX Fosfato/(DMF).
4. Dete¢ao de células:
4.1. Lavar a cultura 2 vezes com PBS.
4.2. Fixar a cultura durante10 minutos usando paraformaldeido a 4%.
4.3. Lavar 2 vezes com PBS
4.4. Adicionar a solugao de trabalho (cerca de 100 pl por amostra).
4.5. Incubar durante 15 minutos.

4.6. Lavar com agua destilada, secar e observar no microscopio o6tico.

4.6.1.1. ANALISE DA MORFOLOGIA — IMUNOFLUORESCENCIA

A fluorescéncia (forma de luminescéncia) ¢ um dos fenomenos fisicos mais utilizados em
microscopia bioldgica e analitica, principalmente pela sua alta sensibilidade e

especificidade.

A imunofluorescéncia (IF) ¢ uma técnica de laboratorio que consiste no uso de anticorpos
especificos que foram conjugados quimicamente com corantes fluorescentes, podendo os
anticorpos marcados ligar-se direta ou indiretamente aos antigénios celulares. Esta
técnica possui distintas aplicagdes bioldgicas, incluindo avaliagdo de células em

suspensao, células cultivadas, tecidos, granulos, analise morfologica, entre outras.

O corante fluorescente ¢ submetido a luz com um comprimento de onda na gama de

excitacdo do fluoroforo. A fluorescéncia emitida tem uma energia menor do que a luz
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absorvida, de modo que o comprimento de onda da luz emitida ¢ maior que o da luz de

excitagao.

A TF secundaria ou indireta usa dois anticorpos: o primeiro anticorpo (primario) nao
marcado liga-se especificamente a molécula alvo, e o anticorpo secundario, que
transporta o fluoréforo, reconhece o anticorpo primario e da-se a ligagdo. Os multiplos
anticorpos secundarios podem ligar-se a um tnico anticorpo primario, fornecendo

amplificagdo de sinal e aumentando o nimero de moléculas de fluoréforo por antigénio.

Este protocolo ¢ mais complexo e demorado do que o protocolo primario (ou direto), mas
permite maior flexibilidade porque uma variedade de diferentes anticorpos secundarios e

técnicas de detecdo podem ser usados para um determinado anticorpo primario.

O microscopio de epifluorescéncia usado para realizacdo do projeto foi o modelo Nikon

Eclipse Ti-S.
Para realizagdo deste teste seguiu-se o protocolo de imunofluorescéncia indireta:

1. Fixacao
1.1. Lavar as células duas vezes com PBS aditivado com calcio € magnésio.
1.2. Fixacdo das células, incubando-as em paraformaldeido a 4% (VV) em PBS
durante 15 minutos a temperatura ambiente.
1.3. Lavar as células duas vezes com PBS
2. Permeabilizagido
2.1. Incubar as amostras durante 10 minutos com PBS contendo 0,2% de Triton
X-100
2.2. Lavar as células com PBS
3. Bloqueio
3.1. Incubar as células com 1% de albumina de soro bovino (BSA), 22,52 mg/ml
de glicina em PBST (PBS + 0,1% 7Tween 20) durante 45 minutos para
bloquear a ligacdo inespecifica dos anticorpos.
3.2. Lavar as células com PBS.
4. Imunomarcagdo
4.1. Incubar as células com o anticorpo diluido em 1% de BSA em PBST num
ambiente humidificado na camara durante 2h a temperatura ambiente ou
durante a noite a 4 °C.

4.2. Lavar as células duas vezes com PBS, 2 minutos cada lavagem.
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4.3. Incubar as células com o anticorpo secundario em 1% de BSA durante 1,5 h
a temperatura ambiente, no escuro.
4.4. Aspirar a solu¢do de anticorpo secundario e lavar trés vezes com PBS, 2
minutos cada.
5. Citoesqueleto — marcacdo da actina filamentar
5.1. Adicionar 100 pl de 100 nM Acti-stain 555 Faloidina.
5.2. Incubar a temperatura ambiente, no escuro, durante 30 minutos.
5.3. Lavar duas vezes em PBS.
6. Marcacao nuclear
6.1. Adicionar 100 pl de DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) 300 nM em PBS.
6.2. Incubar a temperatura ambiente, no escuro, durante 5 minutos.
6.3. Lavar com PBS
7. Observar e fotografar ao microscopio de epifluorescéncia Nikon TiS (fonte de luz de

mercurio e bloco de filtros adequado).
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Figura 17: Especificagdes do filtro de excitagdo ultravioleta UV-2E/C e respetivos comprimentos de onda

(adaptado de http://www.bwoptics.com/newsend2.asp?id=5).

Especificacdes do filtro de excitaciio ultravioleta UV-2E/C: (Ver anexo [V)
= Comprimento de onda do Filtro de Excitagao: 340-380 nm (bandpass, 360 CWL)
= Comprimento de onda do Espelho Dicromatico: 400 nm (longpass, LP)

=  Comprimento de onda do Filtro de Emissdo: 435-485 nm (bandpass, 460 CWL)

56


http://www.bwoptics.com/newsend2.asp?id=5

Tabela 4: Especificacdes dos anticorpos e marcadores utilizados.

Anticorpo

Primario de
Vinculina
1: 100, 100pl
Anti-Vinculin
antibody, Mouse
monoclonal, clone
hVIN-1, purified
from hybridoma

cell culture

Product Number
V9264, Sigma-
Aldrich

Anticorpo
Secundario de

Vinculina

1: 400, 80 pl

Goat anti-Mouse [gG

(H+L) Cross-
Adsorbed Secondary
Antibody, Alexa
Fluor 488

Cat. # A-11001,
Molecular Probes,
Thermo Fisher

Scientific.

57

Marcador

Citoesqueleto

Acti-stain ™ 555

Phalloidin
Fluorescente
Cat. # PHDHI,
Cytoskeleton,

Inc.

Materiais e Métodos

Marcador

Nuclear

DAPI (4, 6-
Diamidino-2-
Fenilindole,

Dilactato)

Cat # D3571,
Invitrogen, Thermo

Fisher Scientific.
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VI. RESULTADOS

6.1. ANALISE DA SUPERFICIE
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Figura 18: Micrografias dos implantes e dos aditamentos protéticos com ampliagdo de 25 x: monocamada

de TiN (1), multicamada Zr/ZrCN/TiN (2) e comercial (3).
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Figura 19: Mapeamento de EDXS dos implantes e aditamentos protéticos: monocamada de TiN (1),

multicamada Zr/ZrCN/TiN (2) e comercial (3).
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A avaliacao morfoldgica foi feita através do Microscopio Eletronico de Varrimento, onde
foram observados: um implante HI-TEC Implants® com revestimento de TiN € um com
revestimento de Zr/ZrCN/TiN, um implante Exaktus® Cilindricos Biodent HEX RP
comercial, um aditamento protético Exaktus® Kerator BHI comercial e dois aditamentos
protéticos Tipo Locator revestidos com TiN e Zr/ZrCN/TiN. Foram ainda analisados os

revestimentos depositados em substratos de silicio.

Através da técnica de DRX foram analisadas as amostras de TiN e Zr/ZrCN/TiN,
revestidas na Prirev. No espectro de difracdo de raio-X, representado na figura 18,
observou-se que ambas as amostras apresentam uma estrutura cristalina com picos de

difracdo correspondentes as diferentes fases observadas.

O espetro de difracao de raio-X, referente as amostras de TiN e Zr/ZrCN/TiN, depositado
no silicio, revela uma estrutura cristalina dos filmes. A amostra TiN, representada pela
linha a vermelho, apresenta duas fases: uma de estrutura cubica, referente ao Nitreto de
Titanio, com picos localizados a 6=36,2° (111), 6=42,0° (200), 6=61,0° (220) ¢ a 6=73,0°
(311), segundo a Carta JCPDS No.: 04-017-6803 e outra, hexagonal, referente ao Titanio,
com um pico localizado a 6=54,0° (102), segundo a Carta JPCDS No.: 04-018-6622. Esta
amostra apresenta ainda um pico localizado a 6=55,4° (400), referente ao silicio

(substrato), segundo a Carta JPCDS No.: 01-078-7300 (conforme os anexos VI, VII e X).

A amostra Zr/ZrCN/TiN, representada pela a linha a preto, apresenta quatro fases: uma
estrutura cubica, referente ao carbonitreto de zirconio, com picos localizados a 6=33,5°
(111), 6=38,8° (200), 6=56,1° (220), 6=66,9° (311) e a 6=70,3° (222), segundo a Carta
JCPDS No.: 04-001-6512; uma hexagonal, referente ao Zirconio, com um pico localizado
a 8=31,9° (100), segundo a Carta JPCDS No.: 04-004-6798; uma cubica, referente ao
Nitreto de Titanio, com um pico localizado a 6=36,2° (111), 6=42,0° (200), 6=61,0° (220)
e a 0=73,0° (311), segundo a Carta JCPDS No.: 04-017-6803 e ainda, uma fase com
estrutura hexagonal, referente ao Titanio, com localizagao a 6=54,0° (102), segundo a

Carta JCPDS No.: 04-018-6622 (conforme os anexos VII, VIII, IX e X).
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Figura 20: Espetro de difrag@o raio-X por angulo rasante dos filmes TiN e Zr/ZrCN/TiN, depositados num

substrato de silicio.

A figura seguinte mostra a espessura dos filmes analisados. Verifica-se que o filme
monocamada TiN apresenta uma estrutura de 400 a 500 nm e o multicamada

Zr/ZrCN/TiN 950 a 1000 nm.
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Figura 21: Micrografias dos filmes depositados. a) TiN e b) Zr/ZrCN/TiN, depositados num substrato de

silicio.

As micrografias seguintes mostram uma deposi¢do que poderd ser considerada, a nivel
macroscopico, uniforme, tendo sido, contudo, observada a existéncia de porosidade
aberta com poros na ordem de 2 pum, assim como de macroparticulas de dimensdes
superiores a 100 nm. Em relacdo a porosidade, esta podera ser devida a uma das
desvantagens deste método que é a deposi¢do de macroparticulas com elevadas
dimensdes, que nao ficam fisicamente agregadas ao restante filme, e que, no final do
processo, apenas se observa o local onde ficaram provisoriamente alojadas. O que se

observou no revestimento multicamada (figura 23) ¢ semelhante ao obtido para o

monocamada.
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Figura 22: Micrografias do filme de TiN a duas ampliagdes 1 kx e 10 kx, depositados num substrato de

silicio.
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Figura 23: Micrografias do filme de Zr/ZrCN/TiN a 10 kx, depositado num substrato de silicio.

No filme de TiN, o EDXS mostrou apenas a existéncia de Ti na estrutura o que corrobora
os resultados do DRX. A distribui¢do dos atomos de titdnio ¢ muito homogénea com a
excecdo dos poros, como mostra a figura abaixo apresentada. Para o caso do filme
multicamada também se observa, pelo mapeamento, uma distribuicio homogénea dos

elementos, comprovando a existéncia de poros que atingem o substrato.

cps/eV.
14 Si-KA Ti-KA

10

6-Ti Si Ti

Figura 24: Mapeamento de EDXS e respetiva indexacdo elementar do filme de TiN, depositado num

substrato de silicio.
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Figura 25: Mapeamento de EDXS e respetiva indexaggo elementar do filme de Zr/ZrCN/TiN, depositado

num substrato de silicio.

A deposicao de TiN e de Zr/ZrCN/TiN, pela técnica de PVD, em implantes foi analisada
estrutural e morfologicamente apresentando-se na figura seguinte o mapeamento de
EDXS nessas amostras em locais cuja a geometria ¢ mais complexa, no corpo do
implante. Como se pode verificar, os resultados obtidos nas deposi¢des mostram o
esperado, isto €, uma distribui¢do homogénea dos elementos. Salientamos a detecdo, em
todas as amostras, inclusive, na de referéncia (sem qualquer deposi¢do), de aluminio.
Suspeitamos este elemento provém de um possivel tratamento superficial ao implante

apos a sua maquinacao.
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Figura 26: Mapeamento de EDXS e respetiva indexagdo elementar dos implantes HI-TEC Implants® sem

deposicao, com deposicdo de TiN e com deposicdo de Zr/ZrCN/TiN, respetivamente.

Na figura seguinte ¢ feita a comparacao microestrutural entre o implante com o filme de

TiN e o implante comercial Exaktus® Cilindricos Biodent HEX RP. Como se pode

verificar, a grande diferenga entre eles € a ndo detecao de aluminio no implante comercial,

o que pode ser justificado por um tratamento de superficie diferente, por exemplo

quimico.
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Figura 27: Mapeamento de EDXS e respetiva indexagao elementar do implantes HI-TEC Implants® com
deposicao de TiN e do implante Exaktus® Cilindricos Biodent HEX RP comercial, respetivamente.

A avaliagdo da rugosidade foi feita através do Perfilometro Otico, onde foram observados:
um implante HI-TEC Implants® com revestimento de TiN e um com revestimento de
Zr/ZrCN/TiN, um implante Exaktus® Cilindricos Biodent HEX RP comercial, um
aditamento protético Exaktus® Kerator BHI comercial e dois aditamentos protéticos Tipo
Locator revestidos com TiN e Zr/ZrCN/TiN. Foram ainda observados os revestimentos

depositados em substratos de silicio.
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No entanto, decidiu-se nao apresentar os estudos de Perfilometria referentes aos
aditamentos protéticos, uma vez que estes elementos estdo apenas em contacto com os
elementos mecanicos da prétese e o revestimento atual tem essencialmente uma fungao
estética. Ainda assim, os valores médios de rugosidade sdo idénticos aos encontrados nos

implantes estudados.
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Figura 28: Resultados da Perfilometria referentes as amostras do implante HI-TEC Implants® com
revestimento de TiN, do implante HI-TEC Implants® com o revestimento de Zr/ZrCN/TiN e do implante
Exaktus® Cilindricos Biodent HEX RP comercial.
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Das imagens de Perfilometria referentes as amostras de silicio, abaixo apresentadas,

verifica-se rugosidades quadraticas médias superiores a 183 nm.

8.00

Figura 30: Resultados da Perfilometria referentes as amostras do silicio com revestimento de
Zr/ZrCN/TiN.

No estudo de Perfilometria aos revestimentos, no substrato de silicio, observou-se a
existéncia de porosidades abertas, assim como, uma rugosidade mais elevada no
revestimento multicamadas Zr/ZrCN/TiN, do que a observada nos filmes de TiN,
apresentado um valor médio de 234 nm. Estes resultados s3o expectaveis tendo em conta

o tipo e espessura de filme depositado.

Para determinacdo da adesdo foram testadas amostras com revestimento de TiN e
revestimento de Zr/ZrCN/TiN, em chapa de ago-inox e chapa de titdnio. Foram efetuadas

18 medigoes.
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Figura 31: Resultados obtidos no teste de adesdo para o revestimento de TiN (a direita) e Zr/ZrCN/TiN (a

esquerda).
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Dos ensaios de adesao do filme ao substrato verificou-se falha de cola a um valor minimo

de 2,2 MPa, o que significa que a adesdo do filme ao substrato € superior a esse valor.

E de salientar que os melhores valores de pressdo de arrancamento foram obtidos em
filmes revestidos no substrato de titdnio, comparativamente com a chapa de a¢o, o que €
favoravel a aplicagdo pretendida para o revestimento de TiN e Zr/ZrCN/TiN, dado os

implantes comercializados também serem de titanio.

A for¢a maxima usada em Medicina Dentéria na colocacdo de um implante ¢ de 37 a 45
N e a for¢a minima de arrancamento em fratura do tipo falha cola e adesiva ¢ de 338 N,
na chapa de titdnio, o que nos permite trabalhar com margem de seguranca na utilizagao

destes revestimentos em implantes.
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6.2. TESTES BIOLOGICOS

6.2.1. TESTE DE CITOTOXICIDADE

Nenhum dos extratos das amostras estudadas apresentou citotoxicidade pelo fato da
viabilidade celular relativa ser superior a 90% em todas as condi¢gdes analisadas,

particularmente na condi¢do principal (concentragdo maior, sem dilui¢ao do extrato).

Uma vez que a condi¢do principal ndo apresenta citotoxicidade, ndo € expectavel que as

condi¢des secundarias, com as respetivas dilui¢des, exibam efeitos citotoxicos.

Nao tendo os extratos revelado citotoxicidade assume-se que o material ndo possui

nenhum composto lixiviavel potencialmente citotdxico.

Os resultados obtidos estdo concordantes com o controlo negativo (meio fresco DMEM)
para ambas as amostras. O material ¢ potencialmente biocompativel, mas serd necessario

a realizacdo de mais testes in vivo para inferir rigorosamente a biocompatibilidade.

Tabela 5: Resultados de viabilidade celular relativa ao controlo negativo obtidos no teste de
citotoxicidade para os revestimentos em estudo.

Concentragao Controlo Controlo
TiN Zr/ZrCN/TiN
do extrato Positivo Negativo
Original 0,95 £ 0,03 0,96 £ 0,03 0,05+ 0,03 1,00 + 0,03
Dilui¢éo 1 1,00 £ 0,04 1,01 £0,03
Diluigdo 2 1,00 £ 0,04 0,99 + 0,04
Dilui¢ao 3 1,01 £0,03 1,01 £ 0,04
Dilui¢ao 4 1,04 £0,03 1,02 + 0,03

6.2.2. ADESAO E PROLIFERACAO CELULAR

Nas taxas de adesdo, em ambas as amostras, os resultados demonstraram uma adesdo
comparavel ao controlo de células, o que revela que as células nao tém qualquer

dificuldade em interagir com o substrato nem em aderir a superficie e permanecer viaveis.

No que diz respeito a proliferagdo, os resultados obtidos foram idénticos ou até mesmo
superiores ao do controlo de células, o que demonstra que as células ndo t€ém qualquer
problema em proliferar, emigrar e ocupar toda a superficie formando uma camada

confluente tal como fazem no controlo.
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Do ponto de vista do substrato, podemos concluir que ¢ um bom substrato e que as células

interagem com ele sem qualquer problema.

Tabela 6: Resultados do teste de Adesdo e Proliferagdo Celular para as amostras de TiN, Zr/ZrCN/TiN,

Controlo celular e, respetivos desvios padrao.

TiN Zx/ZrCN/TiN CC

DIA 1 1,02 1,12 1,00

DIA 3 1,56 1,74 1,64

DIA S 2,57 2,84 2,62

DIA 7 4,00 4,37 3,58
Desvio Padrao 6 TiN Zr/ZrCN/TiN CC
DIA 1 0,08 0,05 0,05

DIA 3 0,30 0,19 0,08

DIA S 0,59 0,25 0,09

DIA 7 0,89 0,31 0,12

ADESAO E PROLIFERACAO CELULAR
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Figura 32: Esquematizacdo grafica dos resultados obtidos no teste de adesdo e proliferacéo celular para as

EDIA1 EDIA3 EDIAS EDIA7

amostras de TiN, Zr/ZrCN/TiN, controlo celular e, respetivos desvios padrio.

73



Caracterizagdo de revestimentos de Nitreto de Titanio para implantes dentarios e aditamentos protéticos

6.2.3. FOSFATASE ALCALINA - ALP

Os resultados obtidos mostram que as células presentes na superficie do substrato estdo a
produzir a enzima (fosfatase alcalina) responsavel pela mineralizacdo da matriz de

colagénio, em ambas as amostras.

O ambiente a que as células estdo expostas (em contacto com o substrato) permite que
continuem a expressar os genes caracteristicos de uma célula osteoblastica, sendo

propicio o metabolismo dos mesmos.

Quanto a andlise da intensidade da colora¢do vermelha devida a marcacao da fosfatase
alcalina, os resultados obtidos evidenciam uma razao de 1,51+0,05 para as amostras de

TiN e de 1,46+0,06 para as amostras revestidas com Zr/ZrCN/TiN.

Figura 33: Resultados obtidos no teste ALP para as amostras de TiN. A figura (A) representa o controlo
(células ndo marcadas) e a figura (B) representa a marcagdo da enzima presente nas células presentes

aderidas a superficie da amostra em estudo.
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Figura 34: Resultados obtidos no teste ALP para as amostras de Zr/ZrCN/TiN. A figura (A) representa o
controlo (células ndo marcadas) e a figura (B) representa a marcagdo da enzima presente nas células

aderidas a superficie da amostra em estudo.

A diferenga de intensidade da cor, nos revestimentos testados, analisada com o teste ¢

Student, mostra-se ndo significativa (p=0,02).

6.2.4. ANALISE DA MORFOLOGIA — IMUNOFLUORESCENCIA
Os resultados da analise morfoldgica, pela marcagdo de imunofluorescéncia, foram os
expectaveis e similares em ambas as amostras de revestimento, TiN e Zr/ZrCN/TiN,
quando comparadas com o controlo. A adesdo das células aos substratos ¢ notdria e
homogénea. Observou-se a existéncia de adesdes focais explicitas na periferia das células,
bem evidenciadas pela marcagdo do citoesqueleto e da vinculina. Os extremos dos feixes
de actina coincidem com as zonas mais intensas de marcagdo da vinculina que revela as
zonas onde sdo formadas as adesdes focais. E, ainda, evidente uma correta organizagio

do citoesqueleto e do nucleo.
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Figura 35: Resultados da marcagio da imunofluorescéncia para o revestimento de TiN. Vinculina (verde),

citoesqueleto (vermelho) e nticleos (azul).
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Anticorpo primario Anticorpo secundario
Anticorpo secundirio
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L

Figura 36: Resultados da marcagdo da imunofluorescéncia para o revestimento de Zr/ZrCN/TiN. Vinculina

(verde), citoesqueleto (vermelho) e nicleos (azul).
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100 pm

100

Figura 37: Resultados da marcag@o da imunofluorescéncia para a amostra de controlo (lamela de vidro).

Vinculina (verde), citoesqueleto (vermelho) e nucleos (azul).
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VII. DISCUSSAO

Para dar resposta a necessidade de reabilitacdo de espagos edéntulos, varias opgdes de
reabilitacdo e técnicas cirtrgicas tém sido avaliadas e aperfeicoadas. Assim sendo, os
esforcos continuam no sentido da investigagdo e do desenvolvimento de materiais
biocompativeis que permitam o sucesso clinico a longo prazo. Neste sentido, este trabalho
de investigagdo permite dar resposta a algumas questdes e limitagdes dos materiais

existentes para implantes dentarios.

Além das camadas comuns, aos sistemas biologicos, foram propostos varios
revestimentos inorganicos como o TiN, com o objetivo de aumentar a resisténcia da

superficie e reduzir os riscos de colonizagdo bacteriana.

Os métodos usados no estudo para andlise da superficie e os testes aos filmes permitiram

retirar algumas conclusdes pertinentes.

As andlises estruturais realizadas aos filmes, aditamentos protéticos e implantes,
evidenciaram a formagao das estruturas cristalinas esperadas, isto ¢, TiN nas amostras de

monocamada e, nas amostras multicamada, as fases de TiN e Zr,CN.

A ndo detecdo de fases cristalinas que incluam os elementos de zirconio e titanio,
simultaneamente, mostra que o processo de deposicao ¢ estavel (ndo ha interferéncia entre

camadas) e possivel de reproduzir.

Através da andlise por EDXS verificAmos uma distribui¢do homogénea dos elementos
atomicos pela superficie e a existéncia de porosidade que alcanga o substrato, o que revela
que no inicio do processo de deposicao existe uma instabilidade energética que promove
a projecdo de macroparticulas. A emancipacdo de macroparticulas (“droplets”),
consequente da prolongada incidéncia do arco sobre o catodo e evaporacdo longa,

promove a deposi¢ao das mesmas juntamente com o revestimento.

O ntimero de particulas libertadas ao longo do processo pode ser reduzido para contornar
esta questao. Para isso podemos reduzir a corrente do arco, aumentar a distancia entre os
“targets” e o substrato, aumentar a pressao do gas ou aplicar um campo magnético coaxial

para aumentar a densidade.
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O aumento de rugosidade estd relacionado com esta questdo e ¢ consequéncia da
emancipacdo destas macroparticulas, o que, no caso dos implantes dentdrios, ndo seja

necessariamente uma desvantagem.

Esta analise também revelou a presenga de aluminio, ndo detetado por DRX, o que indica
que este elemento se encontra inserido estruturalmente na matriz do substrato e que
provém de um possivel tratamento superficial para promover uma maior rugosidade e,
dessa forma, maximizar a reagao de osteointegracao. Este achado ndo interferiu com os

resultados e andlise.

No teste mecanico de adesdo, ndo se conseguiu arrancar substrato, logo ndo se verificou
nenhuma fratura do tipo coesivo, apenas adesivas e falha de cola. Estes resultados
prendem-se com o facto da cola ndo ser suficientemente forte para arrancar o substrato e
estdo a ser feitos esforgos, no sentido de encontrar uma cola com resisténcia superior que

permita obter uma fratura do tipo coesiva. (Ver anexo V)

No entanto, os resultados evidenciam uma melhor adesdo do revestimento ao substrato
em chapa de titdnio, na ordem dos 2,8 MPa, comparativamente com os resultados obtidos

nas chapas de ago, 2,6 MPa.

Comparando os dois revestimentos verifica-se uma tendéncia favoravel relativamente aos
valores de tensdo de arrancamento no caso do TiN, apresentando valores na ordem dos 3
MPa. Considerando a necessidade de aplicar um torque de 100 N e estimando que a area
superficial do corpo do implante ¢ de, aproximadamente 140 mm?, teremos uma pressio
maxima aplicada de, aproximadamente 1 MPa, valor este inferior aos obtidos no teste de
adesdo, o que indica a inexisténcia de qualquer problema mecéanico no uso destes filmes

como revestimento médico-dentario.

Quando avaliado biologicamente, no teste de citotoxicidade, nenhum dos extratos das
amostras estudadas apresentou citotoxicidade pois a viabilidade celular relativa foi
superior a 90% em todas as condigdes analisadas. Nao tendo os extratos revelado
citotoxicidade assume-se que o material ndo possui nenhum composto lixiviavel
potencialmente citotdxico, sendo possivel inferir a biocompatibilidade. No entanto, ha

necessidade de comprovagao destes resultados por testes in vivo.

No presente estudo, também se avaliou o efeito do revestimento de TiN sobre a adesdo e

proliferagdo celular. Os resultados demonstraram que o revestimento de TiN promove a

80



Discussdo

adesdo e a proliferacdo. As taxas de adesdo, em ambas as amostras revelam elevada

interagdo celular com o filme.

No que diz respeito a proliferacao, os resultados obtidos foram idénticos ou até mesmo
superiores ao do controlo de células, o que demonstra que as células ndo tém qualquer
problema em proliferar, emigrar e ocupar toda a superficie formando uma camada

confluente tal como fazem no controlo.

Durual et al., em 2011, demonstrou que o filme de TiN possibilita um aumento de 50%
na proliferacdo celular e um elevado grau de diferencia¢do, quando comparado com Ti
ndo revestido. A proliferacdo celular foi de aproximadamente 1,5 x superior no TiN. Se
essa resposta também fosse comprovada in vivo, poderia se traduzir numa cicatrizagao
acelerada em implantes revestidos com TiN nas fases iniciais do processo de

osseointegracao (Durual et al., 2011).

Poortinga et al., em 2001, e Koerner et al., em 2002, realizaram estudos que comprovaram
a inércia do filme de TiN, a resisténcia a corrosdo, a biocompatibilidade e a facilidade de
deposicao em diversas superficies pelo método de PVD. Além disso, os revestimentos de
TiN demonstraram diminuir a adesao bacteriana em compara¢ao com o aco inoxidavel
(Koerner, Butterworth, Mayer, Dasbach, & Busscher, 2002; Poortinga, Bos, & Busscher,
2001).

No teste da fosfatase alcalina, os resultados obtidos mostram que as células presentes na
superficie do substrato estdo a produzir a enzima responsavel pela mineralizacdo da
matriz de colagénio, em ambas as amostras € que o ambiente a que as células estdo
expostas, permite que continuem a expressar os genes caracteristicos de uma célula
osteoblastica, sendo propicio o metabolismo dos mesmos. Varios autores obtiveram
resultados concordantes com os obtidos nesta investigacao (Aguirre et al., 2001; Kawata
& Mikuni-Takagaki, 1998; Otsuka et al., 1998; Ralston, Todd, Helfrich, Benjamin, &
Grabowski, 1994; Riancho et al., 1995).

A analise da intensidade da coloragao vermelha da fosfatase alcalina evidencia uma razao
de 1,51+0,05 para as amostras de TiN e de 1,46+0,06 para as amostras revestidas com

Zr/ZrCN/TiN, o que nao traduz significado estatistico.
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Conclusdes obtidas por Rieder ef al., mostram que os revestimentos de TiINOx aplicados
sobre Tirugoso ou ago inoxidavel aspero aumentam a proliferagcdo de osteoblastos in vitro
e que o efeito sobre a proliferagcdo celular ¢ devido ao revestimento e independente do

substrato metalico.

A taxa de proliferacdo aumentada, observada no TiNOx, mantendo a diferenciacdo
normal, pode traduzir-se em dispositivos enddsseos menores, mas mecanicamente e

biologicamente altamente eficientes (Rieder, Scherrer, Filieri, Wiskott, & Durual, 2012).

Bachle et al. e Durual et al., indicaram que os revestimentos de TiN em substratos rugosos
estimulam a proliferagdo celular in vitro e relacionaram a ligacdo de osteoblastos ao
substrato, tendo sido relatado que uma superficie microrugosa (Ra <1 — 2 pm) favorece a

ligacdo e o crescimento celular quando comparada com uma superficie polida.

O resultado a analise morfoldgica, pela marcagdo de imunofluorescéncia, evidenciou a
adesdo das células aos substratos, sendo notdéria ¢ homogénea. Observou-se ainda, a
existéncia de adesdes focais explicitas na periferia das células, bem evidenciadas pela
marcacdo do citoesqueleto e da vinculina. As extremidades dos feixes de actina, nas
imagens sobrepostas, coincidem com as zonas mais intensas de marca¢ao da vinculina

que revela as zonas onde sdo formadas as adesodes focais.

Verificou-se ainda que células cultivadas em contacto com o substrato tendem a parecer
mais pequenas e arredondadas na superficie polida em comparagdo com células de
dimensdes superiores ¢ mais achatadas observadas em superficies microrugosas e
nanorugosas. Particulas maiores que promovam o aumento da rugosidade da superficie
de forma excessiva ndo melhoram a ligagdo, fixagdo e a viabilidade celular. Pode-se
especular que hd uma maior capacidade de resisténcia e fixacdo das células sobre as

superficies nano € microrugosas.

Quando utilizado na area da Medicina, em Ortopedia, varios estudos de coorte de
implantes revestidos com TiN mostraram uma sobrevivéncia global superior a 90% com
um acompanhamento de 15 a 77 meses e bons resultados clinicos (Frederick F Buechel,
Helbig, D’ Alessio, & Pappas, 2004; Frederick F Buechel & Pappas, 2011; Mohammed,
Metcalfe, & Woodnutt, 2014).
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Em Medicina Dentaria, as vantagens dos revestimentos de TiN sdo avaliadas, em
particular, devido as excelentes propriedades biologicas do titdnio e ao aspeto estético da
"cor dourada". No entanto, as caracteristicas mecanicas € quimicas, como a eliminagao
da corrosdo eletrogalvanica e o aumento da resisténcia mecanica, sdo incentivos citados

para pesquisa relacionada com a area da dentaria (Mezger & Creugers, 1992).

A adesdo, proliferagdo aumentada e a auséncia de diferenciacdo observada no filme de

TiN podera traduzir-se, também, numa osteointegragao clinica mais efetiva.

No entanto, estudos in vivo sdo necessarios para confirmar esses dados. Ainda assim, o
revestimento TiN abre perspetivas futuras emrelacdo a substratos metéalicos diferentes de

Titanio.
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CONCLUSAO

Este trabalho de investigagdo permitiu estudar a superficie de implantes revestidos com

Nitreto de Titanio, alcancar os objetivos propostos e inferir que:

O

Os implantes com revestimento de TiN apresentam melhores caracteristicas
mecanicas, quimicas e principalmente bioldgicas, quando comparados com os
implantes de Titdnio comercialmente puro;

A adesdo dos revestimentos em estudo ndo revela destacamento do substrato
quando aplicada uma forga inferior a 2,8 MPa;

A porosidade inerente ao substrato ¢ considerada controlada e reprodutivel, tendo
em conta as limitagdes e caracteristicas do método de deposicao do filme;

O filme de TiN revela elevada capacidade de adesdo e proliferacao celular;
Quando testado biologicamente, este revestimento, ndo revela citotoxicidade
celular;

As células que aderem ao revestimento adotam uma morfologia caracteristica do
seu fenotipo;

E, por tltimo, o revestimento de TiN, do ponto de vista biol6gico, mantém uma

atividade metabolica indutora da mineralizacao.

Na escala micrométrica, os diversos tratamentos de superficie proporcionam condi¢des

favoraveis a osteointegragdo. No entanto, as pesquisas mais atuais direcionam a industria

para uma escala nanométrica, pois acredita-se que as modificacdes da superficie nesta

escala afetem tanto a topografia como as propriedades quimicas da superficie.

Perspetivas Futuras:

Reproducdo dos ensaios biologicos para confirmacao dos resultados obtidos;
Testes mecéanicos e testes de corrosdo aos revestimentos em estudo, por forma a
testar a resisténcia e a longevidade deste composto;

Investigagdo nanotecnologica e aperfeicoamento dos compostos (introdugdo

controlada de nanoparticulas de prata, por forma a controlar a adesao bacteriana).
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o Testes in vivo em animais e humanos para garantir a biocompatibilidade ¢ a
osteointegracdo, bem como a resposta do organismo;

o Certificacdo e validagdo deste filme na area da Medicina Dentéria, por parte das
entidades competentes;

o Culminacao pratica do projeto a nivel industrial e aplicagdo clinica diaria sem

restrigdes e/ou limitagdes.
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ANEXO IV

Nikon Ti-5

UV-ZEIC {Medium Band Uliraviolet Exeitatan)
164

Ulteaviolel Excitation Filter Block UV-2E/C Specifications:
*  Excitation Filter Wavelengilis: 340-380 nanometers (bandpass, 360 CWL)
*  Dichromatic Mirror Cut-on Wavelength: 400 nasometers (longpass, LP)
. Barrier Filter Wavelengths: 435455 nanometers (bandpass. 460 CWL)

B-2EIC (Madium Band Blua Excitation)

Wavsiangin [Nanomeiens)
Blue Excitation Filter Block B.2E/'C Specifications:
«  Excitation Filier Wavelengths: 465-495 nanommeters (bandpass, 480 CWL)
*  Dichromatic Mirror Cot-on Wavelength: 505 nanometers (longpass. LP)
*  Barrier Filter Wavelengilis: 515-55% nanometers (bandpass. 335 CWL)

GeIEIC {Marrow Band Groen Excitation)

Green Excitation Filter Block G-2E/C Specifications:
*  Exciration Filter Wavelengths: 518-553 nanometers (bandpass, 540 CWL)
*  Dichromatic Mirvor Cui-on Wavelengih: 563 panometers (longpass, LP)
. Barrier Filter Wavelengths: $90-6%0 nanometers (bandpass. 620 CWL)
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ANEXO V

w Product Details

Typical Use:
Chemical Composition:
Color:

Components:

Cure System:

Cure Time:

Dielectric Strength:
Elongation:

Flash Point:
Hardness:

Mix Ratio:

Sarvice Termperature:
Shear Strength:
Specific Gravity:
Tensile Strength:
Thermal Conductivity:
Viscosity:

WVaolume Resistivity:

Ideal for bonding metals and plastics. Men-sag paste for large gap fill or vertical surfaces.

Epoxy

Gray

2 part

Room Temperature/Heat

24 to 48h @ room temperature; 2h @ 65 °C; 20min @ 100 °C
410V/mil

2.8%

Part Az =93 *C; Part B: »118 *C

a0

1:1 by volume; 1:1 by weight

4010 150 °C

2,200

Part A: 1.26; Part B: 1.25; Mixed: 1.25

5.500 psi

0.27 WimK

Part Az 329,000; Part B: 235,000; Mixed: 440,000

6.18 x 1015 chm-cm @ 20 *C
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ANEXO VI

01-078-6300 Chet 6, 2017 B:56 AM (arursarabando)

Sthtus Alterrate QM Sty PressureTemparature: Ambient  Chemical Formula:
Empérical Formuia: 51 Weight %S00 Alomis %: Siloon  Compaund Mame: Sdicon
Eniry Date: 09/01/2011  Last Modification Date: 0/01/2013  Last Modifications: DaEstatus

Radiathor: Cukal Ak 15406 A d-Spacing: Calculated  Inbensily: Caloulsted - Pesk  Wie: 415
g - CW WO 0,51

BYS: Cubic  SPGR! [a3 [2u6)
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1 Density [ Dealo: 2,564 giem® DStrucs 7,56 giem? | SSIFOM: F29) = 999900001, 29)

Tamp: 2964 K [Ambient femoeratune acsianed by 1000 edRor)  Refacbor: 158

Space Growup: L=-3 [206)  Molecular Webght: 18.0% &/l

Crystal Data [ XBCell 2z 6,627 A XtCallb: 5527 A MHCall o; 6627 A WHCall a: G
KOCH B Soawe AECeH v S® EOCel Vol o057 R KRGl &5 16061 ]

Crystal Data Axial Ratio [ ab: Lo e L]

Reduced Coll [ RedCelia; 5739 L RedCellb: 57308 RedCelle: 573910  RedCello: 109477
RedCall i 103,47 RedCall y: 1047 RedCall Vol 14549 81

AICMic parameters are crofs-referenced fram POF entry 04-007-2062 ADR: B
Crystal (Symmatry Allewsd): Certrodymmetic
55 Symmetry Dperatoe:

Sen  Ousrafor Seq Ouerator e Operslor  Se0 Ouerator  Se (oeraioe
1 [} 5 Al 1] By IS dpeifky -y 1T §Zu L [ e %
r B 0 sz 1 T £ O [ |- 2] 22 yelEax
3 Lyas+iZ ez 11 ZRaNE 15 g L S T E
a & B ] Ay LE 13 EEyiR ] z 4Lzl F S L P
Al Coordinates:

Ao Nunw  Wiychott Symmetry & ¥ F 8 _SOF Biso AET

1] 1 Ige 1 OW0) Qabdd QD 100 Ol d-a

Subliiss)]; Incroanic, Metsis B Allays  Pearsen Symbel cllean  Prototype Structure [Fermula Onde]: S
Brototyps Structure [Alpha Order]: 5i ANK: N

M- P-4 (Primany), 00-07 2- 1436 [Albsimate), 01-079-0515 [ARernate), o 4-WE-2A35 (altsnate
Cress-RATPOF 6 - o oo7-2i02 'm:;m ¥ 080135547 (ARmate) ' * ' o

Helermpom
Type W] Feafmvisgi
Frimary Relorarce Caiculated #om IC50 using POWD- 12+
Cryetal Shuthure Crystal Suchae Source: LPE
80100 . g Cryiel strcigne refinemant DG SecToni prodened of Saoi10;”. Wiotyha. A Rosnsr M.,
gk 01002 2ac MO cpngbe W, Schem, U Z Anoep. Adg Chem. B35 700 (2008

BADC M, Asalysss: 281, Fomrmula from ongingl source: S ICSD Collechon Code: 246372 Calculaled
. Patterm Onginal Rermarkg: B = Rip). Synitess conditions: SHCEL @ 12015 GPa and mpeosiunes
Databizse Commants: BEbwser; 8000100 and 1299) 1200 K. & =8 0220 A& (X-iy IBEOralony source). Wyckall Ssjmesncs. ¢
(1431, Uni Cad Date Source: Powdar Diffracton

d-Spacings {29) - 5 - 01 m-am:su.:k,l—'md:m;] O Kl 154056 &

000 dikl 3 ok | M d(dy 3 b k| z8()  dik) 1 B ok J *
JREEEH - 3313288 18 2 O 0 TITOM 1000560 E8 1 3 4 10T 7883 QUSS453 13 4 4 4
II0ES LTSRN B8 @ TROS01 1208830 &7 1 I & 190503 DEITIZE 31 3 4 8
38 Mo 11 2R .0 22201 1ATI4H S8 4 4 @ 11390806 091883 &4 0 4 0
AT eeTe tgaeie. v 2 2 BEIAAT  136dad 5 4 3 3 1M GRATER 65 T2 1
51507 47T 82 3 2 1 BE4SSH 18420 36 8 0 @ 1203800 0ES5G3 T 2 4 B
Pag) i 155 4 9 0 gl fad  10Medd 63 5 3 2 1324048 QE4ESHE 2T A° 4 4
s5apn - 1henped o 4 1 1 B4Ass]  joarTd0 B 8 1 @ 13gM0e QEINE 3 B9 0
ETEME  LANITMY W 4 30 WEs 102G 16 1 4 B W41 GRISEEE MO8 1 1
SO0 LANITTC 4% 3 3 2 VOBESE O098EEX 1 & 1 2 468851 OBO35E1 M 0 4 4
BRI 13SoM 0 4 203 40714 :un 'c..# I 1 34
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ANEXO VII

04-018-6622 Ot 6, 2007 859 AM (arfursarabanda)

Btatus Afpmate  OM: [ndewed  PressureTemperature: Pressure (Mon-ambient]  Chemical Formula: 71
Empirical Formula: T Weight % Tiloean  Atemie % Tilooon  Compound Mame: Tianium
Entry Date; (59012014

Radiation: Cuscad  A! 15406 4 d-Spacing: Calculatad Intensity: Cakouilated - Pesk e 643
Wle - CWHND: 023

EYS: Hewagonal  SPGR: PElmme (194)

Author's Cell [ AuthCella: 251 &8 AuthCelle: 459 8 AuthCell Vol: 3356 8¢ AuthCellI: 2.1
AuthCall MalVal: 15.37] Author's Call Axial Ratio [ oot 1577 ]

Density [ Doalc: 4,726 qfem? Dt 4,72 afom® ) SSTFOM: F22} = 999 9{ N, 12}

Temp:. 2580 K {Author provided temperatioe}

Space Group: PE3fmmc {194)  Molecular Weight: £7.90 q/mol

Crystol Diata [ XUCella 291n A XUCellb: 75108  Xucelle 450 B  NiCelar Sopwr
AECe B 50,000 KCelly: 17u,mr EOCE! Val: 3368 &0 XEIC#l B 200 ]
Crystal Data Axlad Ratio [ cie 1577 afte 1000 b 1.577]

Reduced Cell [ RedCelia: 29108  RedCelib: 29104  RedCelic: 45504  RedCella: 0000
RedColl 2 anoe  RedCelly: 120,000 RedCellvod: 33,66 A0 ]

Crystal (Symmuetry Allowed): Centiosymmeic

G80 Oweraler = Seo Ouerator = Sec Ooerater = Seo Ouesalor a0 Ooerabor
By T [ . Ty 2 mapay 2T
2y f ] ] 1 T R o ) 2 xgey-gel]
¥ E 11 m|m oy 2 23 My, E
(] 2 N poe-EerR i S L L3 B

Adgin  Musn  Wyckoll  Symmetry « X

Ti ! & -Amz 03355 Qo0aM 02 1D

Subfile(s): Inorganic, Metals & Alloys Pearson Symbol: hFz,in
LPF Protatype Strusture [Formaults Order]: Mo,hP2. 194 LPF Prototype Siructuse [Alpha Order]: Mohez 194

IHEL-1197 liDEHEI]. (a0 L~ 1090 (Debeted ), 0050582 | Altermnate ), 0-044- 1204 { Primarny ),
O]47E-#532 j||1:l.'='l'\i'|l:1:';l. 010724624 [ Alternate ), 1N -0179-5593 -'-Il.'fl'ﬂ‘rl.‘{. DE-EE3-4054 [AReTnate],
-:1<m.1-5¢|w;.mnm:e 31-084-35013 {um.m.u:-cm—m-s ARerratel (1-0E9-2T6) {ARemate],
lmialnzgss-}mmmbeg 01-088-T073 Altemate], 01-085%-3725 (ARermate), 01-08G-4823 {Akemate),
01089500 (Altemate), « 03-065-3360 (Altemate), « 03-065-6231 (Altemate), « 024015963
(Hﬂmr% 4 GE-MIZ-2535 (Altmmate),  D4HIZ-5207 (Allemate), # 4-H13-5354 Al‘l;lﬂnmﬁ'l ”
Cross-Ret POF gg- M-NE-E226 (Altamats], o« 04003 zjmaamneg,s R 3ij:enuu£, 8435533
" (Altemiates), o (4-003-555) (Altemate), o 08-003-5575 (Altemate), o (4-03-5577 (Alternate),
[ lm-?::ujhlmrube o o DRI ] -:.hlwwteg&; M-ellu-MFthnnm o D4R
[Altemiate], # Ud-TK14- {AHemiatel, o RE-TH-E281 | A I, of De-Mig-Snd { Altemate),
Da-(el-S0d 2 faltemate), o O4-004-0158 (Allemate), # DE-005-TS0 (Altermiate), o (4-05-7641
{ Altermiate ), / Deone 22 {Altematel, o 0400 }{Alemate), o (4-HI7-313 {Altermate), o
OSHrT-375% (Alemate), o O2-008-1385 (Altemate), ¢ O4-008-4973 (Rltermabe], o 04-011-5045
{Alterniatel, o (4-015-0E76 (Altematel, o« 08-015-8554 | Altermate )

Helermmoes:
Primary Rafsrancs Clafculaned o LPF @ang POWD-12++
e Crystalograghic sirumun of TLALY, THHP and TI-CF uhdss Hign-Fressun”. Haewy | Zams G, Winiemss M

Sanyl 2., Grandm C R Monsno Gobbi 4. 5 Fhys - Conl, Ser 2158 182015

LFF Collection Tode: 1831747, Pressure of Daiacollecton; § 9 GPa. Temperature of Dot Collecton
Databass Commants: 2598 K Minor Waming Mo R factors reporiediabsiract=d. Mo & £ 4 reportediabsiracied on the o=
drenaion. Unll Call Dals Souece” Powder Dfrattan

d-fqpacinge (23] - Ti - 040106623 [Skick, Fixed 58 Infensity) - Cu Kol 1,54056

2B d[A) 10 W | - &) dih) I b Wi " 28] (il I _h &} *
MEMT L8300 1 B TAEMS  12BI0.80 348 1 122,203 oArerET . 2 1 -2
Moxl 1JeE000 356 4 0 2 B3300  1dTS0 4 0 0 4 1265105 D@alssE M 1 05
AR 44 JIWTH B0 1 @ 1 BhAJaR. 105G 1T 2 0 2 10045 GRskivE @ 2 G4
EIDRST  1EDES30 120 1 B 2 BEDEOT 10440 14 T 0 4 13005688 OBSMEE 15 3 00
23030  148%000 T2 1 91 0 MLTIEE DETRMED 32 2 0 3 1375548 Gadazo 1 3 0 |
TLIG§1 1307640 112 1 B 3 TR 0§S25E 10 2 1 @ 45T OBDEA2T 44 2 1 3
TEMTE 1260070 16 ¥ @ 0 1113805 08J2g51 B8 .2 3 7

TTR31: 1228350 101 1 4 32 WITAD0D O0ROE0ID BE 7 1 4
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ANEXO VIII

04-001-6512 Qot &, 2017 858 AM {artursarabanda)

Swtus Primary QMG Indessd  PressursTemperoture; Smbwsnt  Chemdcal Formuala: 2y Ci5 NS
Empirical Formuta: CoS S 2r  Welght % €576 N6.72 Tr87.52  Atomle % C26.00 N2G.00 ZrSo.in
Compound Name: Troonum Camide Mind:  Bntry Dete! m9011/2005  Last Modification Date: 05/01/2011
Lt Modifications: #eflections

Rodiation: Culaol A L5406 &  d-Spacing: Caloulsted Intensity: Caftilated - Peak Vic: &1
e - CW ND: 1,02

SYS: Cubic SPGER: Fm-3m (1I5)

Author's Cell [ AwthCella: 4635 & AuthCell Veli ga57 8  AMthCelZ: 40 AuthCell Moivel: 24.89]
Density | Deade: 5553 g'om?® Dstrue: &5 glom! ] SEIFOM: F{E1) = S99 500, 02, 11)

Temp: 5000 K (Ambiert temperature sdoned by 100D sditor)

Space Group! Fme-dm (225)  Molecular Weight: 104,23 p/mel

Crystad Data [ XHCell oz 46354  XOCelllk: 46354  AoCelic: 46354  XHCell @ Soni?
¥NCall Bz Sue XHCEN = 90w ¥HCal Vol 8057 48 ecel Z: 400]

Crystad Data Axial Ratio [ ab: 1000 b 1000 ]

Reduced Coll [ RedCalla: 12778 RedCellb: 32778 RedCelle: 32778 RedCelloz goon”
RedCell @ G RedCedl ¥: o RadCell Val: zqma 80 )

Crystad (Symmetry dllowed|: Centromymmetric
543 Spmiusdry Dperators:

H 1 4B =I1m 0% 0% Q8 Q3 L
Zr | A3 =3 oy of 06 10 LiE]
3 40 ==3m 0% O% 48505 da

Subfils(s): [norpanic, Metals & aloys  Pearson Symbol: cFeqn Prolobype Structure [Formmula Order]: Na ©)
Prototype Structure [Alpha Order]: Cifia  LPF Prototyps Structure [Formida Order]: Ma O cF8,225
LPF Prototype Structire [Alpha Order]: Ol fia,cF8,225  ANXS HO

Crocs-Raf POF @5, (11-077-3708 [Related Phate), # 4-(013-9694 (Alamatel, o d-005-3675 (Altamate)
Former POF Numbers! 0]-071-6065

Beferemoes:
Iype 00 Reference
Prmany Ralwenos Cailcues from LPF using POWD-12++
b z 5 I -Z-Zrem. R E F z " -
i .|.;.-.-5.d=mun-m=" Systam 2 -Zi-Zre". Conamnt K. Kiafter i Enmayer F. Monass. Tham. 108, 223

AN 10 (LPF Collection Coder 307356, Sampile Preparation; Compound Preparation- powes
. mMethrges echngue. Minot Waimms, Mo £ 5 4 repartedrabetracled on fe cefl dimension. Mo R
Database Comments: (L0 8 0 reirarien LPF E9r Coenment £diioy Sedueed protabie alle ooeupation rom
nominal comgnsilion. Lnd Cell Dta Source: Powsder Ditiracson

-Spacings {11} - Fr C0_S NOUS - 04-001-6512 {Stick, Fived St Intensty) - Cu Kol 154056 &

M Ak 1 b k1 = (. 4l 1 0 k| * 26 did} I _h k.| *
Bid5H0  ZETRMRD B ot o1 TR0 13EE0W 3 7 70 MRS OMME1IF BE 4 23
J0RG0 T M0 2 D@ Bl IS0 S0 4 DD TRl pmenm B % 7 1
EE07S)  1EMIE 44 7 2 0 SQRIT4  TDEIM DG 3 31 MGG DETORS0 38 4 4 0
peE2enl 13950 303 301 i 0118 103420 428 4 Z 0
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Anexos

ANEXO IX

040046738 Gct 6, 2017 8:55 AM [arursarabando)

Status tltsnate QMG Indesed  PressureTemperaturs; wmbser Chamical Formaula; 7r
Empirical Formula: Zr  Waight % Zrisooo  Atomic % Zipoduw  Compound Nome: Tsmoriam
Entry Date: (9012005  Last Medificatbon Date: (5012011 Lt Modifications: Refiertions

Radiathomn: Cukol A 15406 A o-Spacing! Caloulsted  Intenslty: Caloulsted - Peak  Wer 1262
Ve - CW HD: 047

S¥S: Hewagomal — SPGR: P63/mmc {194)

Author's Cell | AuthCell 2 323484 AuthCelie: 51144  AuthCell Vol 46.32 4  AuthCelZ: 2.0
authCell Melvol: 73.15] Author's Cedl Axial Ratio [ crac | 597 ]

Dansity [ Deade; &.54 0/cm? Dstruc: &.54 oo ] SSIFOM: F(ba) = 906 6(0LM09, 29)

Temp: 0840 K (Ambient termperalure sesined by BIDD edior)

Space Group: Podimme (194)  Molecular Wekght: 5122 q/irel

Crystal Data [ XOCellac 3,234 4 XuCellb: 3234 % NuCefSie: 510144 XoCel @ 9000
KCel i oo XHCely: 1200000 XuCel Vel 4537 A+ XniCallZ: 200 )

Crystal Data Axial Ratio [ aha: 1551 alb: 1wy el B.5Bi]

Reduced Call [ RedCall a: 3.234 & RedCallb: 3,735 & RedCallcc 5114 A RedCell a: 9 i0=
RedCall i g0 RedCadly: jpo00° RedCell Vol 4537 A1 ]

Crystal [Symmatry Allowedy: Centromymmetric

so0 Queraior . Se0 Dueerafor . Seq Ouerafor . Se0 Doeraioer 20 Uusralor
T 7 ¥ A sy zH
W -x gy 28 Ry
. W T 23 Wy EENE
12 e M eyt

¥ I S0f 0P AET
03N Deeend 025 10 r2-d

Subliiss): Common Phase, Explosiee, Forensic, Inorganit, Metals & Adoys Fearion Symbal: hFin
Predotyps Structure [Formula Order]: Mg Prototype Structune [Alphe Order]: Mg
LPF Prototype Structure [Formula Order]: Mo hPz,19¢  LPF Prototype Structure [Alpha Order]: Mo b2, 194

(0L L-1 147 [Dedetad ], (N-(02-I8T1 [Deleted], ME-005-0665 (Frimary), 61-171-4833 [Alternate),
E-(93-305 [Afemare), 01-059-479] {altemate), (1-189-4MIZ (Altermate), o B3065-3356 (ARermate],
o U-HiL-00 19 .iﬂﬁ'na‘h:i}. o (-O2-31 14 IElla{fJ o IE-2-4626 [AREmata], o dHd-002-986T
[AREFMALE], o {Ri-003-1304 [Albernate ], o O4-0N03-20d) (At=mate], # od-HE-4125 (Altamate), o
(4-1H13-508] (SRemate], m-mu-m}mrmmjé; (4-4I13-5528 {Altemate ], o D9-4HE3-67 218

Cross-Ref POF P8 [Alemale], # (-004- (Aernate], & Od-n-F00 [Altemate), # Da-d- F06 | Altenats) o
k-0 [Aermate], o 1H-004-5064 [Aamate], « (4-004-6395 (Altemate], o (4-40=-7512
[Akermate], o (4-(04-5479 (Atemate], ¢ 04-0024-8350 (Atemate), o 040062780 (Altemate ). #
(-5 225 (AlRernate], o O4-107-4155 (ARsmnate]), o (4-1008-1162 (altemate], ¢ 04-408-1477
(Primsy], o iei-012-6353 (ARemate], o (H-0E3-0270 [ARemate], o« O04-01 39826 {altemate), «
=01 5-R2F7 | Aermate)

Relirmibcs:
LI L I— T
Frimar; Ralaranse Calcuimisd fom LPF uting POWD- 12++
“Trarivon Malss-o hitogen St V), Ths Zeronsm-Teluum Phass Dagram’ Soomsc i Akle M Kamaiel
Stichure WL Hlonatze Sham £18 1 (1679 3

LPF Colection Code: 532487 Sample Preparabon: STARTNG MATERIALS:Zr, Mindr Waming Ko
Databasa Comments: £ .5 0 ELONAAEEATBCES] On e CoF damermion, Na B Tachs reponsgiabsiracied. Und T2 Dals
Soe” PowdEr Difradion

d-Spacings (17} - Zr - 14-004-6798 (Stick, Fined Slit Intensity) - Cu Kol 154056 4

MOgTd  LBMOTM 4B 1 O 0 TS 1378500 A D 0 4 003560 0044985 % 3 © 4
JEiddd - LAYTOMM B 0 0 2 TTETHEC 1IRdA0. 23 2 0 2 1701945 GA3X5TS 1T ) o0
305497 JASEATE B 1 0 1 E2E500° 1183050 @ 10 4 {11TBRIS DE0eME 4T T 1 3
441463 RGN 1R 1 0 2 M TFE. ueE0Te 4y 2 0 3 226002 QAMESI W 3 0 i}
sead pEIDOA MS 1 T 4 833813 10%EETa 13 E 1 9 1283048 G853 5 4 0 8
EIETAT 1456150 e 1.0 SEoESd 10300 T 3 o1 1 1A7hi85 dausise 7t 70 5
BETIIY 1E00380 3. 10 4 003560 10IAs0 42 1 3 {41718F 0@iEEE om 1 O @
BEA1I]  1MERR0 WA 1 1 2 18780 GETAOTE M@ 2 o1 2 T8 mEleE m 201 a4
A55431° TH0e0 MM I 0 1 IEeed COROTD M T 0 8 1446748 SBOBWO 13 20Z O
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Caracterizagdo de revestimentos de Nitreto de Titanio para implantes dentarios e aditamentos protéticos

ANEXO X
04-017-6803 Oct & 2017 9:00 AM {arursarabando)
Status Allemate GM: Indexed  PressunsTemperotune: &mbknt Chemical Formulac Ti M
Empirical Formuda: | T]  Waeight % N22.63 TIT7.37  Atomic % M50, TS, 60
Compound Mama: Tranium tetride  Entry Date; (&0 /13

Radiation: Cukni
e - CWND: 237

h: 15408 A o-Spacing: Calculatsd  miensily: Caloulated - Pesk I 4.1

5YS: Cubic  SPGR: Fm-3m (225)

Author's Cell | AuthCell a: 4.795(5) 4  AuthCell Wol: 79,71 47 AgthCeil T 400 AuthCell Molvol: 1951
1 Dansity [ Deale: 5,19 gicm? Dstrue; 519 giem* § SSFOM: F{I0) = 999 S(0.N5032, 140)

Tamp: Fi K (Ambent Emperature sssrmed by 1C0D aditar)

EHCell P G diie

RedCell @ f0ne

Space Group: Fm-Im (235 Malessar Welght: 51.91 g/mol
Crystad Dada [ XBCell &z 4295 & XOCel b 42958 XpCelle: 43958 XtCeWa: soo00

XelCall g S WHCeN Vol 79,33 Ay XEICal 2 40w ]

Crystad Data Axlal Ratio [ ab: 1,00 (=1 TR |
Reduced Call [ RedCalla; 10378  RedCellb; 3037 A RedCellc: 30317 A RedCell @ g0,

RedCedl y: Go.m®  RedCell Vol: 1081 A ]

Crysiad (Symmmetry Allowed) Centrosymmetie

e

ol .
=l

Subfila{s) [norpanic, Metak & Allys  Pearson Symbod; ¢F8,00
LPF Prototype Structurs [Farmula Order] fs 01LcF0,225  LPF Pretotyps Structure [Alpha Croer]: O] Ha,cFa 225

Cross-Ref POF &5:

(MR- (NHG-NE4T [ Dot ), (080281420 (Primary ), 181-071-5845 (Alernate], (11-074-B388 | Alermate),
UL 76 Ar.emlr. I.'Hﬂ?-"&l’ﬂ%ﬁ.‘lﬂm_l. AL -0E7-063] [AReTTGRe), (110870632 [Akemats], &
U3-065-1965 [Altermate), o -0 -2272 (Primaly), o« Da-02-0066 (Alterhate), o 084020575
[BRemate], of 04-D03-2466 [ARernate], o (4-M-5535 (ARernatel, o 4-003-6379 [Altermate),
Usi-EN1 267 5 [ AREmate), o (-003-1080) (Alsnate), & M-f.uli-tiil:}.i.rherlme_j_u & D4-03-3285
Fl-bclematel. o (4-003-3767 (ARemate], « (H-03-4495 (ARemate), o (4-003-7146 (Alternate). o
4--m-|mgjmmv.-? ¢ |u4nu-q:s]}mm1r'-. ¢ DAOU-ERAT [Albernate ) o D2-004-T193
[Akernate], # (-ina-5158 [ARernate), # (-007-809 (ARetrate], o (4-C08-02 5 | Alisrrate
U008 2407 [AREmate], o DM-108-4 AResnatel, # 4-008-5127 (Aliemate), & H-4HB-T7173
(ARermate], « (4-000-0165 [ARernate], » (H-013-W] (ARemate], » (2-013-7253 @hernami &
(-1 511 36 (Alernate], o (-015-2441 (Akernate], o 020163215 (Alternate], o 020163350
[ARernate], o Od-FIG-3650 [ARernate]

Roferenoes:

Frmey Asleems

Sruchus

T T

Cakoysi=d fom LPF umng SO D-12++

“irfluanng of SeR0siton LoRSIONG O teaiers Sevelopman and mechanical poopaftiss of TIM comngs™ Maprotsr
FH_ oaier W LockerC_ Ches L Int J Kixler. Ssa. 100, 1082 (2008}

LPF Coberian Cods! 1020008 Sample Preparation: STARTING MATERSAL S T Ar {gaai, k2 (gas)
COMPOUKD PREPARATION: deposiied. Miror Warning: Minor warnirg from the LPF Edilor exist

Database Commants: Mo R factors reporediabstracied Hﬁﬂhuﬂo of & 5.4, oncall dmenson is > 1000 ppm. LPF Edilor

Comment. edifor deduced prohakie

& gccupation fom nominal dompas@on. Linit Sell Dets Source
Pimder Diffractian

d-Spacings {10} - TI N - 04-017-6803 (Stick, Fined St Intensity) - Cu KoL 154056 A

2 (k) L & k1 = 284"} did) L b k1 * zif= dih} I h k| *
IRIGNE  RATETIO BAE 4 1 | TEAISE  L3EEEE0 11T 2 7 03 1229470 DETETES 9T 4 T 2
B2E38] EA4TBMG 099 I 0 9 ALOTE)  IOTITSC 48 4 8 O \3TABSE DBIESTI 82 8 1 |
GOeddn . JENAS10 45& 3 3 @ 12Nl GoesMl SFoo3 3 1

TIOOED 1304080 178 3 i DGA53 ORI 120 & 3 0
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