UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAIBA
INSTITUTO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO

SABRINA DE FATIMA FERREIRA MARIOTTO

FABRICACAO E CARACTERIZ[}CAO MICROESTRUTURAL DE SOLIDOS
CELULARES DE ACO INOXIDAVEL 316L AUSTENITICO POR MEIO DO
PROCESSO DE METALURGIA DO PO PARA APLICACOES BIOMEDICAS

Sao José dos Campos, SP
2009



Sabrina de Fatima Ferreira Mariotto

Fabricacao e caracterizacao microestrutural de solidos celulares de aco inoxidavel 316L
austenitico por meio do processo de metalurgia do p6 para aplicagoes biomédicas

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Po6s-Graduagdo em Engenharia
Biomédica da Universidade do Vale do
Paraiba, como complementagdo dos créditos
necessarios para obtencdo do titulo de Mestre
Engenharia Biomédica.

Orientador(es): Profa. Dra. Katia Regina
Cardoso e Profa. Dra. Cristina Pacheco
Soares

Sao José dos Campos, SP
2009



M295f
Mariotto, Sabrina de Fatima Ferreira
Fabricagio e caracterizagio microestrutural de sélidos celulares de ago inoxidavel 316L
austenitico por meio do processo de metalurgia do pé para aplicacdes biomédicas. / Sabrina de
Fatima Ferreira Mariotto; Orientadoras: Profa. Dra. Katia Regina Cardoso, Profa. Dra. Cristina
Pacheco Soares. -- Sdo José dos Campos, 2009.
1 disco laser; 87f.: color.; 15cm

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia Biomédica do Instituto de
Pesquisa e desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba, 2009.

1. Materiais biomédicos 2. Ago inoxidavel 3. Citotoxidade 4. Microscopia eletronica de varredura
I. Cardoso, Katia Regina, orient. IL. Soares, Cristina Pacheco, orient IIL Titulo

CDU:62:61

Autorizo, exclusivamente para fins académicos e cientificos, a reprodugéo total ou
parcial desta dissertagdo, por processo foto-copiador ou transmissdo eletrénica.

Assinatura do Aluno: 5 qm A &v\ ol oWeS

Data: 09/01/2009




SABRINA DE FATIMA FERREIRA MARIOTTO

“FABRICACAO E CARACTERIZACAO MICROESTRUTURAL DE SOLIDOS CELULARES
DE ACO INOXIDAVEL 3161, AUSTENITICO POR MEIO DO PROCESSO DE METALURGIA
DO PO PARA APLICACOES BIOMEDICAS”

Dissertacio aprovada como requisito parcial a obtengdo do grau de Mestre em Engenharia
Biomédica, do Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia Biomédica, do Instituto de Pesquisa
¢ Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba, Sdo José dos Campos, SP, pela seguinte

banca examinadora:

Prof'. Dra. CRISTINA PACHECO SOARES (UNIVAP)TQML}Q’IDM Padhico Sconss
Prof'. Dra. KATIA REGINA CARDOSO (UNIVAP) s\ mQuJ-M L e
Prof". Dra. ELIANA CRISTINA DA SILVA RIGO (USP) (QG/Q'PA'%/O

Prof’. Dra. Sandra Maria Fonseca da Costa
Diretor do IP&D — UniVap

S3o José dos Campos, 09 de janeiro de 2009.



Dedico

A Deus por iluminar sempre meu caminho. Aos
meus pais e irma, que sempre estiveram ao meu
lado me apoiando e torcendo por meu sucesso.
Obrigada pelo incentivo e carinho. A todos
aqueles que me ajudaram e me apoiaram no
decorrer desses dois anos de mestrado.



Agradecimentos

Sdo muitas as pessoas que colaboraram diretamente com este trabalho. Agradeco a
ajuda que prestaram e a constante disponibilidade ora por visualizarem a sua importancia, ora
pela simples generosidade de que lhes sdo propria. Ndo sem consciéncia disto, vdo os meus
sinceros agradecimentos :

As minhas orientadoras, Profa. Dra. Katia Regina Cardoso e a Profa. Dra. Cristina
Pacheco Soares, a ateng@o que me dedicaram, pelo apoio, paciéncia, pelas valiosas discussdes,
dedicacdo, compreensdo e por terem contribuido diretamente no desenvolvimento deste
trabalho e em meu crescimento profissional, ndo tenho palavras para expressar minha
gratiddo;

Ao Prof. Dr. Rosinei B. Ribeiro - Coordenador do Instituto Superior de Pesquisa e
Iniciagdo Cientifica das Faculdades Integradas Teresa D’ Avila (FATEA) e professor
pesquisador da Escola de Engenharia de Lorena (EEL-USP), participante ativo da minha
carreira profissional, pela grande amizade, incentivo, pelas valiosas discussdes e apoio
constante;

Ao Prof. Dr. José Augusto Jorge Rodrigues do Laboratdrio Associados de Combustio
e Propulsdo (LCP/INPE), Me. Sayuri Okamoto e Dra. Regina Célia de O. Guimardes pelos
ensaios de porosimetria e picnometria, agradeco o profissionalismo, a seriedade e o
compromisso pela busca de melhores resultados e que com grande sabedoria enriqueceram
este trabalho e também meu crescimento profissional;

Aos amigos Prof. Dr. Gilbert Silva, Prof. Me. Jorge L. Rosa pela ajuda fundamental
nas analises de Microscopia Eletronica de Varredura;

Ao Sr. Geraldo do Prado do laboratério de Tratamento Térmico — LTT/EEL - USP —
Escola de Engenharia de Lorena/ Campus II — DEMAR/ Departamento de Materiais, pela
sinterizagdo das amostras;

A Juvalina Rosemberg Pereira técnica do Laboratorio de Analises Quimicas da FEAU
(Faculdade de Engenharia, Arquitetura ¢ Urbanismo — UNIVAP) pela Decapagem e
Passivagao — Banho acido;

Ao Prof. Dr. Fernando dos Santos Ortega do Laboratorio de Processamento de
Materiais, obrigada por toda sua ajuda, principalmente com os equipamentos do laboratdrio;

* BAZAN, O. Usinagem de proteses para crani ia a partir de imagens tomogrificas, 2004. 127 f. Dissertagao (Mestrado em
Engenharia Mecénica) —Universidade Federal do Parana - UFPR, Curitiba, 2004.




A Profa. Dra. Vera Lucia Arantes do Laboratério de Cerdmicas Avangadas, por
disponibilizar a utilizagdo dos equipamentos de seu laboratorio;

A Metalp6 Ind. E Com. Ltda. pela doagdo do material utilizado nesta pesquisa;

A Vanessa Guido aluna de inicia¢io cientifica (UNIVAP), por sua ajuda e apoio
constante durante o processo de fabricagdo das amostras;

Aos funcionarios do IP&D - UNIVAP do Campus Urbanova pela dedicagdo e respeito
com que sempre nos trataram: Valéria, Vanessa, D. Ivone e D. Neuza;

A bibliotecaria Rubia pela atengdo e disponibilidade, sempre disposta a nos ajudar;

Ao Prof. Dr. Antonio Augusto Couto da Universidade Presbiteriana Mackenzie, pela
sua aten¢do e ajuda na obtencdo do material referente a aplicagdo de agos inoxidaveis em
implantes ortopédicos, projeto desenvolvido por sua aluna de graduagdo Tatiana L. de
Araujo;

Ao meu querido tio Prof. Me. José Antonio O. da Cruz também pelas valiosas
discussoes e incentivo;

A minha querida prima Profa. Me. Neide Ap. Arruda de Oliveira pela colaboragdo na
revisdo de lingua portuguesa;

Em especial, aos maravilhosos amigos que a vida me deu oportunidade de conhecer e
que considero integrantes de minha familia: Katia Margareth B. de Moura (Katita), Isabelle C.
Pereira e Giovani Arnaldo Pacetti... Obrigada pela ajuda, carinho e companheirismo;

Aos demais colegas que também fizeram parte deste momento, prestando auxilio de
alguma forma para que tudo isso acontecesse: Walter Moreira, Mara Fachini Falavigna,
Regina Célia e Adriano Sorbile;

Ao Instituto Santa Teresa (IST) e Faculdades Integradas Teresa D’ Avila (FATEA),
pelo apoio fornecido durante a pesquisa;

E a todas as pessoas ndo citadas aqui que contribuiram na realizagdo deste trabalho e

no decorrer do curso fazendo parte da minha formacao.



“Posso, tudo posso naquele que me fortalece nada e ninguém no
mundo vai me fazer desistir, quero, tudo quero, sem medo entregar
meus projetos, deixar-me guiar nos caminhos que Deus desejou pra
mim e ali estar, vou perseguir tudo aquilo que Deus ja escolheu pra
mim, vou persistir, ¢ mesmo nas marcas daquela dor, do que ficou,
vou me lembrar, e realizar o sonho mais lindo que Deus sonhou em
meu lugar estar na espera de um novo que vai chegar, vou persistir,
continuar a esperar ¢ crer, ¢ mesmo quando a visdo se turva e o
coracdo so chora, mas na alma, ha certeza da vitéria...”

(Celina Borges)



FABRICACAOE CARACTERIZ@CAO MICROESTRUTURAL DE SOLIDOS
CELULARES DE ACO INOXIDAVEL 316L AUSTENITICO POR MEIO DO
PROCESSO DE METALURGIA DO PO PARA APLICACOES BIOMEDICAS

Resumo

Acos inoxidaveis austeniticos sdo materiais metalicos freqlientemente usados em aplicagdes
biomédicas, como implantes ortopédicos, por apresentarem propriedades como alta resisténcia
a corrosdo, resisténcia a fadiga e a fratura. Estas propriedades sdo parametros importantes na
determinacdo da adequacdo de um material para aplicacdes biomédicas além da
biocompatibilidade. No entanto, os implantes em ago inoxidaveis tradicionais sdo densos e
ndo sdo capazes de induzir a regeneracdo do tecido 6sseo, encurtando a vida do implante. As
espumas metalicas constituem uma nova classe de materiais com densidade extremamente
baixa e combinagdo sem igual de propriedades mecanicas, térmicas, elétricas e acusticas, com
grande potencial para amplas aplica¢des incluindo implantes. Os materiais porosos ndo so
encorajam o crescimento do osso de forma mais regular, mas também permite ao 0sso crescer
no proprio implante, enquanto melhora a reteng@o reduzindo assim as chances de fadiga. A
fabricagdo deste novo material pode ser feita por meio do processo de metalurgia do po
utilizando agentes espumantes. O objetivo deste trabalho foi a producdo de amostras porosas
de aco inoxidavel 316L utilizando agentes espumantes e o processo de metalurgia do po.
Foram avaliados os efeitos de variaveis do processo, como fragdo volumétrica do agente
espumante e pressdo de compactagdo, no desenvolvimento das estruturas de poros. Para a
adaptacdo do material obtido como biomaterial, foi avaliado por meio do teste de
citotoxidade, como determinado pela norma ISO 10993-5. Espumas de ago inoxidavel 316L
foram obtidas por metalurgia do p6 com densidades relativas de 0,3 e 0,5 utilizando-se
respectivamente 50% e 70% em peso dos agentes espumantes, carbonato e bicarbonato de
amonio. Os pds foram misturados em um moinho de bolas do tipo planetario com velocidade
de 60 rpm por 10 min. As misturas foram compactadas uniaxialmente com diferentes pressdes
de 93,6 a 318 MPa e sinterizadas a vacuo em um tratamento térmico em dois estigios, o
primeiro a 200 °C por 5 horas para decomposi¢do do carbonato ¢ o segundo a 1.150 °C por 2
horas para sinterizacdo do ago. As amostras sinterizadas compactadas com 286,5 MPa
apresentaram melhor compactagdo a verde e melhores densidade e densidade relativa,
estrutura de poros abertos e uma distribuicdo multimodal de tamanho de poros que variou
com o agente espumante e sua concentragdo. As amostras produzidas com 70% em peso de
agente espumante apresentaram estrutura de poros mais homogénea que as amostras obtidas
com 50%. O teste de citotoxidade MTT (3-[4,5-dimetiltiazol]-2,5—difenil tetrazolio) foi
utilizado para analisar a atividade mitocondrial de células L.929 incubadas com as amostras
por periodos de 24, 48 e 72 h, avaliando a adequag@o do material obtido para aplicagdes
biomédicas. Os resultados apds andlise do teste de citotoxidade demonstraram que as espumas
produzidas ndo foram tdxicas para a cultura de fibroblastos. A amostra que apresentou melhor
resultado com relag@o ao crescimento celular foi a produzida com 70% em peso de carbonato
de amoénio, na qual apds 48 h de incubagdo observou-se desenvolvimento das células e apos
72 h sua adesdo e espalhamento sobre o material.

Palavras-chave: ago inoxidavel, solidos celulares, metalurgia do p9, citotoxidade.



Microstructural production and characterization of 316L austenitic stainless steel
cellular solid by powder metallurgy process for biomedical applications

Abstract

Austenitic stainless steels are frequently used in biomedical applications, like orthopedic
implants, because of presenting properties as a high resistance to the corrosion, resistance to
the fatigue and to the fracture. These properties are important in the determination of the
adaptation of a material for biomedical applications besides the biocompatibility. However,
the traditional implants in stainless steel are dense and are not able to induce the
regeneration of the bone, shortening the implant life. Metal foams constitute a new class of
materials with extremely low density and good combination of mechanical, thermal, electrical
and acoustic properties, with great potential for a lot of applications including implants. An
open celled porous material not only encourage the growth of the bone in a most regular
form, but also allows bone to grow through the foam, improving the retention and reducing
the chances of fatigue. The production of this new material can be by powder metallurgy
using foaming agents. The aim of this work was the production of porous stainless steel 316L
samples by using foaming agents and the powder metallurgy route. The effect of foaming
agent and its concentration at the development of the pores structure was valued. The
adaptation of the obtained material as biomaterial was valued by cytotoxicity test, according
to ISO 10993-5. Porous 316L austenitic stainless steel was synthesized by powder metallurgy
with relative density of 0,50 and 0,30 using respectively 15 wt. % and 30 wt. % of ammonium
carbonate and ammonium bicarbonate as foaming agents. Powders were mixed in a
planetary ball mill at 60 rpm for 10 minutes with a ball to powder weight ratio of 28:1. The
powders were uniaxially pressed from 93,6 to 318 MPa and subsequently vacuum heat
treated in two stages, the first one at 200°C for 5 hours for decomposition of the carbonate
and the second one at 1150°C for 2 hours for sintering of steel. The samples presented an
open porous structure and a multimodal porous size distribution which varied with the
foaming agent and with its concentration. The samples obtained by addition of 70 wt. % of
foaming agents presented a porous structure more homogeneous than that obtained with 50
wt. %. MTT cytotoxicity test [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]
was used to evaluate the mitochondrial activity of L929 incubated cells with samples by
periods of 24, 48 and 72h, valuing the material for biomedical applications. Results of
cytotoxicity test show that the steel foams were not toxic to fibroblasts culture. The sample
presented better result regarding the cellular growth was that produced with porosity 70 wt.
% of ammonium carbonate, in which after 48h of incubation development of the cells was
observed and after 72h his adhesion and spreading on the material.

Keywords: stainless steel, cellular solids, powder metallurgy, cytotoxicity.
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1 Introducao

Os biomateriais correspondem a materiais usados em dispositivos médicos,
implantados temporariamente ou permanentemente no corpo humano. O termo biomaterial foi
definido na Conferéncia do Instituto Nacional de Desenvolvimento de Consenso em Saude

em 1982 como:

Qualquer substancia (outra que ndo droga) ou combinagdo de substincias, sintética
ou natural em origem, que possa ser usada por um periodo de tempo, completa ou
parcialmente como parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer
tecido, 6rgao ou fungio do corpo. (HELMUS; TWEDEN, 1995)

Biomateriais s3o aplicados aos dispositivos médicos, tais como: valvulas de coragio,
arames guias, implantes ortopédicos e odontoldgicos, placas para fraturas, pregos e parafusos
para reparo Osseo, suportes para coragOes artificiais, comandos para marca-passos,
estimuladores elétricos implantaveis e protese femoral.

A selecdo de biomateriais ¢ baseada principalmente na aplicacdo a que se destinam.
Atualmente, ha uma extensiva cadeia de materiais usados em aplicagdes biomédicas incluindo
metais, polimeros, ceramicas e macromoléculas naturais (ex.: biopolimeros). Os biopolimeros
se adequam aos dispositivos médicos que entram em contato intimo com as proteinas, células,
tecidos, Orgdos ¢ sistemas organicos, por essa razdo sdo manufaturados ou processados.
(PRADO DA SILVA, 1999).

Ja os materiais metalicos s3o freqiientemente usados em aplicacdes biomédicas porque
possuem resisténcias a corrosdo, fadiga e a fratura superiores as dos materiais poliméricos e
cerdmicos. Estas propriedades seriam pardmetros importantes na determinacdo da adequagéo
de um material para aplicagdes biomédicas além da biocompatibilidade.

Um dos materiais metalicos mais utilizados em dispositivos médicos sdo os acos
inoxidaveis por terem custo mais acessivel que os demais materiais. Além disso, um pré—
requisito para materiais de implantes ¢ a completa auséncia de ferromagnetismo, propriedade
encontrada em acos ferriticos que pode causar efeitos locais como irritagdo, inflamagao em
areas adjacentes a interface implante-tecido, e sistémicos (efeito toxico sobre o organismo)
(SUMITA; HANAWA; TEOH, 2004). Portanto, os agos inoxidaveis ferriticos sdo
inadequados para materiais de implantes, devendo ser utilizado os acos inoxidaveis do tipo
austenitico como o 316L.

Pesquisas no comportamento biolégico de metais mostraram que a composi¢dao de

biomateriais de implante, além dos outros pardmetros mencionados, deve ser cuidadosamente
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selecionada para evitar ou minimizar as reagdes adversas que possam trazer maleficios a
saude. (WEN; YAMADA; HODGSON, 2005).

Recentemente houve um grande interesse na fabricagdo de novos materiais com
propriedades mecanicas adequadas para serem aplicados a implantes, entre eles os scaffolds.

Os scaffolds, também conhecidos como so6lidos celulares, exibem uma estrutura porosa
que imita o osso e pode ter suas propriedades mecénicas ajustadas através do controle de sua
porosidade. Este tipo de espuma ajuda na regeneracdo do tecido Osseo, além de exibir
propriedades mecénicas e térmicas incomuns, inclusive absor¢do de energia (impacto),
vibracional e amortecimento acustico, isolamento térmico, densidade muito reduzida, e boa
dissipacao de calor (PARK; NUTT, 2000a). A fabricagdo deste novo material pode ser feita
por meio do processo de metalurgia do pé que transforma pos de metais, ligas metalicas e de
substancias ndo-metalicas, em pegas resistentes, sem recorrer-se a fusdo, apenas pelo emprego
de pressdo e calor, operacdo denominada de sinterizacdo. Sua forma de espuma ¢é obtida
através de um agente granular espumante (CHIAVERINI, 2001).

Ha varios tipos de espumas atualmente disponiveis no mercado. Espumas poliméricas
tém sido usadas para absor¢do de vibragdo, ruido e energia a impacto. Porém, aplicagdes
estruturais de espumas poliméricas geralmente tém sido limitadas para componentes de baixa
pressdo por causa da baixa resisténcia, assim como as espumas ceramicas que poderiam
fraturar se uma forga subita fosse aplicada a ela. Por esta razdo, consideravel ateng@o tem sido
dedicada recentemente para a sinterizagdo de espumas metdlicas, que oferece maior
resisténcia, rigidez e absor¢@o de energia durante a deformacdo. (PARK; NUTT, 2000b).

Varias pesquisas realizadas demonstram que espumas metalicas em ago inoxidavel
316L (austenitico), apresentam alta resisténcia mecanica e rigidez especifica, alta temperatura
de fusdo, e redugdo no desgaste do material. Assim, a inerente resisténcia do ago combinada
com a reducdo da densidade da espuma pode produzir um material altamente atrativo portador
de resisténcia e eficiente na absorcdo de energia (PARK; NUTT, 2000b).

O objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de amostras porosas em ago
inoxidavel 316L (austenitico) por meio do processo de metalurgia do pd utilizando-se um
agente espumante. Foram avaliados os efeitos de variaveis do processo, como fragdo
volumétrica do agente espumante e¢ pressdo de compactagdo, no desenvolvimento das
estruturas de poros. A adequacdo do material obtido como biomaterial foi avaliado por

ensaios biologicos de citotoxidade.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Biomateriais

Os biomateriais abrangem uma extensa classe de substincias, naturais ou sintéticas,
com propriedades mecanicas, fisicas e quimicas adequadas a recuperacdo das fungdes
originais do tecido, 6rgéo ou sistema perdido e que sdo substituidos na forma de implantes,
préteses ou dispositivos extracorporeo, sem lhes causar efeito nocivo (WILLIANS, 1993).

A aplicagdo dos biomateriais ¢ bastante diversificada compreendendo dispositivos
médicos desde coragdo artificial e valvulas cardiacas até implantes ortopédicos (quadril,
joelho, perna, brago e mao), odontologicos (raizes de dentes) e, inimeras outras aplicagdes
(SCHNEIDER, 2001).

Os biomateriais ndo devem produzir qualquer resposta bioldgica adversa local ou
sistémica, ou seja: o material deve ser ndo-toxico, ndo-carcinogénico, ndo-antigénico ¢ nao-
mutagénico. Em aplicagdes sangiiineas, eles devem também ser ndo-trombogénicos. As
complicagdes oriundas dos dispositivos implantados irdo variar de acordo com a sua
aplicacdo. Por exemplo, infecgdes e biodegradacio irfo afetar dispositivos que tém aplicagdes
de longa duragcdo como proteses permanentes e valvulas cardiacas (PRADO DA SILVA,
1999).

A substitui¢do e recuperagdo de partes do corpo humano por materiais, sejam do tipo
metalico, polimérico, cerdmico ou composito, envolvem alguns aspectos como (WILLIANS,
1994).

- Reacgdo do tecido ao implante;

- Corrosao do implante;

- Capacidade funcional e de projeto;
- Propriedades mecénicas e

- Implicagdes cirurgicas.

Os estudos mostram que ndo existe um Gnico material, ou um conjunto pequeno deles,
que satisfaca a todas as condigdes. Portanto, para a selecdo do material mais adequado para
cada aplicagdo os requisitos necessarios devem ser considerados e os elementos importantes
identificados. (SCHNEIDER, 2001)

A selecdo e avaliacdo de um material ou dispositivo para implante envolve um estudo

detalhado das propriedades fisicas e bioldgicas do mesmo. A avaliagdo biologica encontra-se
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descrita na norma ISO 10993-1 (1993), onde os testes sdo classificados como iniciais e

complementares. Dentre os testes de avaliacdo bioldgica inicial encontram-se:

- citotoxidade: um dos testes “in vitro”, que utiliza técnicas de cultura de células, esse teste
determina a morte, crescimento e outros efeitos, sobre as células, devido a presencga do
implante ou seu extrato;

- biocompatibilidade: teste “in vivo”, que avalia efeitos patologicos locais sobre o tecido
vivo, tanto no nivel macro como microscopico, causados pela amostra ou produto final
que ¢ implantado cirurgicamente ou introduzido no tecido ou regido de interesse.

Os materiais sdo considerados biocompativeis quando ndo causam a rejeigdo do meio
biologico vivo e podem ser classificados, quanto a interface implante/tecido, como
(SCHROEDRER et al., 1994): bioinertes ou biotoleraveis e bioativos. Os materiais bioinertes
ou biotoleraveis sdo aqueles que ndo interagem com o meio bioldgico, isto é, ndo sofrem
rejeicdo e durante toda vida do implante mantém suas propriedades fisicas e mecanicas.
(WLLIANS, 1992). Ja os materiais bioativos interagem com tecidos adjacentes de forma
semelhante a da parte que eles substituem, ou seja, desenvolvem ligagcdes quimicas com
tecido adjacente auxiliando no processo de unido e fixa¢do do implante (BOCHI, 1996).

Outro fator que devemos levar em conta seria a biofuncionalidade. A
biofuncionalidade ¢ um conjunto de propriedades que devem estar presentes em um
dispositivo para que esse possa desenvolver a funcdo desejada. Esta relacionada com as
propriedades mecanicas, fisicas, quimicas e biologicas que permitem ao implante o

desempenho de sua fun¢do (BLACK, 1992; BOCHI, 1996).

2.2 Biomateriais Metalicos

Desde o século XVI tém sido investigados os materiais metalicos na utilizagdo como
implantes, visando reparar ou substituir partes do corpo humano. Estas substituigdes
englobam aspectos como: reagdo do tecido ao implante, corrosdo do implante, capacidade
funcional e de projeto, propriedades mecénicas e implicagdes cirargicas. (SCHNEIDER,
2001; WILLIANS, 1994)

Inicialmente foram testados metais nobres como ouro (Au), a prata (Ag) e a platina
(Pt), mas logo foram descartados em fungdo de suas propriedades mecanicas inadequadas

(BANNON; MILD, 1983). Nos ultimos anos a busca por materiais que se assemelham cada
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vez mais as caracteristicas do corpo humano e que supram as necessidades de seu
comportamento, faz dos implantes e proteses produtos sofisticados, impondo a eles uma
crescente demanda de materiais reunindo exigéncias de biocompatibilidade entre o material e
o ambiente (circunvizinho) em que sera introduzido.

Podemos observar que ha uma grande dificuldade em reunir todas as caracteristicas
desejaveis em um so6 material (HOEPPNER; CHANDRASEKARAN, 1994). O titdnio puro
parece o biomaterial perfeito, mas infelizmente, muitas aplicagdes cirurgicas e dentarias
requerem materiais com propriedades mecanicas especificas, como, por exemplo, a
ductilidade que o titanio puro ndo pode promover. Conseqiientemente materiais como a liga
Ti6Al4V e o ago inoxidavel 316L sdo usados apesar de sua resisténcia a corrosdo ser mais
baixa (BLACKWOOD, 2003), contudo, Ti6Al4V traz alguma restri¢do ao uso extensivo desta
liga devido a dissolug@o de aluminio (Al) e vanadio (V) observada em ensaios de desgaste em
meio fisiologico, os ions de Al e V apresentam certa toxidade no material (KHAN et al, 1999)
e (SCHNEIDER, 2001). Novas ligas de Ti sem adigdo destes elementos vém sendo
desenvolvidas para aplicagdo como implantes médicos. A liga Ti-6Al-7Nb apresenta
caracteristicas favoraveis a utilizacdo para aplicagcdes dentais, atendendo aos critérios de
biocompatibilidade (SELIGSON et al, 1997). O Titanio e suas ligas apresentam excelente
relagdo resisténcia/massa especifica estdo entre os materiais mais adequados ao emprego
estrutural, especialmente se a redugdo de peso de um componente for um fator relevante.
Além disso, suas notaveis caracteristicas de biocompatibilidade e excelente resisténcia a
corrosdo favorecem seu emprego em diversos setores da induastria quimica e em implantes
cirargicos. (HOEPPNER; CHANDRASEKARAN, 1994)

Em relagdo a corrosdo, ha uma grande preocupacdo com produtos corrosivos que
podem resultar em complicagdes médicas trazendo conseqiiéncias indesejaveis. Nao ha
consenso atribuindo niveis de seguranga, ou até mesmo classificagcdes de metais toxicos. A
expectativa de vida do implante estd aumentando e isto aumenta o risco de uma acumulagao
de ions toxicos, como resultado havera necessidade continuada para o desenvolvimento de
novas ligas. (BLACKWOOD, 2003).

Por esses motivos cada vez mais tem aparecido novos materiais, ¢ estes estudados para
futuras aplicagdes. Como ¢é o caso dos materiais porosos, ligas de NiTi, imas de terras raras,
amalgamas de metais preciosos e a platina. (BLACKWOOD, 2003).

Os materiais porosos t€m baixo mddulo de elasticidade que ¢ mais proximo do osso.
Um material poroso ndo s6 estimula o crescimento do osso de forma regular, como também

permite que o o0sso cres¢a no proprio implante, reduzindo as chances de fadiga
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(BLACKWOOD, 2003). Segundo Prado da Silva (1999), os materiais metélicos ndo sao
osteogénicos, isto &, ndo sdo capazes de induzir a formagdo de um novo osso ou estimular as

células precursoras dos osteoblastos.

A liga NiTi tem interessantes propriedades de memoria de forma que resultam no uso
potencial em aplicagdes cirargicas e dentarias (MANTOVANI, 2000). No entanto, a
resisténcia a corrosdo de NiTi em corpos-fluidos simulados deve ser completamente avaliada,
pois ha uma grande dificuldade em medir a toxidade de niquel devido a variabilidade na
resposta da dermatite de individuo para individuo.

Outros materiais como imas de terras raras t€ém propriedades magnéticas notavelmente
fortes. Mas infelizmente estes imds tém baixa resisténcia a corrosdo, sendo corroidos
rapidamente em atmosfera umida. Este material se faz desejavel para varias aplicagdes
médicas como retentor dental (sua forte magnetizagdo ¢ usada para manter fixagdes dentarias
no lugar).

Devido ao alto custo de metais preciosos como Au, Ag ¢ Pt ha uma necessidade de
reduzir a quantidade desses metais em amalgamas usados em aplicagdes odontologicas como
coroas. Porém, estudos mostram que a resisténcia ¢ diminuida e ocorre perda de brilho do
material devido a oxidagdo superficial através do sulfeto. Assim a aparéncia estética de
qualquer coroa diminuiria se a dieta do paciente / habitos de higiene orais conduzissem a
niveis altos de sulfeto em sua saliva. (BLACKWOOD, 2003).

E por fim, a Platina, seria dentre todos os materiais 0 menos associado a problemas de
corrosdo, porém foram achados problemas deste tipo em estimuladores biomédicos
(BLACKWOOD, 2005). Ainda ha muita pesquisa a ser feita em relagdo a estes novos
materiais a fim de estabelecer melhores condi¢cdes do material para sua aplicagdo.

Com relagdo a utilizagdo de materiais metalicos atuais, os materiais de uso comum na
atualidade abrangem trés grupos (HOEPPNER; CHANDRASEKARAN, 1994):

- Aco inoxidavel austenitico (especialmente 316 e 316L): onde o baixo teor de carbono

confere maior resisténcia a corrosdo no tipo L;

- Ligas a base de cobalto: com menor modulo de elasticidade, resisténcia a corrosio e

ao desgaste maior que o ago inoxidavel, Tabela 1;

- Ligas a base de titdnio (particularmente Ti6Al4V): possuem uma boa combinagdo
entre propriedades mecénicas e resisténcia a corrosdo, além de menor densidade.

Segundo Silva (1999) a selecdo do material deve levar em consideracdo as

propriedades fisicas, quimicas e mecanicas como podemos observar na Tabela 1.
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Tabela 1- Caracteristicas dos materiais metalicos para implantes ortopédicos.

Aco Inoxidavel Ligas de Co Tie Ligas de Ti
Denominagao ASTM F-138 ASTM F-75 ASTM F-67 (ISO 5832/1I)
(‘316 LDVM”) ASTM F-799 ASTM F-136 (ISO 5832/1I)
ASTM F-1537 ASTM F-1295 (Fundido e
(Fundido e trabalhado) | trabalhado)
Principais elementos | Fe (bal.) Co (bal.) Ti (bal.)
de liga (% em peso) | Cr (17-20) Cr (19-30) Al (6)
Ni (12-14) Mo (0-10) V (4) ouNb (7)
Mo (2-4) Ni (0-37)
Vantagens - Custo; - Resisténcia ao - Biocompatibilidade;
- Disponibilidade; desgaste; - Resisténcia a
- Beneficiamento. - Resisténcia a COIT0Sa0;
COITosao - Resisténcia a
- Resisténcia a fadiga;
fadiga. - Menor médulo de
elasticidade.
Desvantagens - Comportamento - Alto médulo de - Baixa resisténcia ao
durante longo elasticidade; desgaste;
tempo de - Problemas de - Baixa resisténcia ao
aplicagdo; biocompatibilid cisalhamento.
- Alto médulo de ade.
elasticidade.
Utilizagdes Dispositivos temporarios | Fundigdes dentais, e Dispositivos de longo tempo
(placas, parafusos e pinos) | proteses externas ou permanentes como haste
femural, marca-passos e
pinos

Fonte: Long (1998)

Dentre estas principais propriedades estao:

* Resisténcia: aplicagdes que requerem alta resisténcia tipo: enxertos de veia aorta, valvulas
cardiacas, baldes de angioplastia e implantes odontolégicos e ortopédicos.

* Mddulo de elasticidade, tor¢do ou flexdo: o modulo de tor¢do e de flexdo ¢ aplicado a
materiais como cateteres, que podem sofrer torque e fazer percursos tortuosos dentro dos
Vvasos.

* Fadiga: os dispositivos que devem suportar esfor¢os repetitivos sem permitir propagagao de
trinca. Esses dispositivos funcionam em sua maioria como implantes ortopédicos,
odontolégicos e cardiovasculares.

* Rugosidade: em aplicagdes onde ¢ desejado baixo atrito e integracdo tecido-implante como
em implantes de juntas ortopédicas. Quando se deseja uma integragdo tecido-implante, como
em implantes endo-6sseos, ¢ desejada uma alta rugosidade.

» Taxa de permeagdo: dispositivos requerem uma alta taxa de permeagdo de gases como lentes
de contato.

* Absorcao de agua: alguns materiais sofrem mudancas em sua resisténcia a tracdo, a fadiga, a

fluéncia, em seu modulo de elasticidade, tor¢do ou flexdo quando ligeiramente umedecidos.
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* Bioestabilidade: dispositivos como fios de sutura e liberadores de drogas devem ter sua
degradacdo controlada, enquanto implantes permanentes devem ser estaveis.

* Bioatividade: a bioatividade se refere a propriedade inerente a alguns materiais de
participarem em reacdes bioldgicas especificas. Essa camada constitui uma superficie bioativa
para o ancoramento de osso neoformado.

* Esterilizacdo: pode alterar o estado energético da superficie de um implante, alterando a
resposta celular.

Portanto, observando todos os aspectos mencionados quanto as propriedades que
seriam importantes na determinacdo da adequagdo de um material para aplica¢des biomédicas
podemos dizer que seria aquele que fosse ao mesmo tempo biocompativel, bioativo e que
apresentasse a biofuncionalidade necessaria. No entanto, ainda hoje essa combinagdo ndo é

facilmente alcangada (HENCH, 1997).

2.3 Acos Inoxidaveis

Os acos inoxidaveis podem ser classificados de acordo com a sua estrutura em
austeniticos (cubica de face centrada - c.f.c.), ferriticos (cubica de corpo centrado - c.c.c.) e
martensiticos (tetragonal de corpo centrado - t.c.c.) (VAN VLACK, 2002).

O aco ganha a denominagdo de “inoxidavel” quando apresenta em sua composi¢ao
um teor minimo de 10% a 12% do elemento cromo. A resisténcia dos agos inoxidaveis a
corrosdo ¢ devida a formagao de um filme fino superficial, chamado de camada passiva, que
protege o metal do ataque quimico em grande variedade de meios. Esse filme é composto de
oxidos dos principais metais constituintes do ago, em especial o 6xido de cromo, que se
formam espontaneamente pela exposi¢do da superficie metalica ao ar. (VILLAMIL et al.,
2002).

Neste trabalho sera dada énfase a descricdo dos acos inoxidaveis austeniticos, por serem
aplicados em implantes ortopédicos. Eles retém a baixas temperaturas, comparaveis as do
corpo humano, a estrutura c.f.c. do ferro, que lhes garante propriedades mecanicas ¢ de
resisténcia a corrosdo. O niquel é um elemento de liga que, adicionado ao ago inoxidavel,
estabiliza a estrutura austenitica. Por outro lado, esse metal é conhecido por causar, em muitos

pacientes, reacdes alérgicas principalmente dermatites (VILLAMIL et al., 2002).
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Em grandes quantidades, todos os elementos constituintes do ago sdo nocivos; no
entanto, o conhecimento da resisténcia a corrosdo desse material em fluidos biologicos pode
levar ao controle da dissolugdo metalica em niveis permissiveis, isto é, ndo prejudiciais a
satde (VILLAMIL et al., 2002).

Atualmente, o aco inoxidavel ¢ o material mais freqiientemente utilizado para fixagdo
interna. Ele demonstra uma boa combinag¢do de resisténcia mecanica, ductilidade, custo
efetivo e facilidade de fabricagdo. (ARAUJO; COUTO, 2004).

O ago mais comumente usado para implante é o 316L. Esse ago tem menos que 0,03%
C no intuito de reduzir a possibilidade de corrosdo in vivo. O “L” na designacdo 316L denota
a baixa quantidade de carbono low carbon. A liga 316L ¢é predominantemente ferro (60-65%)
misturado com maiores quantidades de cromo (17-19%) e niquel (12-14%) e menores
quantidades de nitrogénio, manganés, molibdénio, fosforo, silicio e enxofre (CHAPIRO,
1995).

Os agos inoxidaveis austeniticos 316 ¢ 3161, ndo podem ser endurecidos através de
tratamento térmico, mas podem ser endurecidos por trabalho a frio como mostrado na tabela 2
que apresenta valores de propriedades mecénicas no estado recozido e trabalhado a frio do
aco. Este grupo de ago é ndo magnético. A American Society for Testing and Materials
(ASTM) recomenda a utilizagdo de acos tipo 316L em lugar dos 316 para a fabricacdo de
implante, devido suas especificagdes também apresentadas na tabela 2 (PARK; BRONZINO,
2000).
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Tabela 2 — Especificacoes - Propriedades Mecénicas do aco inoxidavel 316L para

Condigao Limite de Limite Alongamento Dureza
Resisténcia @ | convencional de Rockwell
tragdo, min. elasticidade
(MPa) (0.2% offtset),
min. (MPa)
Recozido 485 172 40 95 HRB
Trabalhado a frio 860 690 12 | e

Fonte: implantes (American Society for Testing and Materials, F139-86, p.61, 1992)

Implantes, em geral, necessitam tanto de seguranca biomédica quanto de compatibilidade
mecanica. Quanto a compatibilidade mecanica, ¢ necessario que as propriedades mecanicas
ndo mudem durante um periodo prolongado de uso. Propriedades mecanicas importantes
incluem resisténcia mecénica, ductilidade, resisténcia a corrosdo, desgaste e outros.
(ARAUJO; COUTO, 2004).

O material recozido apresenta menor resisténcia mecanica. Essa condigdo geralmente
¢ preferida para a manufatura de fio de cerclage e chapas de reconstru¢do onde uma baixa
resisténcia é satisfatoria, mas € preciso um maximo de ductilidade para adaptagio da forma
(BURNY; DONKERWOLDKE; MUSTER, 1995). Certos agos inoxidaveis austeniticos,
podem desenvolver maior resisténcia e dureza por meio de trabalho a frio. Por isso, esses agos
apresentam uma maior resisténcia e sao usados para fabricar parafusos e chapas para 0ssos,

entre outros.

2.4 Materiais Celulares para Implantes Osseos

Os moddulos elasticos de ossos e implantes devem ser tdo semelhantes quanto possivel
para evitar a tensdo, protegendo contra fraturas e até mesmo necrose.

Tecidos macios tém resisténcia e médulo elastico que normalmente estdo abaixo de
100 MPa, entdo polimeros com resisténcia semelhante e modulo ligeiramente mais alto eram
os materiais que mais freqiientemente substituiam estes tecidos. Em contraste, o osso tem uma

resisténcia a tra¢do ligeiramente mais alta, enquanto seu modulo é dez vezes mais alto que o
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valor achado para os tecidos macios. Considerando que o polimero ndo tem modulo superior a
10 GPa, ligas metalicas, ceramicas e compositos reforcados com fibras sdo usados para
substituir o 0sso. (SIVER, 1994). Na tabela 3 mostram-se as propriedades mecanicas dos

tecidos e materiais utilizados para sua substituigao.

Tabela 3 - Propriedades Mecénicas dos tecidos e materiais usados para sua substituiciio

Material Limite de Resisténcia a Médulo Ref.
ruptura (MPa) (MPa)
Tecido Macio
Parede Arterial 0.5-0.72 1.0 Silver 1987
Cartilagem de hialino 1.3-18 0.4-19 Silver 1987
Pele 2.5-16 6-40 Silver 1987
Tenddo / ligamento 30-300 65-2500 Silver 1987
Tecido Duro (0sso)
Cortical 30-211 16-20 (GPa) Cowin 1989
Esponjoso 51-193 4.6-15 (GPa) Cowin 1989
Polimeros
Borracha sintética 10-12 4 Black 1988
Vitreo 25-100 1.6-2.6 (GPa) Black 1988
Cristalino 22-40 0.015-1 (GPa) Black 1988
Ligas Metalicas
Aco 480-655 193 (GPa) Black 1988
Cobalto 655-1400 195 (GPa) Black 1988
Platina 152-485 147 (GPa) Black 1988
Titanio 550-860 100-105 (GPa) Black 1988
Ceramicas
Oxidos 90-380 (GPa) 160-4000 (GPa) Heimke 1986
Hidroxiapatita 600 19 (GPa) Heimke 1986
Compésitos
Fibras 0.09-4.5 (GPa) 62-577 (GPa) Black 1988
Matrizes 41-106 0.3-3.1 Black 1988

Fonte: Silver (1994)

Outro fator importante a ser considerado além da proximidade da tensdo suportada
pelo material com aquela suportada pelo osso seria a porosidade e o tamanho médio dos poros
do material de implante.

Segundo Barbanti. et al. (2005) “A influéncia da porosidade e geometria do suporte ¢
relatada como um dos fatores determinantes no crescimento celular”. Acrescentando,
Kanetaki. et al. ( 2005) “ Um alcance 6timo de tamanho de poro para materiais porosos foi

reportado como sendo de 200 a 500 uz m”.
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O tamanho do poro metalico pode variar de 20 a 800 # m. Quando o tamanho do poro
¢ menor do que 50 x#m, o crescimento do tecido fibroso ocorre preferencialmente ao
crescimento 6sseo. Se os poros forem maiores que 400 ¢ m, a resisténcia da fixagdo diminui
acentuadamente. O poro ideal para rapida fixacdo e resisténcia devera ser de 100 a 400 zm
(DIAS et al., 1993).

Em polimeros absorviveis, apresentando estruturas com 85% de porosidade média, e

com tamanho de poros variando na faixa entre 50-150 ¢ m, percebeu-se que quanto maior o

tamanho do poro do material, maior a taxa do crescimento celular, devido a facilidade de
difusdo dos nutrientes dos fluidos organicos locais (BARBANTI et al., 2005).

Para bioceramicas, poros maiores que 100 #m favorecem o crescimento do 0sso

através do material. Este tamanho de poro, que define a porosidade 6tima das bioceramicas,
esta relacionada a necessidade de fornecer um suprimento sanguineo ao tecido conectivo em
crescimento, fator que s6 ocorre com materiais com poros maiores que 100 z m. (KAWACHI
et al., 2000).

Todos estes parametros estudados, potencialmente devem ser usados para obtencgdo de
espumas metalicas em aplicagdes biomédicas para alcangar caracteristicas favoraveis a sua

utilizagdo como material de implante.

2.5 Espumas Metalicas

Espuma metalica € uma nova classe de materiais com densidade extremamente baixa e
combinagdo sem igual de propriedades mecanicas, térmicas, elétricas e acusticas. Tém
potencial para amplas aplicagdes, tais como: componentes estruturais ultraleves, materiais
para centro de estruturas sanduiches, isolante térmico e dispositivo de absor¢do de energia,
ruido, implantes e outros (PARK; NUTT, 2000c; WEN; MABUCHI et al., 2001).

Além disso, é conhecido que materiais porosos sdo apropriados para implantes
cirargicos porque os poros permitem a interagdo 6ssea e ddo uma firme unido entre os
implantes e o osso humano (KANETAKE; KOBASHI, 2005).

Materiais porosos ndo s6 encorajam o crescimento do osso de forma mais regular, mas
também permite ao 0sso crescer no proprio implante, enquanto melhora a retengdo reduzindo

assim as chances de fadiga. (BLACKWOOD, 2003).
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E especialmente atraente que a resisténcia ¢ o Modulo de Young dos materiais
celulares possam ser ajustados pelo controle da porosidade, para se assemelharem ao 0sso
natural. Porém, os métodos para producdo de espumas metalicas biocompativeis estdo longe
de perfeitos porque os requisitos de projeto de implante poroso dependem da morfologia do
poro, tamanho de poro, porosidade e alta pureza, para garantir as propriedades biomecénicas e
a biocompatibilidade (WEN; MABUCHI et al., 2001).

Neste capitulo serdo abordados alguns materiais, ligas e métodos utilizados para
obten¢ao de espumas metalicas.

Kanetake e Kobashi (2006) fabricaram espumas intermetalicas (aluminidio de niquel)
e compositos porosos de matriz de titanio (TiB(y), TiC/Ti) por reacdes de combustdo. A
relagdo da mistura de Al/Ni foi um parametro importante no controle da porosidade, sendo
que a maior porosidade foi obtida para o composto NiAl; (45%), enquanto a minima foi
obtida no composto NizAl (<5%). No entanto, a adicdo de 5% em volume de um agente
espumante (mistura de Ti + B4C) ao composto Al;Ni aumentou a porosidade da espuma para
cerca de 80%. Compositos de titanio (TiC/Ti e TiC, TiB)/Ti) foram fabricados por reagdes
entre titdnio e p6 ndo metalico (carbono ou B4C). A relacdo de mistura de pds elementares
(composicdo do material) foi um fator importante para a morfologia das células dos
compositos porosos de titdnio. Uma composi¢do rica em ceramica foi apropriada para obter
um material com células abertas, enquanto células esféricas fechadas formaram-se em uma
composi¢do rica em metal.

Wen, Yamada e Hodgson (2005) fabricaram com sucesso espuma de titdnio puro com
porosidade de aproximadamente 70% com bom modulo de Young. Entretanto essa espuma é
demasiadamente fraca quando comparada ao osso cortical. Conseqiientemente € crucial no
desenvolvimento de novas espumas de Ti a obtencdo de porosidade elevada ¢ ao mesmo
tempo o aumento da resisténcia. Foi realizado um estudo com uma nova liga TiZr
biocompativel utilizando (MA) Mechanical Alloying, que é uma técnica versatil e vem sendo
explorada extensivamente para elaboragdo mecanica de ligas que utilizam misturas ou pos
elementares para formacdo de liga homogénea. Po6s da liga TiZr de composigdo
estequiométrica, amorfos, foram sinterizados, onde a relagdo de bolas por peso de pd foi de
20:1. As espumas da liga TiZr foram fabricadas com uma densidade relativa de
aproximadamente 0.3. O tratamento térmico de sinterizag¢do foi executado a uma temperatura

de 1300°C por 2h. O tamanho do macroporo das espumas foi de 220 a 500 ¢ m, também havia

microporos distribuidos nos contornos dos macroporos com variados tamanhos. A tensdo de

compressdo e 0 modulo de Young da espuma foi de 78.4 MPa e 15.3 GPa, respectivamente.
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Wen et al., 2001, fabricaram com sucesso, metais porosos biocompativeis, inclusive Ti
e Mg por meio da metalurgia do p6. Espumas de Ti e espumas de Mg foram produzidas com
uma estrutura celular aberta; com distribui¢do de tamanho de poros de 200-500 um,
convenientemente ajustados para substitui¢do do osso poroso. A porosidade obtida foi de 78%
e 50% para espumas de Ti e espumas de Mg, respectivamente. A resisténcia a compressao
obtida foi de 35 MPa ¢ modulo de Young de 5.3 GPa para espumas de Ti; enquanto a
resisténcia a compressao foi de 2.33 MPa e mddulo de Young de 0.35 GPa para espumas de
Mg. Ambas as espumas, de Ti e Mg, sdo presumivelmente resistentes o suficiente para resistir
a manipulagdo durante a implantacdo in vivo. Estas espumas de Ti e espumas de Mg podem
ser usadas como materiais de implantes biocompativeis porque sua estrutura celular aberta
permite o crescimento interno dos novos tecidos 0sseos, endotelial e o transporte dos fluidos

corpdreos.

2.6 Espumas de A¢o Inoxidavel

Um implante de material poroso com estrutura adequada de poros, com propriedades
mecanicas apropriadas, e, além disso, confeccionado com material metalico biocompativel
para proporcionar melhor interagdo com o osso, tem sido buscado como substituto 6sseo
ideal.

Porem, o material implantado deve ser forte bastante e duravel para resistir as cargas
fisiologicas colocadas neste, durante anos.

Entdo, como mostrado anteriormente na tabela 3, o modulo eléstico do osso natural é
de 10 a 20 GPa, que ¢ muito mais baixo que o osso artificial feito de aco inoxidavel 316L,
tendo em vista que o médulo elastico do ago ¢ de 193 GPa. Um modo de aliviar este problema
¢ reduzir o modulo de elasticidade dos materiais metélicos introduzindo poros, minimizando
danos aos tecidos adjacentes e eventualmente prolongando a vida do dispositivo.

A inerente resisténcia do ago combinado com a redug@o da densidade da espuma pode
produzir um material atrativo com resisténcia razoavel, densidade reduzida e altamente
eficiente na absor¢ao de energia. Porém, o controle do processo para alcangar uniformidade e
controlar a estrutura porosa ¢ atualmente um grande desafio. (PARK; NUTT, 2000b).

Para a produgdo da espuma de aco, um dos métodos utilizado é a mistura do pod

metalico com um agente espumante. Idealmente, o agente espumante deve ser distribuido
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homogeneamente ¢ bem disperso por toda amostra semi-acabada para alcangar uma
distribuicdo uniforme na espuma. (PARK; NUTT, 2000c). Porém, a densidade do agente
espumante ¢ muito menor que a do p6 de ago, e consequentemente os dois tendem a segregar
para o topo e regides inferiores da mistura. Especial aten¢do ¢ dedicada desta maneira para os
métodos de uniformizagdo da distribui¢ao dos pds, incluindo operagdo de mistura e moagem
em moinho de bola. A espuma ¢é formada pela expansdo do compacto durante aquecimento
até temperaturas proximas ao ponto de fusdo da liga, através da liberagdo de gases devido a
decomposicdo do agente espumante. A espuma resultante é formada por uma estrutura de
células fechadas de densidade relativamente baixa. Este processo tem sido usado com éxito
para a sinteriza¢do das espumas de aluminio, no entanto existem poucas tentativas para se
aplicar o processo para o aco, (PARK, NUTT; 2000b) devido ao seu alto ponto de fuséo e
baixa viscosidade do fundido (PARK, NUTT; 2000c).

A espuma de aco inoxidavel apresenta vantagens quando comparada a espumas de
aluminio, como aumento da resisténcia, rigidez especifica, baixo custo de matéria-prima e
compatibilidades com estruturas de ago.

Segundo Dewidar et. al (2007),

Na sinterizagdo de materiais porosos, as propriedades mecénicas sdo dependentes
de dois pardmetros: 1) o tamanho dos empescogamentos entre as particulas que
determina a intensidade na area de contato entre elas; 2) a distribuigdo da tensdo ao
redor dos poros (onde o nivel de concentracdo de tensdo ¢ dependente da
geometria, tamanho e forma dos poros). Seriam esperados fatores de concentragdo
de tensdo mais altos com poros pequenos de forma altamente irregular.

Varios experimentos tém sido realizados a fim de obter o melhor processo e
propriedades mecanicas das espumas porosas de aco inoxidavel 316L para aplicagdes
biomédicas. Um deles estudados por Dewidar et al. (2007) visa a produgdo de espumas de ago
inoxidavel 316L por meio da metalurgia do pd, incluindo sinterizagdo seletiva por laser (SLS)
selective laser sintering, e sinterizagdo tradicional com o uso do forno. Trata-se de uma
técnica avancada na producdo de componentes de varios materiais com formas complicadas.
A sinterizag@o a laser € um processo muito complicado e varios parametros influenciam no
mecanismo de sinterizagdo, entre eles: poténcia do laser (P), velocidade de varredura (v),
espaco de varredura (4), densidade da camada (d), e temperatura de descanso. As
propriedades mecanicas do ago inoxidavel poroso 316L que podem potencialmente ser usados
em aplicacdes biomédicas foram alcangadas usando o processo de sinterizagdo seletiva a laser

para a obtencdo das amostras a verde que foram subseqiientemente sinterizadas em um

processo tradicional utilizando um forno a vacuo. Para a mistura inicial foi utilizado o p6 de
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aco inoxidavel 316L (40 pm) produzido por atomizagdo a gas, coberto com uma mistura de

resinas termoplastica (cera e fendlico). As amostras a verde foram sinterizadas a uma
temperatura de 1150°C por 2h. Obtiveram-se, entdo, os seguintes resultados:

- aumento da porosidade;

- diminui¢do na densidade das amostras verdes;

- outro fator observado é o modulo de elasticidade, o mddulo elastico aumenta com a
diminui¢do da porosidade. As amostras com baixa porosidade de 40% mostra um alto médulo
elastico de 43 GPa. Quando a porosidade aumenta de 40% para 50% o modulo elastico ¢
somente 26 GPa.

Gradzka-Dahlke et al. (2007) realizaram outro estudo com ago inoxidavel poroso 316,
preocupados com o desenvolvimento de materiais porosos que facilitem o movimento do
quadril autolubrificante. Neste estudo foram investigadas amostras obtidas com vérias
estruturas porosas, utilizando o método de metalurgia do p6. Foi observada diferente fric¢do
em materiais ndo porosos. Os resultados deste teste afirmaram que sinterizagdo porosa com
porosidade similar e estrutura com grandes poros assegurou as melhores condigdes de
lubrificag@o. Na caracterizagao microestrutural, o tamanho do poro foi estimado utilizando um
sistema de analise de imagens. Nas amostras feitas com p6 de granulometria mais fina, o

tamanho das particulas foi de 125 -150 gm, predominantemente pequenos, principalmente
com 4rea abaixo de 5000 zm>. Por outro lado, na sinterizagio com p6 de granulometria mais
grossa, um grande nimero de 6timos poros com tamanho de particulas de 430-600 gm com
area de extensdo de 10,000 — 100,000,umz. Estas amostras foram obtidas com diferentes

pressoes de compactagdo 500 MPa e 700 MPa. A forma do poro segundo os autores,
influencia nas propriedades funcionais da sinterizagdo metalica. Poros de forma mais regular e

grande facilitam a circulacdo do liquido lubrificante.
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No presente trabalho foram produzidas amostras porosas em ago inoxidavel

austenitico 316L pelo processo de metalurgia do pd, utilizando-se carbonato e bicarbonato de

amoOnio como agente espumante. Os itens a seguir apresentam um detalhamento do

procedimento experimental utilizado em cada etapa deste trabalho,

esquematizadas no fluxograma da figura 1.
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Figura 1 - Fluxograma representativo do procedimento experimental.

3.1 Materiais

Como material de partida foram utilizados pdé de aco inoxidavel 316L, doado pela

Metalpd (Ind. E Com. Ltda, Sao Paulo), e como agentes espumantes o carbonato de amonio

da marca Synth e o bicarbonato de aménio da marca VETEC. A composi¢do quimica em

porcentagem em peso do pd de aco inoxidavel 316L segundo especificagdo da Metalpo ¢

apresentada na Tabela 4, enquanto o resultado da analise granulométrica também fornecida

pela Metalp6 € mostrado na Tabela 5.



Tabela 4 - Composiciio quimica em porcentagem em peso do aco inoxidavel 316L.

Cr

Ni

Mn | Si S

C

P Mo

Esterato de Litio

Kenolube*

18,0

14,0

0,5]1,0)0,03

0,03

0,045 | 3,0

1,05

0,21

* Aditivos para facilitar a compactacdo e desmoldagem.

Tabela 5 - Distribui¢io granulométrica (%) do aco inoxidavel 316L.

Malha ASTM | Minimo | Maximo | Abertura Nominal
+100 3 150 pm
+150 8 12 113 um
+325 32 36 45 ym
-325 35 45 45 um

3.3 Producio das Espumas em Aco Inoxidavel 316L
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Com o objetivo de produzir amostras com diferentes porosidades, cerca de 50% e

70%, foram realizadas misturas de pés do ago inoxidavel 316L com pds de carbonato e

bicarbonato de amonio na proporgdo de 15% e 30% em peso, respectivamente.

As misturas foram realizadas em um moinho de bolas do tipo planetario modelo

Pulverisette 5 da marca Fritsch, em jarros ¢ meio de moagem em aco AISI 52100 com

velocidade de 60 rpm por 10 minutos e utilizando-se uma relagdo de peso de bolas por peso

de po de 28:1. A figura 2 apresenta fotos dos jarros e bolas de moagem e do moinho.
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(a) (b)

Figura 2 - (a) Jarro com bolas (b) moinho planetario

As misturas de ago e carbonato ou bicarbonato foram compactadas em uma prensa
hidraulica manual da marca Nikkeypar com capacidade de 15T. Foram produzidas amostras
em moldes de 20 mm e 10 mm de didmetro com pressdes de compactagio que variaram de 94
a 318 MPa.

Para a caracterizagdo por Picnometria e Porosimetria foram fabricadas 3 amostras para
cada agente espumante, totalizando 12 amostras (50% em volume de carbonato e bicarbonato
de amobnio, 70% em volume de carbonato e bicarbonato amoénio). Ja para o ensaio de
citotoxidade foram fabricadas 30 amostras com 50% em volume de cada agente espumante
totalizando 60 amostras e mais 10 amostras com 70% em volume de cada agente espumante
totalizando 20 amostras. Foram também fabricadas para o ensaio de citotoxidade 9 amostras

de ago puro, tabela 6.
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Tabela 6 - Pressoes de compactacdo em MPa utilizadas na compactacio das amostras e suas respectivas
utilizacdes. 50% e 70% correspondem a porcentagens em volume dos respectivos agentes espumantes.

Pressido de Compactagio (MPa)

Utilizacao Aco inoxidavel 316L + Carbonato de aménio Aco inoxidavel 316L + Bicarbonato de amonio
50% 70% 50% 70%
93,6
Caracterizagdo 155,9 286.5 191 191
MO e MEV 2183 255 318
286,5 318
Caracterizagdo
Picnometria 286,5 286,5 286,5 286,5
de Hee
Porosimetria
de Hg
Ensaio de 286,5 286,5 286,5 286,5
Citotoxidade
+ MEV

Observagdo: As medidas de densidade geométrica foram realizadas em todas as amostras

produzidas.

A sinterizagio das amostras foi realizada a vacuo (10 bar) em um forno tubular da

marca EDG que atinge a temperatura maxima de 1200°C, figura 3. O tubo onde as amostras

foram tratadas ¢ de ago inoxidavel 304L, tendo suas extremidades refrigeradas a agua. O

tratamento térmico envolveu dois patamares de temperatura sendo o primeiro a 200°C por 5

horas para decomposig@o do carbonato e o segundo a 1150°C por 2 horas para sinterizagdo do

aco inoxidavel. As taxas de aquecimento e resfriamento entre os patamares foram de

30°C/min. A temperatura foi sempre medida com auxilio de um termopar tipo K inserido no

meio do tubo exatamente sobre a posi¢do das amostras.

Figura 3 - Tratamento Térmico - (a) forno tubular, (b) bomba de vacuo
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Um novo grupo de amostras de ago inoxidavel 316L puro sem agente espumante
(amostras ndo porosas) foram produzidas com pressdo de compactagdo 286,5 MPa (2,3 T) e,
em molde de 10mm de didmetro ¢ com cerca de 3mm de espessura. A sinterizagdo das
amostras foi realizada em atmosfera controlada a alto vacuo (turbo) na ordem de (10 bar) em
um forno modelo Bipolar, com elemento resistivo de Téantalo (barquinha), a fim de minimizar
totalmente a oxidagdo, a uma temperatura maxima de 1150°C por 2h. A rampa de
aquecimento foi de 30°C/min seguido de resfriamento (lento), pelo mesmo tempo, com o
objetivo de comparar os tratamentos térmicos e ter um pardmetro do efeito dos poros nos
ensaios de Citotoxidade.

O processo de sinterizagdo foi realizado no laboratério de Tratamento Térmico —
LTT/EEL - USP — Escola de Engenharia de Lorena/ Campus Il - DEMAR/ Departamento de

Materiais.

3.4 Caracterizacio das amostras

3.4.1 Densidade

Todas as amostras foram pesadas em uma balanga analitica da marca Mettler Toledo
max 210g d=0,1 mg, figura 4 e tiveram suas espessuras e didmetros medidos com um
paquimetro 0,05mm, ap6s a compactagdo ¢ apds a sinterizagdo, para determina¢do de suas

densidades e das densidades relativas.

Figura 4 - Balanca analitica

3.4.2 Caracterizacio Microestrutural
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As amostras sinterizadas foram preparadas para caracterizagdo microestrutural por
processos convencionais de preparacdo metalografica. As amostras foram cortadas em uma
cortadeira da marca Struers, modelo Miniton, com velocidade de 250 a 300 rpm ¢ embutidas a
quente em baquelite, para analise das superficies das pastilhas e das se¢des transversais, figura
5. As amostras embutidas foram lixadas em lixas de grano 240, 320, 400 e 600 e polidas com

alumina em uma politriz mecanica.

L | pastilha

>

Baquelite

Secao

/ transversal (2)

/

Figura S - Desenho esquematico mostrando as superficies da pastilha que foram observadas
por microscopia

Superficie (1)

A analise microestrutural das amostras polidas foi realizada por microscopia dtica em
um microscopio metalografico da marca Olympus, equipado com camera digital para captura
de imagens, as quais foram analisadas pelo software Image Pro Plus.

Para caracterizagdo por microscopia eletronica de varredura as amostras sofreram
previamente um processo de desumidificacdo a vacuo por um periodo de 24h, devido a
quantidade de poros presentes nas amostras. A caracterizacdo por microscopia eletronica de
varredura (MEV) foi realizada no Laboratorio de Microscopia Eletronica — LME/EEL —
Escola de Engenharia de Lorena/ Campus II — DEMAR/ Departamento de Materiais,
utilizando-se um microscopio tipo 1450 VP, fabricado pela LEO Instrumental, ¢ no
Laboratério de Caracterizagdo Estrutural — LCE do Departamento de Engenharia de Materiais
da Universidade Federal de Sao Carlos, DEMa/UFSCar, utilizando-se um microscopio TMP

da marca Philips.

3.4.3 Porosimetria de Mercurio (Hg)
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As amostras com 50 e 70 % de porosidade, com pressdo de compactagdo 286,5 MPa,
foram analisadas por porosimetria de mercurio que permite a determina¢do do volume de
poros existentes em determinadas faixas de didmetro de 1000 micrometros a 6,53 nanometros.
O procedimento experimental foi realizado de acordo com a norma ASTM D 4284/83 —
Method for Determination of Pore Volume Distribution of Catalysts by Mercury Intrusion,
com pré-tratamento de 120°C/2h com objetivo de limpar as amostras, retirando umidade uma
vez que estas foram expostas a atmosfera, utilizando porosimetro da marca Quantachrome
modelo Poromaster 33, que permite faixa de pressdo a partir de 0 até 31,6 ksi. Devido as
amostras apresentarem variacdo do volume intrudado, os resultados foram avaliados na faixa
de pressao de 0 a até 50 psi. O ensaio de porosimetria foi realizado no Laboratorio Associado
de Combustdo ¢ Propulsao (LCP/INPE) — Instituto Nacional de Pesquisa Espacial no CES/

Centro Espacial de Cachoeira Paulista.

3.4.4 Picnometro (He)

Amostras com 50 e 70 % de porosidade, com pressdo de compactagdo 286,5 MPa,
também foram analisadas por picnometria de gas que determina o volume verdadeiro de um
solido, mesmo que poroso, por variagdo da pressdo de gds numa camara de volume
conhecido. Normalmente utiliza-se hélio porque este gas, além de inerte, penetra facilmente
nos poros (acessiveis) da amostra, devido ao pequeno tamanho dos seus atomos, permitindo,
assim, determinar o volume do s6lido com mais rigor. Foi realizado um pré-tratamento de
120°C/2h com objetivo de limpar as amostras, retirando umidade uma vez que estas foram
expostas a atmosfera.

O ensaio de picndmetria foi realizado no Laboratério Associado de Combustio e
Propuls@o (LCP/INPE) — Instituto Nacional de Pesquisa Espacial no CES/ Centro Espacial de
Cachoeira Paulista, utilizando um Picnometro de Hélio (He) da marca Micromeritics modelo

Multivolume 1305.

3.5 Ensaio in vitro (citotoxidade)
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O teste MTT (3-[4,5-dimetiltiazol]-2,5—difenil tetrazolio), foi utilizado para analisar a
atividade mitocondrial de células 1.929 incubadas com as amostras produzidas. O ensaio de
MTT ¢é um dos métodos mais utilizados para medidas de proliferacdo celular e citotoxidade
(LIU et al., 1997; ABE; MATSUKI, 2000) (apud MACHADO, 2006). Em células vivas, o sal
tetrazolium MTT ¢é reduzido a formazana  (1-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-3,5-
diphenylformazan), o qual pode ser analisado colorimetricamente. A redugdo do MTT ¢
geralmente atribuida a atividade mitocondrial, mas isto tem sido também relatado para
enzimas ndo-mitocondriais, bem como endossomos e lisossomos (VELLONEN;
HONKAKOSKI; URTTI, 2004_apud MACHADO., 2006).

Para o ensaio, as amostras de aco inoxidavel 316L com carbonato e bicarbonato foram
divididas em 5 grupos como demonstrado na tabela 7. As amostras escolhidas para a
realizagdo do ensaio de citotoxidade foram as amostras de ago inoxidavel 316L com 50% e
70% de agente espumante carbonato e bicarbonato, prensadas com 286,5 MPa, por

apresentarem melhor condi¢do na caracterizacdo microestrutural e as amostras de ago puro.

Tabela 7— Classificacio por grupos das amostras para ensaio de citotoxidade

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
50% de 50% de porosidade 70% de porosidade 70% de porosidade Aco puro
porosidade (Ago 316L + (Ago 316L + (Ago 316L +
(Ago 316L + Bicarbonato) Carbonato) Bicarbonato)
Carbonato)

Como citado no item “3.3 Producdo das Espumas em Acgo Inoxidavel 316L”, para o
ensaio de citotoxidade foram produzidas 60 amostras de aco inoxidavel 316L com 50% de
porosidade, sendo 30 delas produzidas usando o carbonato de amonio como agente espumante
e as outras 30 utilizando o bicarbonato de amoénio. J4 as amostras com 70% de porosidade
foram produzidas em um numero total de 20, sendo 10 com carbonato e 10 com bicarbonato
de amoénio. Todas as amostras foram compactadas em um molde com 10mm de didmetro e
com cerca de 3mm de espessura.

Para manter a qualidade das amostras, visando a retirada das impurezas que ficaram no
material apos a sinterizacdo, antes do ensaio de citotoxidade as amostras passaram por um
processo de Decapagem e Passivagdo por meio de um banho acido: 15% HNO; + 2% HF,
temperatura de 50 a 60 °C. Apods o banho acido as amostras foram lavadas em agua corrente,
secadas e colocadas na estufa a 100°C por 15 minutos para retirar toda a umidade e

esterilizadas em Ultra-Violeta por 24h.
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As amostras decapadas, foram divididas em triplicatas (50% de porosidade) e em
duplicata (70% de porosidade) em meio as placas de 24 pogos como mostrado na figura 6. Os
grupos 1 e 2 foram levados ao ensaio de citotoxidade separados dos grupos 3 e 4 para garantir
qualidade tanto no ensaio como na contagem da atividade mitocondrial, devido a grande

quantidade de amostras.

Amostras

Figura 6 — Emplacamento das amostras de aco inoxiddvel em meio a cultura de células (placa de 24
pocos).

As amostras de ago puro foram divididas em triplicatas em meio as placas de 24
pogos, estas amostras foram apenas esterilizadas por 24h em Ulta-Violeta, ndo sendo

realizado o processo de decapagem.

3.5.1 Linhagem Celular

Para a cultura de células foi utilizada a linhagem 1929 (isolada de tecido conjuntivo de
camundongo), cultivada em meio MEM (meio minimo essencial), suplementado com 10 % de
Soro fetal bovino (SFB). A cultura foi mantida em estufa a temperatura de 37° C em
atmosfera de 5% de CO,. As células foram adquiridas do Banco de células do Instituto Adolfo

Lutz — S3o Paulo - SP.

3.5.2 Manutenc¢io da Cultura Celular
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O estoque celular foi mantido em nitrogénio liquido. Partindo deste, foi preparado uma
garrafa de cultura de 25cm?%, contendo 1 mL de cultura de células (~10° células/ mL),
adicionando-se 2 mL de meio de cultura MEM, enriquecendo com 10% SFB. As células
foram mantidas na estufa com controle automatico de temperatura 37°C e pressdo de CO,. O
crescimento foi acompanhado por meio da observagdo em microscopio invertido.

Estas células foram subcultivadas apos tripsiniza¢do, quando a densidade celular
formou uma monocamada confluente. Apoés o periodo de 3 minutos com 2 mL de tripsina
retirou-se a mesma, adicionando 3 mL de meio de cultura MEM suplementado com 10% de
SFB. Para a liberacdo das células da parede da garrafa, usaram-se jatos fortes com o auxilio
de pipetador automatico. Deste volume foram retirados aliquotas de 1 mL e passados para
novas garrafas, adicionando-se mais 2 mL de meio MEM e incubadas em atmosferas de 5 %
de CO,a 37°C.

Para manter o estoque foi realizado o congelamento das células durante a utilizagdo
das mesmas. As células foram removidas das garrafas com auxilio da tripsina e centrifugadas
por 8 minutos a 12000 rotagdes por minuto. Desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o
sedimento em meio de congelamento contendo 60% de meio MEM, 30% de SFB e 10%
DMSO (Dimetilsulfoxido). Transferiu-se este material para criotubos e estocou-se em

nitrogénio liquido.

3.5.3 Ensaio de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol]-2,5—difenil tetrazolio)

O ensaio de citotoxicidade foi avaliado de acordo com a norma ISO 10993-5
"Avaliagdo bioldgica dos dispositivos médicos- Ensaio de citotoxicidade: métodos in vitro”
(ou EN 30993-5), utilizando contato direto. A atividade proliferativa da cultura de células foi
determinada com o ensaio colorimétrico MTT, como descrito (LOBO et al., 2007).
Fragmentos de Latex foram utilizadas como controle positivo. Fragmentos de filtro de papel

de comprovada natureza atoxico foram utilizadas como controle negativo, Figura7.
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Controle positivo Controle negativo
“luvas” “filtro”
Amostras

Figura 7 — Grupo controle das amostras de aco inoxidavel em meio a cultura de células (placa de 24
Pocos).

Todas as amostras foram esterilizadas por 24 h sob radiagdo UV e colocadas em cada
um dos 24 pocos de cultura. As células foram semeadas em placas de 24 pogos em uma
concentragio de 5 x 10° células/mL, em meio MEM suplementado com 10% de soro bovino
fetal (Gibco), incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,. A viabilidade foi determinada
apos 24 h, 48 h e 72 h. Apds o tempo de incubagdo as amostras e os fragmentos dos controles,

positivo e negativo, foram retirados dos respectivos pogos, figura 8.

Figura 8 — Placa de 24 pogos apds a incubacio, foram retirados os grupos controles

S6 as células bem aderidas as paredes foram incubadas com uma solucdo de sal
tetrazolio (MTT), [3-[4,5-dimetiltiazol]-2,5—difenil tetrazolio] (Sigma®) por 4 horas a 37 ° C,
figura 9.
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Figura 9 — Placa de 24 pogos apos incubacio com a solucio tetrazolio MTT

O MTT foi reduzido para uma formazana insoluvel, precipitado succionato
desidrogenase de células viaveis. Apds a remocdo do meio, dimetilsulfoxido (DMSO)
(Sigma®) solugdo (1:1) foram adicionados a cada poco. Apds completa solubilizacdo dos
cristais de formazana, figura 10. A absor¢do do contetido de cada pogo foi medido a 570 nm
com um leitor de 24 microplacas em um espectrofotometro (Spectra Count, Packard). A
viabilidade celular foi calculada pela normalizacdo da densidade optica (DO) para o controle
negativo. As amostras incubadas com as células para o MTT, foram utilizadas para

Microscopia Eletronica de Varredura.

Figura 10 — Placa de 24 pogos com a adi¢do de DMSO apés completar solubilizacio do azul-escuro cristais
de formazana MTT

O ensaio de MTT foi realizado no Laboratério de Cultura de Células/UNIVAP e a
caracterizacdo por microscopia eletronica de varredura (MEV) das amostras emplacadas foi
realizada no Laboratério de Microscopia Eletronica — LME/EEL — Escola de Engenharia de
Lorena/ Campus I - DEMAR/ Departamento de Materiais, utilizando-se um microscopio tipo

1450 VP, fabricado pela LEO Instrumental, ap6s a preparagdo metalografica.



4 Resultados e Discussao

4.1 Densidade
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As figuras 11 e 12 apresentam os graficos da variacdo da densidade a verde e Ot

(densidade relativa), com diferentes pressdes de compactacdo para as amostras fabricadas

com 50% de porosidade, utilizando como agente espumante o carbonato de amdnio e o

bicarbonato de amonio, respectivamente. Observa-se que ambas as amostras mostraram

aumento na densidade com aumento da pressdo de compactacdo. No entanto as amostras com

bicarbonato de amonio apresentam uma menor densificagdo para as pressdes mais altas.

Verificou-se que com o uso do agente espumante carbonato de amonio as amostras estao mais

proximas da & teorica do composto que é de 5g/cm’.

Densidade

| —=— Carbonato de Amanio
| —#— Bicarbonato de Aménic

T T T
180 200 250 300
Pressdo (MPa)

Figura 11 - Variacdo da densidade da espuma (apés compactagiio a verde) e variacio da pressio de 94 a
carbonato de aménio e bicarbonato de amdénio. Amostras com

318 MPa para os agentes espumantes:

50% de porosidade.
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Figura 12 - Variacio da densidade relativa (apés compactaciio a verde) da espuma e variacdo da pressio
de 94 a 318 MPa para os agentes espumantes: carbonato de aménio e bicarbonato de aménio. Amostras

com 50% de porosidade.

As figuras 13 e 14 apresentam os graficos da variacdo da densidade volumétrica e o r

(densidade relativa), respectivamente com pressdao de compactagdo para as mesmas amostras

apos sinterizagdo. Observa-se que hd uma reducdo na densidade relativa para pressdo acima

de 300 MPa para a amostra com bicarbonato.

Densidade
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Figura 13 - Variagio da densidade da espuma (apoés sinterizagdo) e variacio da pressio de 94 a 318 MPa
para os agentes espumantes: carbonato de amdnio e bicarbonato de aménio. Amostras com 50% de

porosidade.
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Figura 14 - Variacdo da densidade relativa da espuma (apoés sinterizaciio) e variacdo da pressiao de 94 a
318 MPa para os agentes espumantes: carbonato de aménio e bicarbonato de amonio. Amostras com 50%
de porosidade.

A porosidade desejada de 50% foi obtida para as amostras utilizando maiores
pressoes de compactagdo, com agente espumante carbonato de amonio. No entanto, este valor

ndo foi alcangado com as amostras, utilizando o agente espumante bicarbonato de amdnio.

4.1.2 Amostras de 70% de porosidade

Devido a problemas experimentais, ndo foi possivel obter a variagdo da densidade com
a pressdo de compactagdio para as amostras produzidas com 70% de porosidade na mesma
faixa de pressdo utilizada para as amostras com 50% de porosidade.

As figuras 15 e 16 apresentam os graficos da variacdo da densidade a verde e da J'r
(densidade relativa) com a pressdo de compactacdo para as amostras fabricadas com 70% de
porosidade, utilizando como agente espumante o carbonato de amoénio e o bicarbonato de
amonio, respectivamente.

Observa-se que as amostras utilizando o agente espumante bicarbonato de amonio,
teve um pequeno aumento na densidade quando compactadas com nivel de maior pressao,
porém este aumento ndo foi significativo. A amostra utilizando o agente espumante carbonato
teve densidade préxima da obtida pelas amostras utilizando o bicarbonato de amdnio, ambas

as amostras estdo proximas da densidade teérica do composto que € de 3,64 g/cm3.



Censidade

Figura 15 - Variacio da densidade da espuma (ap6s compactacio a verde) e variacio da pressio de 94 a
318 MPa para os agentes espumantes: carbonato de aménio e bicarbonato de amonio. Amostras com 70%

de porosidade.

Densidade Relativa

Figura 16 - Variacio da densidade relativa (apés compactaciio a verde) da espuma e variacdo da pressio
de 94 a 318 MPa para os agentes espumantes: carbonato de aménio e bicarbonato de aménio. Amostras

com 70% de porosidade.

As figuras 17 e 18 apresentam os graficos da variagdo da densidade volumétrica e Jr
(densidade relativa), respectivamente com pressao de compactagdo para as mesmas amostras
apos sinterizagdo. A porosidade de 70% foi obtida para as amostras utilizando maior pressao

de compactagdo, porém o alcance da densidade de 0,30 foi levemente superior para o
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carbonato e levemente inferior para o bicarbonato de amdnio.
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Figura 17 - Variacdo da densidade da espuma (apés sinterizacio) e variacdo da pressdo de 94 a 318 MPa
para os agentes espumantes: carbonato de aménio e bicarbonato de aménio. Amostras com 70% de
porosidade.
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Figura 18 - Variacido da densidade relativa da espuma (apés sinterizacio) e no eixo x a variacio da
pressdo de 94 a 318 MPa para os agentes espumantes: carbonato de amonio e bicarbonato de amdnio.
Amostras com 70% de porosidade.

Baseado nestes resultados iniciais escolhemos a pressao de 286,5 MPa para os ensaios
de citotoxidade, devido a apresentacdo de melhor compactagdo a verde e melhores densidade

e O (densidade relativa).

4.1.3 Densidade das Amostras — Ensaio Citotoxidade

Na tabela 9 sdo apresentados os valores médios de densidade volumétrica e Or
(densidade relativa) obtidos das amostras preparadas para o ensaio de citotoxidade. As

amostras a verde produzidas com o carbonato de amodnio apresentam densidades mais
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proximas das densidades tedricas dos compostos que sdo 5 g/cm3 e 3,636 g/cm3, para as

amostras fabricadas com 50% e 70% de porosidade, respectivamente, que as amostras

produzidas com o bicarbonato de amoénio. As densidades relativas obtidas nas amostras

sinterizadas foram as esperadas pela formulacdo utilizada, 0,5 e 0,3 para as amostras

produzidas com 50% e 70% em volume dos agentes espumantes, respectivamente.

Tabela 8 — Densidade das amostras utilizadas para ensaio de citotoxidade

Verde Verde Sinterizada Sinterizada
Amostra Porosidade | Média/Desv. Pad | Média/Desv. Pad | Média/Desv. Pad | Média/Desv. Pad
O (g/cm3) or O (g/em3) or
Aco inox 316L 50% 4,563 £0,711 0,913 £0,142 4,16 £0,678 0,521 £ 0,085
+ Carbonato
Aco inox 316L 50% 4,246 + 1,04 0,849 £ 0,207 3,768 £ 0,907 0,471 £0,113
+ Bicarbonato
Aco inox 316L 70% 3,38 +£0,692 0,931 0,190 2,632 £0,420 0,33 +£0,052
+ Carbonato
Aco inox 316L 70% 3,295+ 0,802 0,899 £ 0,220 2,42 +0,582 0,302 £ 0,073
+ Bicarbonato
Ago Puro - 6,775 £ 1,692 0,847+ 0,212 6,975 + 1,746 0,869 £ 0,217

O resultado apresentado na tabela 8 foi obtido por meio de pesagem e medicao de

todas as amostras fabricadas antes e ap6s o processo de sinterizagdo. Vale ressaltar que ao

todo foram fabricadas 30 amostras com 50% de porosidade, utilizando como agente

espumante o carbonato de amoénio e mais 30 amostras com 50% de porosidade, utilizando

como agente espumante o bicarbonato de amoénio. Para 70% de porosidade, foram fabricadas

10 amostras utilizando como agente espumante o carbonato de amonio e mais 10 amostras

com 70% de porosidade, utilizando como agente espumante o bicarbonato de amdnio.

4.2 Caracterizacao Microestrutural

4.2.1 Amostras com 50% de porosidade
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As figuras 19 e 20 apresentam micrografias obtidas por Microscopia Optica das
amostras fabricadas com 50% de porosidade, utilizando como agente espumante o carbonato
de amonio e bicarbonato de amonio respectivamente. Foi analisada a distribuicdo e tamanho
dos poros e sua variagdo com a pressao de compactacdo nas se¢des designadas como
superficie e seg¢do transversal como mostrado anteriormente na figura 5.

Para as amostras produzidas com carbonato de aménio compactadas com menor
pressdo de compactagdo, observa-se uma grande quantidade de poros menores distribuidos
proximos dos poros maiores. J4 para as amostras compactadas com maior pressdo de
compactagdo houve a diminui¢do dos poros menores, ¢ 0 aumento na quantidade dos poros
maiores.

Nas amostras produzidas com o bicarbonato de amonio, observa-se também a presenga
de poros menores quando as amostras foram compactadas com menor pressio de
compactagdo, porém a niveis de maior pressdo de compactagdo as figuras mostram que houve
um aumento nos poros maiores no material, diminuindo a presenca dos poros menores e
pode-se observar que os poros comecam a ficar mais homogéneos tanto em tamanho quanto

em sua distribui¢@o.

50% de porosidade / Carbonato de amonio

Superficie Secao Transversal Pressao
(MPa)

93,6 MPa

155,9 MPa
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218,3 MPa

§ e e e T
iz
oM 500 um

286,5 Mpa

Figura 19 - (Microscopia Optica) — Micrografia das amostras sinterizadas utilizando o carbonato de
amonio, em diferentes pressdes de compactacio de 93,6 MPa a 286,5 MPa.
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255 MPa

318 MPa

Figura 20 - (Microscopia Optica) — Micrografia da amostra sinterizadas utilizando o bicarbonato de
amonio, em diferentes pressdes de 191 MPa a 318 MPa.

4.2.2 Amostras com 70% de porosidade

As figuras 21 e 22 apresentam micrografias obtidas por Microscopia Optica das
amostras fabricadas com 70% de porosidade, utilizando como agente espumante o carbonato
de amonio e bicarbonato de amonio respectivamente. Devido a problemas experimentais, nao
foi possivel com as amostras contendo carbonato de amonio e bicarbonato de amonio variagdo
na pressdo de compactagao.

Foi analisada a distribui¢do dos poros na superficic ¢ secdo transversal para as
amostras com carbonato de amoénio, utilizando pressdo de compactagio 286,5 MPa, figura 21
e para o bicarbonato de amonio, utilizando pressdo de compactacdo de 191 e 255 MPa, foi
analisada a distribuicdo dos poros na superficie ¢ se¢do transversal na figura 22, como
mostrado anteriormente na figura 5.

Observa-se que para a amostra produzida com carbonato de aménio compactada com
286,5 MPa, maior pressdo de compactagao utilizada neste trabalho, ndo ha presenca de poros

menores distribuidos proximos aos poros maiores, figura 21.
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70% de porosidade / Carbonato de amonio

Superficie Secao Transversal Pressao (MPa)
. e - _

286,5 MPa

Figura 21 - (Microscopia Optica) — Micrografia da amostra sinterizada, utilizando o carbonato de aménio,
com pressao de 286,5 MPa

As amostras produzidas com bicarbonato de amoénio ndo apresentaram variagao
significativa na distribuicdo de tamanho de poros para as pressoes de compactacao utilizadas,
quase ndo ha presenga de poros menores distribuidos proximos aos poros maiores. Pode-se
verificar que também houve um aumento na quantidade dos poros maiores e estes mostram

mais homogéneos, tanto em tamanho quanto em distribuicdo, figura 22.

70% de porosidade / Bicarbonato de aménio

Superficie Secdo Transversal Pressao
(MPa)

191 MPa

255 MPa

Figura 22 - (Microscopia Optica) — Micrografia da amostra utilizando o bicarbonato de aménio, processo
de metalurgia do pé em pressiao 191 MPa e 255 MPa.
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Em relacdo as figuras da se¢o transversal, tanto para as amostras de 50% e 70% de
porosidade utilizando como agente espumante o carbonato e o bicarbonato de amdnio, foi
observado no processo de sinterizacdo das espumas, a diferenca na distribuigdo dos poros nas
amostras. Muitos poros ficaram segregados na regido superior e inferior das amostras
conforme figura 23. Park et al, (2001) descreve que este fato pode ser ocasionado devido a
densidade do agente espumante ser muito menor que a do pd de aco, e consequentemente os

dois tendem a segregar para o topo e regides inferiores da mistura.

Figura 23 — Amostra da espuma de aco inoxidavel 316L (a) face de topo e (b) secio transversal

When, Yamada_e Hodgson (2005), com a fabricagdo de espuma de TiZr apresentando
70% de porosidade conseguiram obter poros maiores interconectados em toda a sua amostra e
poros menores distribuidos as extremidades dos poros maiores.

A forma do poro influencia nas propriedades funcionais da sinterizagdo metalica.
Segundo Gradzka-Dahlke et. al. (2007) poros de forma mais regular e grande facilitam a

circulagdo do liquido lubrificante.

4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

v_ _ e —

4.3.1 Amostras com 50% de porosidade

As figuras 24 e 25 apresentam micrografias obtidas por Microscopia Eletronica de
Varredura das amostras fabricadas com 50% de porosidade, utilizando como agente
espumante o carbonato de amoénio e bicarbonato de amonio, respectivamente. Foi analisada a

distribuicdo dos poros na superficie e se¢do transversal para as amostras com carbonato de

- { Excluido: q
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amonio, utilizando pressdes de compactacdo de 93,6 a 286,5 MPa, figura 24 e para o
bicarbonato de amonio, utilizando pressdo de compactagdo, de 191 a 318 MPa, foi analisada a
distribuicdo dos poros na superficie e segdo transversal, figura 25, para as mesmas amostras

observas por Microscopia Optica.

50% de porosidade / Carbonato de aménio

Superficie Secio Transversal Pressao

(MPa)
93,6 MPa

. 70x HEL-AM 14 long.
155,9 MPa
218,3 MPa
286,5 MPa
":hm wag= pgx 316L-AmAT trans w-ww = 1sax  3EL-AmITlong 6;":-;;::"

Figura 24 (Micrografia Eletronica de Varredura - MEV) — amostra utilizando o carbonato de aménio, em
diferentes pressées de 93,6 MPa (a) a 286,5 MPa (g).




50% de porosidade / Bicarbonato de aménio
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Superficie Secdo Transversal

Pressao
(MPa)

191 MPa

255 MPa

318 MPa

Figura 25 — (Micrografia Eletronica de Varredura - MEV) — amostra utilizando o bicarbonato de aménio,

em diferentes pressoes de 191 MPa (a) a 318 MPa (b).
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4.3.2 Amostras com 70% de porosidade

As figuras 26 e 27 apresentam micrografias obtidas por Microscopia Eletronica de
Varredura das amostras fabricadas com 70% de porosidade, utilizando como agente
espumante o carbonato de amoénio e bicarbonato de amoénio respectivamente. Devido a
problemas experimentais, ndo foi possivel com as amostras contendo carbonato de amonio e
bicarbonato de aménio variagdo na pressdo de compactagao.

Foi analisada a distribui¢do dos poros na superficie para as amostras com carbonato de
amonio, utilizando pressdo de compactacdo 286,5 MPa, figura 26 e para o bicarbonato de
amonio, utilizando pressdo de compactacdo de 191 Mpa e 255 MPa, foi analisada a
distribuicdo dos poros na superficie e secdo transversal, figura 27, para as mesmas amostras
observas por Microscopia Optica.

Nas amostras de 70% como podemos observar a figura 26, foi encontrado pequenos
feixes de um determinado material na regido interna dos poros. Apos a realizagdo do EDS no
material foi relatado serem feixes de aluminio, podendo ter sido contaminado em algum

momento no jarro, sendo um caso isolado de contaminagao.

70% de porosidade / Carbonato de aménio

Superficie Ampliaciao Pressao

4 (MPa)

286,5 MPa

SgralA=SEL  WD= 15mm
500 % EHT = 20.00 kv LME-DEMAR-EEL-LSP

. o 15 -
Signal A = SE1 - mi
100 EHT = 2000 kv LME-DEMAR-EELASP 100 4 m

Figura 26 — (Micrografia Eletrénica de Varredura - MEV) — amostra utilizando o carbonato de aménio,
com ressao de 286,5 MPa (a) e (b).
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70% de porosidade / Bicarbonato de aménio
Superficie Secdo Transversal Pressao
(MPa)

191 MPa
200 u m 100X :\' IJ{TDE:\T\RTEL-W 200 u m 100 % ?I:“‘l 2000kv  LME-DEMAR-EEL-USP
onio icarbonato de amoénio
255 MPa

SgralA= 561 WO= 1Smm SgnalA=SEL WD = 16mm
EMT = 200000 LMEDEMAR-EEL-USP EMT = 20,00 kv LME-DEMAR-EEL-USP

Figura 27 — (Micrografia Eletronica de Varredura - MEV) — amostra utilizando o bicarbonato de aménio,
em diferentes pressoes 191 MPa (c) e 255 MPa (d).

4.3.3 Amostras Ensaio de Citotoxidade

As figuras 28 e 29 apresentam micrografias obtidas pelo MEV das amostras com 50%
de porosidade, utilizando como agente espumante o carbonato e bicarbonato de amoénio e 70%
de porosidade, utilizando como agente espumante o carbonato e bicarbonato de amdnio,
compactadas com pressdo de 286,5 MPa. Referente as amostras que foram utilizadas no

ensaio de citotoxidade, observadas em diferentes regides.
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Figura 28 — Microrafia Eletronica de Varredura — Amostras decapada de aco inoxidavel 316L +
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g % nt E 5
Acch SpotMagn Det WD 1 500 m AccY  SpotMagn  Det WD =500 um

5.0 kY
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¥

Figura 29 — Micrografia Eletronica de Varredura — Amostras decapadas de aco inoxidavel 316L + agente
espumante.

4.4 Porosimetria de Mercurio (Hg)

A tabela 9 apresenta o volume de mercurio intrudado nas amostras compactadas com
pressdo de 286,5 MPa, no intervalo de pressdo de 0 a 50 psi. Considerando esta faixa de
pressdo observam-se que as amostras de aco puro, amostras ndo porosas (grupo controle)
tiveram um menor volume de Hg intrudado, o que estd de acordo com a maior densidade
relativa obtida nessas amostras apresentada na tabela 9. As amostras produzidas com a adigdo
dos agentes espumantes apresentaram maiores volumes intrudados que as amostras de ago. No
entanto, as amostras produzidas com 70% de porosidade apresentaram volumes intrudados

menores que aqueles das amostras, produzidas com 50% de porosidade, indicando
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aparentemente uma maior fragdo volumeétrica de poros para amostras com maiores densidades
relativas, 0,5, como visto na tabela 9. Este fato pode ser explicado pelo limite de tamanho de
poro que pode ser analisado pelo equipamento utilizado para analise por porosimetria de Hg,
que ¢ de 1000 um. Observagdes por MEV mostram que as amostras contendo 70% de
porosidade, apresentam poros abertos, interconectados, maiores que 500 4 m, como mostrado
na figura 29 (g) e (h). Desta forma, os poros sdo preenchidos por Hg antes mesmo da
aplicacdo de pressdo, o que inviabiliza a caracterizag@o destas amostras por esta técnica nesta

faixa de tamanhos de poros.

Tabela 9— Volume de Hg — representando o volume deporos
Volume intrudado | Média (cm3/g) Densidade

de 0 até 50 (psi) (g/em®)

Aco Puro 0,0208 0,020 6,5907
0,0186

Carbonato 50% 0,5158 0,526 5,9575
0,5365

Bicarbonato 50% 0,4801 0,511 6,3345
0,5412

Carbonato 70% 0,2070 0,1849 6,5859
0,1629

Bicarbonato 70% 0,0826 0,094 6,7663
0,1045

4.4.1 Macroporos

As figuras 30 e 31 mostram graficos com distribui¢do bimodal, representando a

distribuicao de volume de poros dV/dlog (d) versus o didmetro de poro (& m) das amostras de

aco puro. Observam-se que existem duas faixas apresentando niveis de porosidade diferentes

com moda em 300 e 5 u m.

As figuras 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38 e 39, apresentam os graficos de porosimetria

obtidos das amostras com 50% em uma distribui¢do trimodal de poros abaixo de 1000 g m,
apresentando uma distribuigdo estreita de microporos em torno de 10 xm e duas outras
distribui¢cdes de poros, uma na faixa de 100-1000 £ m (com moda em 500 xm) e outra na
faixa de 10 a 100 gm (com moda em 20 #m). As amostras com 50% em porosidade,

utilizando bicarbonato de amonio apresentam um comportamento bastante semelhante.

- {Excluido: 1




64

As figuras 40, 41, 42 e 43, apresentam os graficos de porosimetria obtidos das
amostras com 70% em porosidade, com duas distribuigdes de poros, uma na faixa de 200 a
1000 z#m (com moda em 350 4 m) e outra na faixa de 20 a 200 £ m com moda em 50 g m.
Ja as amostras com 70% com bicarbonato de amoénio, apresentaram apenas uma distribuig@o
com poros variando de 20 a 1000 # m ¢ moda em 50 4 m.

When, Yamada, Hodgson (2005), obtiveram poros na faixa de 200 a 500 £ m, com
espumas de 70% de porosidade utilizando como agente espumante o carbonato de amonio.

Segundo os autores Kanetaki. et al. ( 2005), Dias, et al., (1993) , Barbanti, et al. (2005)
e Kawachi, et al. (2000) um alcance 6timo de tamanho de poro para materiais porosos foi
reportado como sendo de 100 a 500 £ m, percebeu-se que quanto maior o tamanho do poro do
material, maior a taxa do crescimento celular, devido a facilidade de difusdo dos nutrientes
dos fluidos orgéanicos locais, estd relacionada a necessidade de fornecer um suprimento
sanguineo ao tecido conectivo em crescimento, fator que s6 ocorre com materiais com poros

maiores que 100 # m.
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Figura 30 — Médulo representativo do tamanho dos poros — amostra aco puro
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Pore Size

—aV/dlogD ws.

[Bfa0] (p)Botp/pp

Diameter [pm)
do tamanho dos poros — amostra 50% carbonato de am

onio +

A

1v0

Figura 35 — Médulo representat

aco

—dv/dlogh wvs. Pore Size

10.800

2.600

8.400

T.200
&.000
4.300

1Bra3] (p)Both/Ap

. 600

Z.400

1.200

Diameter [p=)

onio +

bonato de am

icar|

b

amostra 50%

do tamanho dos poros —

1v0

Figura 36 — Médulo representat

aco



68

Pore Size
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Pore Size
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4.5 Picnometria (He)

A tabela 10 apresenta a massa volumétrica obtida por picnometria a gas. Como
demonstrado na tabela 11 o valor da massa volumétrica do aco medido pelo picnémetro de
gas indicia que o hélio ndo consegue penetrar completamente na estrutura porosa das amostras
fabricadas utilizando como agente espumante o carbonato e o bicarbonato de amdnio, mesmo
tendo maior facilidade de penetracao do hélio a medida que a area de exposicdo da amostra ao
gas aumenta, com os dados obtidos observa-se a existéncia de poros fechados. A densidade do
material obtida pelo ensaio de picnometria apresenta-se similar ao obtido com o ensaio de

porosimetria para todas as amostras.
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Tabela 10— Massa volumétrica obtida por picnometria a gas

Massa volumétrica — densidade — Aco (8 g/cm3)
Pressao Amostras % Densidade real Desvio
(MPa) Porosidade (g.cm'3) padrio
286,5 Aco inoxidavel puro - 6,907 + 0,087
286,5 Aco + carbonato de 50 6,491 + 0,032
amonio

286,5 Aco + bicarbonato de 50 7,089 + 0,003
amonio

286,5 Aco + carbonato de 70 6,498 + 0,006
amonio

286,5 Acgo + bicarbonato de 70 6,735 +0,014
amonio

4.6 Ensaio de Citotoxidade

4.6.1 Ensaio MTT

Amostras de ago puro ¢ amostras de ago, utilizando como agente espumante o carbonato
de amonio e o bicarbonato de amoénio foram levadas para o ensaio de citotoxidade para avaliar
a resposta celular das células 1.929 cultivada sobre ambas as amostras, por periodos de 24, 48
e 72h. Ao termino de cada periodo, foi realizado o ensaio de MTT.

Os resultados obtidos apds analise do teste de citotoxidade demonstram que todas as
amostras ensaiadas ndo foram toxicas para a cultura de fibroblastos.

A Figura 44 apresenta os resultados dos ensaios de citotoxidade, os resultados mostram
uma reducdo significativa (p < 0,01) de cultura celular sobre as amostras com 50% de
porosidade com carbonato de amoénio, no tempo de 24 horas, para as demais amostras a
diminui¢do ndo foi significativa (p > 0,05). No periodo de 48 horas, houve uma redugéo
significativa (p < 0,01) de cultura celular sobre as amostras de ago puro (ndo porosa), 50% de
porosidade com carbonato de aménio e 70% de porosidade com bicarbonato de amonio, nao
houve diminuigdo significativa para as amostras com 50% de porosidade com bicarbonato de
amoénio e 70% de porosidade com carbonato de aménio (p > 0,05). No periodo de 72 horas,
houve uma redugio significativa apenas para as amostras de aco puro (ndo porosa) (p < 0,05).
O filtro foi comparado ao grupo controle (células) e a luva ndo obteve nenhum

desenvolvimento celular.
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Quando s3o comparados os grupos aco puro (amostra ndo porosa) € ago com agente
espumante, verifica-se que o aco tem uma queda significativa no periodo de 48h chegando a
40% de viabilidade, ocorrendo uma recuperagdo no periodo de 72 h, para as amostras com
50% de porosidade com bicarbonato a viabilidade chega a 100% e para as demais amostras a
viabilidade esta acima de 100%, ocorrendo uma recuperagdo no periodo de 72 h apenas para

as amostras com 50% de porosidade com bicarbonato de aménio.
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Figura 44 — Ensaio de citotoxidade - células cultivadas sobre as amostras de aco puro e com agentes
espumantes
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4.6.2 Microscopia Eletronica de Varredura

A andlise das micrografias obtidas por MEV revela a presenca de células sobre as
amostras de ago, bem como nas amostras, utilizando como agente espumante o carbonato de
amonio e bicarbonato de amonio. As micrografias apresentam areas destacadas que estdo em
menor aumento, representando o mesmo material acima da figura que estd em maior aumento.

Na figura 45 (A) € possivel observar um espalhamento da célula, ocorrendo interagio
com o material. Na figura (C), observa-se menor aumento do mesmo material, verificando-se
que as células estdo no interior do poro. Na figura (B) observa-se também um espalhamento
da célula, ocorrendo interagdo no material. Na figura (D) observa-se menor aumento do
mesmo material, porém verificou-se que as células estdo alojadas na superficie, assim como ¢

observado também nas figuras (E) e (G). Na figura (F) observa-se um maior espalhamento e
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uma maior aderéncia ao material. Na figura H observa-se menor aumento do mesmo material,

verificando-se que as células estdo no interior e ao redor dos poros.

50% de porosidade/ Bicarbonato/ 48h | 50% de porosidade/ Carbonato/ 48h

) um 20 ym
14.4 UFSCar - DEMa - LCE - TMP 0 1600x SE | SCar - DEMa - LCE - THP

.Y

50% de porosidade/ Bicarbonato/72h | 50% de porosidade/ Carbonato/ 72h
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Figura 45 - Microscopia de varredura. Proliferacio de células 1292, apos incubacgio por 48 horas (a-c)
pastilhas recobertas com 50% (B) de porosidade; (b-d) 50% (C) de porosidade. Apés incubagdo por 72
horas (e-g) pastilhas decapadas com 50% (B) de porosidade; (f-h) 50% (C) de porosidade. (i) pastilhas de
aco apos incubagio com as células por 48 horas; (j) pastilhas de ago apés incubacdo com as células por 72
horas.

Nas figuras (I) e (J), € possivel observar o crescimento e um pequeno espalhamento
das células sobre a superficie do material.
Na figura 46 (K) e (M) quase ndo ¢ possivel observar um espalhamento da célula,

ocorrendo interagdo da célula com o material. Na figura (L) observa-se um espalhamento da
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célula, ocorrendo interacdo no material. Na figura (N) observa-se menor aumento do mesmo
material, verificou-se que as células estdo alojadas na superficie. Nas figuras (O) e (Q),
também observou-se auséncia de células no material. Na figura (P) observa-se um pequeno
espalhamento e aderéncia da célula no material. Na figura (H) observa-se menor aumento do

mesmo material, verificando-se que as células estdo no interior dos poros.

70% de porosid
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/1) '—| 10 pm
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(k-m) pastilhas recobertas com 70% (B) de porosidade; (I-n) 70% (C) de porosidade. Apés incubag¢io por
72 horas (0-q) pastilhas decapadas com 70% (B) de porosidade; (p-r) 70% (C) de porosidade.

Pode-se observar que as amostras com 50 e 70% de porosidade, utilizando como agente
espumante o carbonato de amonio, em 48h de incubag@o as células desenvolveram-se e apds o
periodo de 72h as células apresentaram filamentos para a ramificagdo, ja havendo
espalhamento. O que ndo ocorreu para as amostras utilizando 50% bicarbonato ¢ 70% de
bicarbonato, ndo havendo presenca de células nas amostras.

Segundo os autores Kanetake et al. (2003), Dias et al. (1993), Barbanti et al. (2005) e
Kawaki (2000) um alcance 6timo de tamanho de poro para materiais porosos foi reportado

como sendo de 100 a 500  m, percebeu-se que quanto maior o tamanho do poro do material,

maior a taxa do crescimento celular, devido a facilidade de difusdo dos nutrientes dos fluidos
organicos locais, estd relacionada a necessidade de fornecer um suprimento sanguineo ao
tecido conectivo em crescimento, fator que s6 ocorre com materiais com poros maiores que
100 gz m.

Isto explica o fato do crescimento das células serem mais evidentes nas amostras com
70% de carbonato, estas amostras apresentam faixas de poros proximos destes tamanhos.

A interagdo das células com as superficies dos materiais ¢ de extrema importancia na

efetividade de implantes médicos, podendo definir o seu grau de rejei¢do. A superficie
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quimica do material pode definir a resposta celular ao material e, de certa forma, afetar a
ades@o celular, proliferagdo, migracdo e funcdo das células (CRAIGHEAD et al.,
2001;BOYAN et al., 1996; DEE et al., 1998; LAUFFENBURGER et al., 1996).

O conhecimento dos mecanismos basicos de interagdo célula-material ¢ um melhor
entendimento dos processos a nivel celular durante a adesdo podem colaborar para
o desenvolvimento de novos biomateriais e para o desenvolvimento de novos
produtos biomédicos (KUMARI et al., 2002).

Pelo grafico obtido, figura 44, as amostras que mostraram-se mais viaveis foram
aquelas que ndo apresentaram células na superficie das amostras nas analises de MEV. Essa
situagdo explica o fato das células terem tido um crescimento significativo, como observado
no grafico das amostras de aco puro no periodo de 72h e uma diminuigdo das células
incubadas apds o periodo de 24h para as amostras utilizando como agente espumante o
carbonato e o bicarbonato de amonio.

A figura 47 representa o funcionamento deste processo de interagdo do meio de
cultura com o material estudado, através de um desenho esquematico. O processo inicia-se
com a figura de uma amostra ocupando um poco de uma placa de 24 pocos, utilizada para

cultura celular.

Figura 47 — Desenho esquemitico- Amostra emplacada
Fonte: Releitura do desenho do meio de cultura com o material estudado (Making tissue
engineering scaffolds work, v. 5, p. 29-40, 2003)

A figura 48 representa o meio de cultura com células 1929, colocado sobre a amostra,
e apos periodo de incubagdo por diferentes tempos as células comegam a desenvolverem-se €

a migrar para o interior dos poros do material.
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Figura 48 — Desenho esquemitico — Meio de cultura sobre amostra
Fonte: Releitura do desenho do meio de cultura com o material estudado (Making tissue
engineering scaffolds work, v. 5, p. 29-40, 2003)

A figura 49 representa a leitura da cultura ap6s o periodo de incubagdo de diferentes
tempos. As células que sobraram para a contagem foram as que ficaram no interior da placa
apos a retirada do material. Observa-se que algumas células ficaram aderidas a pastilha que
foi para o MEV. Em alguns casos, como podemos observar o aumento no grafico para as
amostras com ago puro em 72h no grafico e a falta de células nas amostras conforme
observado pelo MEV, foi devido as células ndo aderirem totalmente as amostras e escoarem
para o fundo do pogo. Quando foi realizada a leitura, as amostras encontravam-se todas no
fundo do pogo, por isso o aumento foi significativo. Ao contrario quando ¢ observada uma
diminui¢do nas no grafico, pode-se considerar que as células encontram-se presentes no
material, ndo sobrando muitas no fundo do pogo para a contagem. Quando levada para o

MEV, podemos visualiza-las facilmente.

‘ u l—""k#b‘\ O

Figura 49 - Meio de Cultura apés a retirada do material
Fonte: Releitura do desenho do meio de cultura com o material estudado (Making tissue engineering
scaffolds work, v. 5, p. 29-40, 2003)
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Ao compararmos os resultados de citotoxidade e microscopia de varredura verificamos
que de acordo com o modo de cultivo das células com as amostras, a interagdo das células
com o material foi influenciada pelo tipo de agente espumante.

As amostras que apresentaram melhor viabilidade foram aquelas que pela técnica de
MEYV, possuiam células entre os poros ou em divisao celular, cobrindo o material. Importante
ressaltar que as células como demonstrado no desenho esquematico estavam inicialmente em
suspensdo e apds 24h ja se encontravam interagindo com o material, as células que
encontram-se fora da superficie da amostra, tiveram proliferagdo normal como constatado nos
graficos de citotoxidade, nos quais observa-se um aumento proporcional da atividade celular

em relacdo ao controle.
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5 Conclusiao

Foram produzidas com sucesso amostras em aco inoxidavel 316L sinterizadas,
utilizando pressdo de compactagdo 286,5 MPa com densidades relativas de 0,3 e 0,5
utilizando o processo de metalurgia do pd e agentes espumantes carbonato e bicarbonato de
amonio.

Micrografias obtidas pelo MEV das amostras com 50% e 70% de porosidade com
carbonato e de bicarbonato de amodnio, demonstraram que as amostras exibiram estrutura
celular aberta com poros interconectados. As amostras produzidas com 70% de porosidade
apresentaram poros maiores € mais homogéneos em tamanho e distribuicdo. Ja as amostras,
produzidas com 50% de porosidade, apresentaram-se mais heterogéneas, tanto em tamanho
quanto em distribui¢do, contendo poros maiores e poros menores distribuidos ao seu redor.

Ja em tamanho de poros, segundo a literatura estudada, quanto maior o tamanho do poro
do material, maior a taxa do crescimento celular, a amostra produzida com 70%, utilizando
como agente espumante o carbonato de amoénio, apresentou duas distribui¢des de poros, uma
na faixa de 200 a 1.000 pm (com moda em 350 um) e outra na faixa de 20 a 200 pm com
moda em 50 um. Diante deste fator, foi a amostra que obteve melhor resultado diante da
cultura de células: em 48 h de incubagdo as células desenvolveram-se e apos 72 h ja haviam
sido aderidas e espalhadas no material.

Ao compararmos os resultados de citotoxidade e microscopia de varredura verificamos
que de acordo com o modo de cultivo das células com as amostras, a interagdo das células
com o material foi influenciada pelo tipo de agente espumante e tamanho dos poros.

Vale ressaltar que os fibroblastos, em contato com as amostras, houve adesdo,
proliferacdo, migracdo e viabilidade celular nos intervalos de cultura estudados, porém em
menores propor¢des do que os controles e que o material ndo liberou nenhuma substancia
toxica que atrapalhou o crescimento das células.

A técnica empregada e as amostras produzidas apresentam viabilidade para aplicagoes

em implantes ortopédicos.
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