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Resumo

A rejeicéo e a infe¢do bacteriana sdo dois dos maiores problemas em implantes
ortopédicos, e por isso osteointegracdo e efeitos antibacterianos devem ser dois requisitos
deste tipo de implante. O objetivo deste trabalho é a deposicdo de filmes finos de
hidroxiapatite (HA) dopados com prata (HA/Ag), com flGor através da utilizacdo de
poli(tetrafluoretileno) (HA/PTFE) e ambos o0s materiais (HA/PTFE/Ag) e, apos
caracterizacdo fisico quimica avaliar da sua capacidade combinada de ser osteointegrador e
ter efeito antibacteriano perante Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Bacillus
cereus. Simultaneamente foi avaliada a influéncia da composi¢do quimica e da rugosidade
dos substratos usando para o efeito o aco inoxidavel 316L e o Ti cp4 com rugosidade
nanometrica e micrométrica.

Os filmes finos, com espessuras entre os 160 e os 450 nm foram depositados
por pulverizacdo catddica r.f. magnetrdo. O teor de elemento dopante foi de 7%at. Ag,
50%at. F e 6%at. Ag/50%at. F. A analise estrutural evidenciou o facto de quase todos os
revestimentos serem nanocompositos, com matriz amorfa de HA, com uma distribuicao
das fases cristalinas nem sempre uniforme. Os filmes que foram codepositados com PTFE
como fonte de F apresentam como fase maioritaria o fluoreto de célcio.

Os filmes finos tém maior capacidade osteointegradora, de acordo com 0s
testes in vitro com solucdo de Hank, do que qualquer um dos substratos ndo revestidos,
sendo que o melhor desempenho foi conseguido com as superficies contendo F: HA/PTFE
e HA/PTFE/Ag.

Os testes microbianos evidenciaram que a Unica estirpe de bactérias contra a
qual as superficies foram eficazes foi a Staphylococcus epidermidis e que o revestimento
com melhor desempenho foi 0 HA/Ag, seguido pelo filme fino HA/PTFE/Ag.

No global, o revestimento que, com sucesso, consegue conjugar uma boa

capacidade osteointegradora com atividade antimicrobiana é o HA/PTFE/Ag.

Palavras-chave: Hidroxiapatite, Prata, Fluor, Filmes finos, Efeito
antibacteriano, Pulverizacdo catddica.
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Abstract

Bacterial infection and biological rejection are two major problems in
orthopedic implants and therefore osteointegration and antibacterial effects should be two
major requirements of the implant. The objective of this work is the deposition of
hydroxyapatite thin films (HA) doped with silver (HA/Ag), fluorine from
poly(tetrafluoroethylene) (HA/PTFE) and both (HA/PTFE/AQ) by sputtering. After an
extensive physic chemical characterization the modified surfaces were tested in their
ability to cause osteointegration (by in vitro tests in Hanks solution) as well their ability to
inhibit bacterial proliferation with three starins Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus cereus. Simultaneously it was assessed the influence of substrate
chemical composition and roughness by using 316L stainless stell and Ti cp4 with nano
and micro rough surface.

The thin films, thickness between 160 and 450 nm were deposited by r.f
magnetron sputtering. The amount of doped element was of 7 at% Ag, 50 at% F and 6 at%
Ag/50 at% F. The microstructural analysis revealed the fact that almost all coatings are
nanocomposites with an amorphous matrix of HA and that the distribution of the
crystalline phases is not always homogenous. The coatings codeposited with PTFE, as the
source of F, present as major component calcium fluoride.

All the modified surfaces are better osteointegrator than any of the uncoated
substrates. The best performance was achieved by the surfaces with F: HA/PTFE and
HA/PTFE/Ag.

The microbiological tests showed that the only bacterial strain to be inhibit by
the modified surfaces was Staphylococcus epidermidis and that the coating with the best
result was HA/Ag followed by HA/PTFE/Ag.

Considering the overall characterization the coating that, simultaneously, is
able to induce osteiointegration and antibacterial activity is HA/PTFE/Ag.

Keywords Hydroxyapatite, Silver, Fluor, Thin films, antibacterial
effect, Sputtering.
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au ) ) .
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INTRODUCAO

O titénio (Ti) e suas ligas sdo dos materiais mais utilizados em implantes
ortopédicos devido a sua compatibilidade bioldgica e resisténcia mecénica, entre outras
propriedades. Nesta aplicacdo especifica a osteointegracdo entre implante e 0 0Sso e a
auséncia de infecdes apds implante sdo fatores preponderantes para sucesso do
procedimento cirdrgico.

O presente trabalho tem como objetivo a producdo e caracterizacdo de filmes
finos de hidroxiapatite (HA) e HA dopado com agentes considerados antibacterianos,
como a prata (Ag) e o fluor (F). Ao comparar o0 desempenho dos diferentes revestimentos é
estudado qual a superficie que, concomitantemente, poderd apresentar uma boa
osteointegragéo e um efeito antimicrobiano apropriado.

Os revestimentos sdo depositados por pulverizacdo catodica r.f magnetrdo a
partir de um alvo de HA nédo dopado e dopado com Ag, com poli(tetrafluoretileno) (PTFE)
e com os dois materiais simultaneamente, dando origem a quatro superficies quimicamente
distintas. Os revestimentos foram caracterizados quanto a composicdo quimica,
morfologia, topografia, carga superficial, estrutura cristalina, ligacbes quimicas e
molhabilidade. O seu comportamento in vitro, em solucdo balanceada de Hanks, permite
aferir da sua capacidade osteointegradora e a sua atividade antibacteriana foi avaliada
quanto a sua capacidade de inibir o crescimento e a formacdo de um biofilme em trés
estirpes bacterianas: Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis e Bacillus cereus.

Os filmes foram depositados sobre Ti com diferentes rugosidades e aco
inoxidavel 316L (AISI) com o intuito de avaliar a influéncia da rugosidade do substrato no
desempenho final dos revestimentos, bem como aferir da possibilidade de substituir as
ligas de titanio por aco 316L, material, economicamente, mais vantajoso.

A presente dissertacdo é composta por trés capitulos seguidos das principais
conclusdes consequentes do trabalho de investigacdo realizado. No primeiro capitulo é
apresentada uma breve revisdo bibliografica que aborda, sucintamente, os materiais
utilizados e as capacidades osteointegradora e antimicrobiana de revestimentos a base de
HA. No segundo capitulo sdo, resumidamente, descritos o0s materiais, técnicas e
equipamentos utilizados ao longo do trabalho. No ultimo capitulo sdo apresentados e

discutidos os resultados.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Metais como Materiais Ortopédicos

Um biomaterial para ser ideal numa utilizagdo ortopédica deve ter uma
densidade relativamente baixa, pouca ou nenhuma citotoxicidade, elevada resisténcia a
fadiga e corrosdo, boa estabilidade quimica e biocompatibilidade com o tecido 6sseo [1].
Os metais e as suas ligas tém boas propriedades mecanicas, como elevado modulo de
elasticidade, resisténcia a fadiga e ductilidade o que faz deles uma classe de material ideal
para implantes sujeitos a cargas.

O titanio &, de entre 0s metais, um dos mais utilizados para este fim, pois tem
uma densidade baixa (4507 Kg.m™), apresenta propriedades mecanicas semelhantes as do
0SS0 e € resistente a corrosdo. De entre os mais utilizados para implantes 6sseos, e que sdo
reportados na literatura como sendo mais biocompativeis, encontra-se o Ti comercialmente
puro grau 4 (Ti cp4) e a liga de Ti com 6% ponderal (%pd.) de aluminio e 4% pd. de
vanadio (Ti-6Al-4V). A selecdo destes dois materiais deve-se, essencialmente, a formacao
de um filme de 6xido estavel e protetor na superficie do implante de Ti logo que este entra
em contacto com o oxigénio, o que ird impedir o encapsulamento do implante por tecido
fibroso e melhorar a sua resisténcia a corrosdo [2]. O problema surge com a destruicéo
desta camada de Oxido, o que ocorre com alguma frequéncia uma vez que este tipo de
implante estd sujeito a grandes cargas, friccdo e desgaste. Outro fator que pode causar
problemas no revestimento de 6xido é a composicdo quimica dos fluidos biol6gicos, uma
vez que estes contém aminoacidos e proteinas que tendem a acelerar a corrosdo (figura
1.1). Além deste efeito ha a considerar o da variacdo dos valores de pH, que em condicdes
normais oscilam entre 7,35 e 7,45, uma vez que nos tecidos duros estes podem baixar até
5,2 aguando da colocagdo do implante e manter-se nesse valor durante cerca de duas
semanas. Para valores acidicos de pH é normal ocorrer desnaturacéo proteica que pode, em
casos extremos, desencadear o processo de resposta imunoldgica do organismo,
culminando com a rejei¢do do implante. Deste modo, quando o implante & base de Ti estd a
ser solicitado, e em contacto com fluidos corporais, fica mais propicio a corrosdo

libertando para o meio ides Ti, que facilmente interagem com iGes organicos. Estas
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variagdes provocam alteragdes no tecido circundante do implante, o que, se em quantidade

significativa, pode induzir toxicidade e alergias [3].

Desgaste

Corrosao sem
desgaste

Compatibilidade de
tecido duro

Figura 1.1 - Problemas possiveis em materiais metalicos como implantes ortopédicos [adaptada de 3].

Outra desvantagem da utilizacdo de metais como implantes ortopédicos é a sua
pouca bioatividade, que leva alguns autores a classificar este material como bioinerte, o
que é consequéncia de uma ligacdo mecéanica entre implante e tecido, mas ndo uma ligagéo
bioldgica. Esta adesdo implante/tecido é dependente em grande escala das caracteristicas
superficiais do implante, tais como propriedades quimicas, topografia e rugosidade [4].
Além do Ti, também outros materiais metalicos sdo utilizados para implantes
ortopédicos, como o aco inoxidavel, sendo o aco 316L um dos mais utilizados em
biomedicina. Este é de facil maleabilidade, tem uma boa resisténcia & corrosdo devido a
formacdo de uma camada de 6xido de cromio na superficie e é considerado biocompativel
em aplicacdes ortopédicas, apresentando como grande vantagem em relacdo ao Ti 0 seu
baixo custo. A grande desvantagem esta na libertacdo de ides de ferro, niquel e crémio
como produtos da sua corrosao, que se mostraram ser carcinogénicos e alergenicos para o
organismo humano [5,6].

A corroséo, causada pelo meio, pode levar ao enfraquecimento e falha do
implante, além de, como ja referido, poder causar a libertacdo de ides nocivos para 0s
tecidos ao seu redor. Por estes motivos, uma das estratégias mais utilizadas para minimizar
os problemas tem sido o da modificacdo de superficies, onde a deposicdo de um

revestimento sobre a superficie do implante pode ajudar a melhorar a resisténcia ao
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desgaste, a corrosdo e também a sua osteointegracdo e bioatividade, sem afetar
negativamente as propriedades do metal [7,8]. De entre os materiais que podem ser
utilizados com este objetivo, sem duvida que a hidroxiapatite é, devido as suas

caracteristicas biomiméticas com a parte inorgénica do 0sso, uma das escolhas 6bvias.

1.2. A Hidroxiapatite e a Osteointegracgao

Osteointegracdo € a ligacdo bioldgica entre implante e osso quando, em torno
do implante, se forma tecido 6sseo mas sem formacdo de tecido fibroso, acontecimento
que ocorre naturalmente quando se desencadeia uma resposta inflamatdria e que pode
conduzir a rejeicdo do implante por parte do organismo. Para auxiliar este processo
biologico, aquando da implantagdo de biomateriais, normalmente recorre-se a
bioceramicos como a hidroxiapatite (HA) (Ca10(PO4)s(OH),). Este material € o principal
componente mineral do osso e da dentina, caracterizado por ser osteocondutor e
osteoindutivo, e por isso tem as mais variadas aplicacdes na satde [1,5]. A sua presenca é a
solugéo para promover a osteointegracdo entre osso/implante, incentivando a formacéo de
0sso em redor do biomaterial. A osteointegracdo € um processo complexo que se inicia
com a dissolucdo de HA, reprecipitacdo, troca de i6es, ligacao, proliferacdo e diferenciacdo
celular que levam a formacdo da matriz extracelular (figura 1.2). Na literatura é afirmado
que uma estrutura porosa, rugosa e texturada influencia positivamente a adeséo,
crescimento e diferenciacdo celular e que estes fatores ocorrem melhor numa superficie

revestida com HA do que ndo revestida [1].

Implante Implante
Bioinerte Bioativo

Figura 1.2 - Diferenca da interface implante/osso com biomateriais bioinerte e bioativo [Adaptada de 11].
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Por tudo isto, a forma sintética de HA, muito semelhante estrutural e
quimicamente com a fase mineral do osso e da dentina, € o material mais utilizado em
implantes e esta extensamente estudada para aplicacbes médicas. As principais utilizaces
incluem o preenchimento de defeitos 6sseos, revestimento fino de metais para melhorar a
biocompatibilidade, ou seja, para promover a rapida osteointegracdo em implantes
metalicos [12,13]. Também é referenciado na literatura disponivel que este sucesso da HA
como material de revestimento para melhorar a osteointegracdo se deve a libertacdo de
Ca®* e PO4**, que incentivam a resposta celular, que é o principal objetivo do revestimento
de implantes de Ti [2].

A razdo de HA ser um material utilizado principalmente sob a forma de
revestimentos e ndo como o implante macico em si é baseada na sua fragilidade quando
exposta a cargas, a sua alta taxa de dissolu¢do em ambiente biol6gico e a pobre resisténcia
a corrosdo em ambiente &cido [7]. Contudo, o0 sucesso a longo prazo destes implantes
depende ndo s6 da sua osteointegracao entre implante/osso, mas também da prevencéo de
infecdes bacterianas ap6s implantacdo, que € um dos maiores problemas a nivel de

dispositivos médicos internos [14].

1.3. Prata

A prata é um metal que se encontra na natureza em estado puro e apresenta um
excelente poder de reflexdo da luz de onde tem origem o seu simbolo quimico, Ag, que
vem do latim argentum, que significa clara e brilhante. E o metal com melhor
condutividade elétrica e térmica, € ductil e maleavel e é utilizada ha milhares de anos pelo
Homem. Na antiguidade foi muito utilizada para preservacdo de agua e vinho, mas também
em joias e moedas. A sua primeira utilizagdo na medicina, descrita cientificamente,
ocorreu em 1884 quando se juntou 1% de nitrato de prata a uma solugdo ocular para a
prevencdo de conjuntivite neonatal. Desde cedo os ifes de Ag mostraram efeito tdxico em
bactérias, fungos e virus sem elevada toxicidade para o ser Humano, e por isso é
atualmente usada em pensos para feridas externas, desinfetante de equipamentos medicos e

também antibioticos [15].
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1.3.1. A Prata e o seu Efeito Antibacteriano

Um dos maiores problemas apds colocagdo de implantes € a infecdo, resultado
da adesdo e colonizacdo bacteriana seguida pela formagdo de uma camada de biofilme
(figura 1.3). A colocacdo de um implante afeta 0 mecanismo de defesa do hospedeiro ao
danificar as barreiras epiteliais [16,17]. O tecido hospedeiro e 0s micro-organismos
competem pela superficie do implante, se o organismo conseguir vencer a invasdo dos
micro-organismos com uma resposta eficiente a infecdo ndo ocorre, 0 que impede a
colonizacdo. O periodo decisivo para o sucesso a longo prazo do implante sdo as primeiras
seis horas ap0s a implantacdo, pois durante este periodo o implante estd particularmente
recetivo a colonizagdo de bactérias na sua superficie [18]. As principais fontes de infecbes
sdo a atmosfera ambiente da sala de cirurgia, o equipamento cirdrgico, as roupas dos
profissionais de salde ou até bactérias residentes na pele ou organismo do paciente [8]. As
complicacBes causadas pela infecdo ao redor do implante reduzem a taxa de sucesso em
cirurgia ortopédica e trauma, levam a insatisfacdo do paciente e a enormes custos medicos,
dado que ha necessidade de remogdo do implante e da colocacdo de novo implante [19].
Acresce ainda o facto de este segundo implante ter mais 40% de hipotese de infecdo do que

0 primeiro [14].

1 2 3 ‘/
Ligacao Crescimento Dispersao / éy
\

Smnerficie do imnlante
_—

Figura 1.3 - Formacdo de um biofilme sobre um implante [Adaptada de 20].

Devido a infecdo bacteriana ap0os colocacdo do implante ser uma complicagao
ascendente muito significativa, varias sdo as tentativas para reverter e combater a infecéo.
O método mais tradicional € o uso de antibioticos, mas este, para além de causar toxicidade

sistemica, nem sempre é eficaz no combate a proliferacdo bacteriana na superficie do
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material implantado ndo conseguindo prevenir contra infecdes pos-cirdrgicas a longo prazo
[21]. Para matar as bactérias num biofilme seria necessario 1000 vezes a dose de
antibiotico necessario para alcancar o mesmo efeito numa suspensdo celular e, mesmo
assim, ha bactérias, tais como Staphylococcus epidermidis, que tém capacidade de iludir a
defesa imunoldgica e a terapia por antibidticos [11,21]. Devido a estas desvantagens dos
antibioticos, a pesquisa foi também direcionada para o desenvolvimento de materiais
resistentes a bactérias, superficies sintéticas e revestimentos resistentes a colonizacao
bacteriana [19,22].

Este problema da infecdo pode entdo ser reduzido ao utilizar um material
antibacteriano na superficie, como prata, Ag, cobre, Cu, e zinco, Zn, mas, tendo em
consideracdo que tanto 0 Zn e o Cu levam a uma diminuicao da resisténcia a corrosdo por
parte do Ti, a prata é o material mais indicado. A prata é conhecida por apresentar efeitos
bactericidas, bem como um amplo espectro de atividades antibacterianas [9,23]. Existem
diferentes formas de prata que lhe conferem diferentes graus de propriedades
antibacterianas (metéalica, ionica, nanocristalina) [10]. Um dos modos de a prata poder
causar inativacdo bacteriana é por ligacdo ao ADN microbiano, prevenindo a replicacdo
dos micro-organismos [22]. Outras vias incluem a perfuragéo das membranas celulares das
bactérias, ou a ligacdo aos grupos tidis de aminoacidos e de proteinas levando a sua
inativacdo [19]. As bactérias mostram ter pouca capacidade para desenvolver resisténcia a
Ag e por isso esta consegue ter um efeito inibitorio de bactérias a concentragdes minimas e
sem efeitos toxicos para as células. Acresce o facto de que materiais dopados com Ag
mostraram também capacidade de ajudar na cicatrizacdo de feridas, reduzindo a
inflamacéo e granulacdo do tecido, auxiliando, deste modo, a reparacédo epidérmica [24].

Na ultima década houve um forte crescendo da pesquisa de nanoparticulas de
prata para prevencdo de infecdes, esta tem uma forte toxicidade para uma larga gama de
micro-organismos e por isso é um material muito utilizado em aplicacGes antibacterianas
[9]. Estes resultados sdo comprovados em alguns estudos ja feitos anteriormente, que
mostram que incorporacdo de prata em biomateriais tem sucesso a diminuir a ligacéo de
bactérias a superficie do material. Por todos os motivos referidos, a prata & um bom
material para incorporar em superficies de hidroxiapatite [12,25]. Contudo, o excesso de
Ag no organismo pode levar a problemas a nivel de saide do hospedeiro, porém na

literatura é referido que revestimentos com quantidade de Ag iguais ou inferiores a 5 %pd.
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ndo apresentam toxicidade para o organismo e que valores de Ag no sangue até um valor
de 200 ppb ndo sdo incomuns, uma vez que 0 ser humano ingere pequenas quantidades de
Ag diariamente, que, posteriormente, serdo reabsorvidas pelo intestino e outras seréo

excretadas pelo figado [10,24].

1.4. Flaor

Este elemento quimico nunca ocorre na natureza na sua forma pura. Muitos
cientistas trabalharam na separacdo deste elemento a partir dos varios compostos que 0
continham, mas sé em 1886 o quimico Henri Moissan teve sucesso. Este elemento
pertence ao grupo 17 da tabela periddica, e é, deste grupo, o elemento mais reativo uma
vez que reage com quase todos os outros elementos, exceto 0s gases inertes. Elemento
muito utilizado em dentifricos pois sdo eficazes na prevencdo dentaria, uma vez que
tornam o dente mais forte e resistente a deterioracdo. Na literatura disponivel é afirmado
que este elemento em excesso pode causar irritacdo grave nas vias respiratorias, podendo
levar até a morte [26].

Alguns dos estudos feitos sobre revestimentos de HA focaram a incorporacgao
de flGor, na estrutura de hidroxiapatite, Caig(POa)2Fx(OH).-, onde o0s ides F~ substituem os
grupos OH". Os resultados mostram que ao incorporar flior é possivel melhorar as
caracteristicas da hidroxiapatite que por vezes restringem a sua aplicacdo na medicina,
como por exemplo as suas pobres propriedades mecénicas [13,27]. HA parcialmente
substituida por F tem sido alvo de alguma investigacdo devido a presenca consideravel de
HA parcialmente fluoretada em ossos e dentes. O fluor promove a mineralizacdo e
cristalizacdo de fosfato de célcio no processo de desenvolvimento dental e 6sseo, melhora
também a diferenciacdo de osteoblastos em cultura celular. Adicionalmente, os
revestimentos de HA com F conseguem fornecer niveis de F suficientemente baixos para
melhorar a formacgdo de o0sso agindo em redor das células, incrementando a ligacéo celular
[27,28].

Na literatura disponivel é referido que este tipo de revestimento é uma boa
alternativa a revestimentos de HA puro devido a sua comparavel biocompatibilidade e
bioatividade, melhor estabilidade aguando em ambientes fisioldgicos e a sua boa atividade

antibacteriana, uma vez que a libertacdo de i6es F', por parte do revestimento, pode atuar
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como agente antimicrobiano ao afetar o metabolismo microbiano, levando a reducéo do

crescimento e proliferacdo bacteriano na superficie do implante [29,30].

1.5. Modificagao de Superficies

Sdo varios os métodos utilizados para integrar prata ou fluor na hidroxiapatite,
como por exemplo, o método sol-gel [19], a deposicdo eletroquimica [16], a deposi¢do
assistida por feixe i6nico (IBAD do inglés “ion beam assisted deposition”) [12,17], a
sintese mecéanica (MA do inglés “mechanical alloying”) [27] ou a deposi¢do por laser
pulsado (PDL do inglés “Pulsed Laser Deposition”) [9,10]. Neste trabalho a pulverizacao
catddica ou “sputtering” foi 0 método escolhido por ser um método fisico e ndo quimico,
devido a sua capacidade de depositar revestimentos com boa adesdo em substratos
metalicos, pureza elevada do processo e pelo facto de permitir combinacGes de materiais
ndo possiveis em outras técnicas, de acordo com o concluido num estudo realizado por
Chen et al. [22] Deposicdo catddica, técnica classificada como deposicao fisica em fase de
vapor (PVD, do inglés “Physical Vapor Deposition”), compreende trés fases: a
transformacéo do material a depositar para vapor, o transporte desse material transformado
para a superficie do substrato e a condensacdo do vapor na superficie do substrato,
formando o filme [1].

O seu funcionamento passa por um campo elétrico gerado entre o substrato
(&nodo) e o(s) alvo(s) (catodo), numa camara sob atmosfera controlada onde é introduzido
um gés, normalmente Argon por ser um gas inerte e também por garantir uma taxa de
pulverizacdo adequada para quase todos os elementos quimicos. O argon sujeito a um
campo elétrico ioniza, o que origina o plasma, que ao bombardear o alvo faz com que os
atomos sejam ejetados e se depositem no substrato formando o revestimento (figura 1.4).
Esta técnica pode também usufruir de um sistema magnetrdo que consiste na aplicagédo de
um campo magnético que ira forcar os eletrGes a descrever uma trajetoria helicoidal até ao
alvo que fara com que a distancia percorrida por estes seja muito maior aumentando assim
a probabilidade de colisdo com os atomos de gas e por consequéncia melhor ionizagédo
deste. A fonte utilizada na pulverizacdo catddica pode ser continua, para materiais

condutores, ou de radio frequéncia, para materiais ndo condutores [31].
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Figura 1.4 - Sistema da pulverizacdo catddica para materiais ndo condutores [Adaptada de 32].

1.5.1. Revestimentos de HA dopados

No que concerne a revestimento de HA dopados com Ag, W. Chen et al
investigaram o efeito antibacteriano e citotdxico in vitro de um revestimento, depositado
por pulverizacdo catodica, contendo HA e Ag (2 %pd.), tendo concluido que havia uma
reducdo de bactérias bastante significativa quando em comparagdo com um revestimento
unicamente formado por HA e que a alteracdo de citotoxicidade ndo era preocupante [22].
Dois anos depois, Chen et al procuram caracterizar um revestimento de HA contendo Ag
(0-5 %pd.) preparado por pulverizacdo plasmatica quanto a sua antibactericidade e
citotoxicidade. O revestimento era efetivo na inibicdo da Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus e ndo foram observadas citotoxicidade e hemdlise
significativas [23]. Em 2010 Jelinek et al testou o efeito antibacteriano de camadas de HA
dopadas com diferentes quantidades de Ag, de 0 a 14 %at.. Neste estudo utilizou a técnica
de deposicdo por laser pulsado e concluiu que a camada com melhor efeito antibacteriano
era a que continha apenas 1,2 %at. de Ag. O mesmo estudo levou os autores a afirmar que
a estrutura do filme, amorfo ou cristalino, ndo tinha influéncia na eficacia antibacteriana
[9]. No mesmo ano, Ando et al desenvolveram um revestimento, por pulverizagéo térmica,
de fosfato de célcio contendo Ag (3 %pd.) e avaliaram a sua eficacia antibacteriana e
seguranca bioldgica. A superficie modificada suprimiu por completo o crescimento de

algumas bactérias, tais como Escherichia coli e Staphylococcus aureus e diminui o nimero
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de bactérias aderente & superficie do revestimento sem apresentar toxicidade [33]. Em
2011 Rabiei et al ao recorrerem a deposicdo assistida por feixe ionico preparou
revestimentos com diferentes percentagens de Ag, de 0 a 7 %pd., em substratos de vidro e
Ti com o objetivo de observar a adesdo dos revestimentos e qual proporcionaria 0 melhor
crescimento celular de osteoblastos. O revestimento com 1 %pd. de Ag mostrou a melhor
adesdo e a maior taxa de proliferacdo celular, enquanto que o revestimento com 6,6 %pd.
de Ag exibiu os piores resultados [12]. No mesmo ano Lu et al codepositaram HA e Ag
num substrato de Ti recorrendo a deposigdo eletroquimica para averiguar sobre a sua
antibactericidade e biocompatibilidade, de onde pode concluir a boa biocompatibilidade e
propriedade antimicrobiana do revestimento contendo Ag (7-15 % pd.) [34]. Qu et al
revestiram scaffolds de Ti poroso com um composito HA/Ag pelo método sol-gel e
comparou o desempenho de um revestimento que consistia exclusivamente em HA, com
outros dopados com prata com teores de 0,8 %pd. e 1,6 %pd.. Os dois revestimentos que
possuiam prata apresentaram uma elevada taxa antibactericida contra a Escherichia coli e a
Staphylococcus albus, e a biocompatibilidade do revestimento com 0,8 %pd. de Ag
apresentava uma biocompatibilidade compardvel a do revestimento de HA, sendo o
revestimento selecionado pelos autores [35]. Jelinek et al, continuando o trabalho de 2009,
repetiram todo o procedimento mas desta vez com o objetivo de descobrir qual o valor
minimo de Ag necessario num revestimento de HA que seria capaz de conseguir alta
eficacia antibacteriana. O estudo demonstrou que o revestimento com 4,4 %at. de Ag
apresentava excelentes propriedades antibacterianas, cerca de 99% contra o Bacillus
subtilis [10]. Stanic" et al estudaram o efeito antibacteriano de HA dopada com prata
monofasica (AgxCaiox(PO4)s(OH), para 0,002<x<0,04), tendo dissolvido Ag,O numa
solugdo de HsPO,4 que foi, posteriormente, adicionada lentamente a uma suspensdo de
Ca(OH),. A amostra com maior quantidade de Ag (x=0,04) mostrou a atividade
antimicrobiana mais elevada, ao inibir a Escherichia coli em 100% e reduzindo em 99% a
presenca de Staphylococcus aureus [36]. Ao sintetizar HA de o0sso bovino no qual
incluiram nanoparticulas de Ag, pelo método de decomposicéo téermica seguido de reducéo
de nitrato de prata, Nirmala et al concluiram que o efeito antibacteriano deste composto
era mais eficaz numa bactéria Gram-positiva que numa Gram-negativa e que HA pura nédo

apresentava nenhuma atividade antimicrobiana [37].
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No que se refere ao estudo de filmes de HA dopados com flior pode ser
referido que em 2005 Cheng et al iniciaram uma pesquisa para estudar a influéncia do teor
de flior no comportamento de osteoblastos em revestimentos de hidroxiapatite fluoretada
(FHA) preparados pelo método sol-gel, onde concluiram que para um melhor acordo entre
boa ligacao celular, proliferacdo celular, resisténcia de dissolucéo e redeposicao de apatite,
0 X em Cayo(PO4)2F«x(OH),.« devia variar de 0,7 a 1,5 [38]. Algo semelhante foi tentado por
Fathi et al em 2009, que pretendiam preparar, por sintese mecanica, FHA nanocristalina
com diferentes graus de fluoretagdo e estudar a sua bioatividade in vitro por imersdo em
SBF (do inglés “Simulated Body Fluid”). Estes investigadores concluiram que o aumento
de flbor leva a uma diminuicdo na taxa de dissolucdo de FHA mas aumentou a taxa de
nucleacdo do osso [28]. No ano seguinte houve algumas investigacdes neste campo, sendo
de salientar a de Ge et al que, através de deposic¢do eletroquimica, criaram um revestimento
denso e uniforme de fosfato de célcio fluoretado (5 %eat. de F) com o objetivo de testar o
seu efeito antibacteriano contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Porphyromonas
gingivalis. Desta investigacao foi concluido que a atividade antibacteriana do revestimento
FHA € muito maior que a do revestimento s6 de HA [30]. No mesmo ano, Rau et al
revestiram um substrato de Ti com FHA (2,2-2,6 %pd. de F), por deposicdo de laser
pulsado, e pretendiam investigar este material para aplicagdo em implantes dsseos e
dentarios. A investigacdo demonstrou que ao variar a temperatura do substrato durante o
processo de deposicdo é possivel obter filmes finos de diferentes texturas e rugosidades
[29]. Numa investigacdo subsequente Ge et al procuraram estudar a integridade do
revestimento FHA, depositado por pulverizacdo catodica, continuando assim o seu estudo
sobre FHA. Comprovou que o revestimento com fllor apresenta boa integridade quimica e
mecanica, que ¢ mais estavel em ambiente fisiol6gico que um revestimento de HA sem
fldor, que tem maior adesdo e que a integracao de fldor ndo tem efeito na carga superficial
[13].

Em nenhuma da literatura consultada o PTFE foi utilizado com o objetivo de
depositar filmes de HA com fltor, nem foi encontrada nenhuma referéncia ao efeito
conjunto de Ag e F, pelo que se considera que o presente estudo pode contribuir para o

avanco do conhecimento neste campo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Pulverizacao Catodica

Os filmes foram depositados por pulverizacdo catédica usando um
equipamento rf magnetrdo (Edwards Coating System E306A), em modo néo reativo sendo
0 gas de descarga utilizado o Argon (99,9999% puro). Na deposicdo de todos os filmes foi
usado um alvo de hidroxiapatite sinterizada (Cerac - 99,99% de pureza). Para aferir da
quantidade de pastilhas de PTFE e Ag que seriam utilizadas para dopar o alvo de HA
foram efetuados testes preliminares. No que concerne o PTFE, independentemente do
nimero de pastilhas de 10x10 mm? usadas os filmes apresentavam teores de flior de 50
%at.. Face a estes resultados e, por uma questdo de simetria no alvo, foram usadas duas
pastilhas de PTFE para as deposic¢des subsequentes. No caso dos testes preliminares de HA
dopada com varias pastilhas de Ag, foram avaliados teores entre 1 e 50%at.. Para as
deposicoes seguintes foi selecionada a configuracdo que dava origem ao filme com 8%sat.
de Ag e que correspondia a dopagem do alvo de HA com uma pastilha de Ag de 10x10
mm?.

Os principais substratos utilizados foram o Ti cp4 e o aco inoxidavel 316L
AISI. Também foram usados como substratos laminas de vidro e silicio (Si). Todos os
substratos foram previamente limpos em ultrassons durante 10 minutos em acetona, etanol
e 4gua desionizada.

As condigdes de limpeza e deposic¢ao, bem como a designacao dadas aos filmes
finos estdo sumariadas na tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Parametros de deposicdo e designagdo das amostras.

Limpeza do substrato Limpeza do alvo Deposicao
Designagdao Pressdo Poténcia Tempo Pressdo Poténcia Tempo Pressdo Poténcia Tempo
(Pa) (W) (min) (Pa) (W) (min) (Pa) (W) (min)
HA 0,7 250 10 0,7 250 10 0,7 250 90
HA/PTFE 0,7 250 10 0,7 250 10 0,7 250 90
HA/Ag 0,7 250 10 0,7 250 10 0,7 250 90
HA/PTFE/Ag 0,7 250 10 0,7 250 10 0,7 250 90
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2.2. Microssonda Eletronica

O principio de funcionamento da microssonda eletronica (EPMA - do inglés
“Electron Probe Micro Analysis™) consiste na incidéncia de um feixe de eletrdes sobre a
superficie da amostra. Este facto provoca alteracBes nos niveis eletronicos dos elementos
presentes na amostra, 0 que resulta, entre outros fendmenos, na emissdo de raios X. O
comprimento de onda da radiacdo emitida € caracteristica de cada elemento, tornando
assim possivel inferir sobre os elementos que constituem a amostra [39].

A composicdo quimica foi avaliada por EPMA, num equipamento Cameca,

Camebax SX50. A tenséo de aceleracdo foi de 5 kV e a corrente de 60 nA.

2.3. Difragao de Raios X

A difracdo de raios X (XRD - do inglés “X-Ray Diffraction”) permite a
identificacdo da estrutura dos materiais por comparagdo entre as distancias interplanares
medidas nos difractogramas e as constantes nas fichas ICCD (International Center for
Diffraction Data) [40].

No ensaio de XRD foi usado um equipamento Philips x’Pert, equipado com
anticatodo de Cobalto, com comprimento de onda Ka1=0,178896 nm. As caracterizagdes
foram efetuadas em modo convencional, com tensdo de aceleracdo de 40 kV, intensidade
de corrente de 35 mA, gama de varrimento entre 20° - 120°, com 0,025° por passo e 0

tempo de aquisigéo foi de 0,5 segundos por passo.

2.4. Microscopia Eletrdnica de Transmissao

A microscopia eletrénica de transmissdo permite a avaliagdo da microestrutura de
materiais.

Os substratos de Si, sobre os quais os filmes finos foram depositados, foram
polidos até uma espessura de 150 um. Em seguida foi cortado, por ultrassons, um disco de
3mm de diametro, com um model 170 da Fishione e posteriormente feito um orificio por

desbaste com um Dimple Grinder, model 656 da Gatan, de acordo com o procedimento ja
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descrito por outros autores [41]. Por fim, o acabamento da amostra, foi efetuado por
desbaste idnico, durante 45 minutos, num equipamento Gatan Dual lon Mill 600. Para
evitar artefactos, causados por aguecimento da amostra, o sistema foi arrefecido com azoto
liquido.

As amostras foram observadas hum microscépio FEI Tecnai G com 200KV de

tensdo de aceleracao.

2.5. Microscopia Eletrénica de Varrimento

A microscopia eletronica de varrimento (SEM - do inglés “Scanning Electron
Microscopy”) permite o estudo da morfologia de materiais ao varrer a superficie da
amostra com um feixe de eletrGes. O feixe é gerado pela diferenca de potencial aplicada no
catodo e a imagem SEM produzida devido a interacdo entre o feixe e a amostra o que
resulta na emissdo de diferentes sinais posteriormente detetados. Os sinais mais utilizados
sdo o0s eletrbes secundarios, que permitem a observacdo da morfologia, e eletrdes
retrodifundidos, que permitem a observagdo de elementos com diferentes densidades
eletrdnicas [42].

A morfologia das amostras foi observada utilizando um equipamento Philips,
modelo XL 30 com uma tensdo de feixe de 10 kV e que por ter integrado um detetor de
dispersdo de energia (EDS do inglés “Energy Dispersive Spectroscopy”), permite efetuar

uma andlise da composi¢do quimica do material.

2.6. Microscopia de Forca Atomica

A topografia de superficie da amostra pode ser analisada através de imagens
em microscopia de forca atdbmica (AFM - do inglés “Atomic Force Microscopy™), cujo
funcionamento se baseia em forcas de interacdo repulsiva e atrativa entre um braco em
balanco (cantilever) e a superficie. O equipamento pode operar em diferentes modos:
modo de contacto, em que a ponta estd em contacto com a amostra; em modo de ndo-
contacto, em que a amostra ndo tem contacto com a amostra e também em modo de

contacto intermitente (tapping), em que ha contacto intermitente entre a ponta e a
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superficie. Quando ¢ utilizado o modo “tapping” é possivel, além da imagem topografica
obter a imagem de fase que permite a observacédo de zonas que interagem de modo distinto
com a ponta [43,44]. A partir da imagem topogréafica é possivel caraterizar a superficie em
parametros de rugosidade, nomeadamente a rugosidade média, Sa (determinada a partir da
média aritmética do desvio da altura da superficie em relacdo ao valor médio) e o valor
quadratico médio da altura da superficie em relacdo ao valor médio, Sms (raiz quadrada do
desvio ao valor médio) [45].

As imagens AFM foram adquiridas por um equipamento de marca Veeco,
modelo dilnnova. A ponta utilizada foi de SisN4 com frequéncia de ressonancia, fo, de 291-
326 kHz e constante de forca, k, 20-80 Nm™. Foram realizados varrimentos de 50x50 pm?,
5x5 pum? e 1x1 pm? com resolucéo de 512 linhas e frequéncia variavel 0,6-0,8 Hz em modo
de contacto intermitente. Os dados foram analisados com recurso ao programa Gwiddion.
Esta técnica foi usada tambem para medir a espessura do filme.

2.7. Potencial Zeta

O potencial zeta € uma técnica que permite avaliar a carga superficial de um
material quando este é colocado em contacto com um meio liquido, e a acumulacédo de
cargas elétricas nessa interface leva a formacdo de uma dupla camada elétrica. A diferenca
de potencial nesta interface é entdo denominada por potencial zeta, gerado quando um
eletrolito é forcado, por pressao hidraulica, a fluir pela superficie da amostra sélida numa
corrente de fluxo continua. Este valor pode ser calculado pela medicdo do potencial de
fluxo ou da corrente de fluxo [46].

O equipamento usado para esta medi¢do foi o SuRPass, da Anton Paar, que
possui trés tipos de células para efetuar as medigdes, a célula cilindrica, a célula fechada e
a célula com abertura ajustada. A escolha da célula depende das dimensdes da amostra.
Neste trabalho foi utilizada a célula com abertura ajustada que determina a corrente de
fluxo em funcéo da presséo. Por este motivo o potencial zeta foi calculado pela equacgéo
Helmholtz-Smoluchowski (H-S),

du n L

= —X
dp eXxg A

¢
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. . du - ~
onde ¢ € o potencial zeta, . corresponde ao declive da corrente de fluxo versus pressao, n

viscosidade do eletrdlito, e, permitividade em vacuo, € constante dielétrica do eletrélito, L
comprimento do canal e A € a sec¢édo transversal do canal.

Para cada um dos revestimentos o potencial zeta foi calculado sempre a
pH=7,4 mas com Varios eletrolitos: cloreto de potassio (KCI) 1mM; cloreto de célcio
(CaCly) 1mM; solugédo salina de tampéo fosfato (PBSS do inglés “Phosphate Buffered

Saline Solution””) a 1mM e a 10mM e também agua milli Q.

2.8. Angulo de Contacto

O angulo de contacto € avaliado como o angulo formado na interface
solido/liquido/vapor quando uma gota de liquido se encontra sobre uma superficie sélida.
A avaliacdo da molhabilidade de uma superficie pode ser efetuada de véarios modos sendo
0 mais usual, e o utilizado neste trabalho, o da gota séssil. Segundo Vogler, pelos limites de
Berg, se angulo de contacto for superior a 65° o liquido ndo molha o sélido, sendo possivel
afirmar que se esta perante uma superficie hidréfoba, quando a medicdo é realizada com
agua, e se o angulo for inferior a 65° ha molhamento do sélido por parte do liquido e assim
a superficie é hidréfila. Ha varios fatores que afetam a molhabilidade superficial, sendo a
rugosidade e heterogeneidade quimica da superficie, as reacdes entre sélido e liquido, e a
temperatura alguns dos mais importantes [47].

Neste trabalho foi efetuada a medicdo do angulo de contacto estatico entre as
superficies em estudo e dois liquidos distintos: agua (y.=72,8 mJ.m?) e formamida
(y.=58,2 mJ.m™). Para tal foi utilizado um equipamento da Data Physics, modelo OCA-20
que possui uma seringa micrométrica que permite a deposicdo de gotas de 10 uL. Em cada
superficie e para cada liquido foram efetuadas 6 medicdes, sendo o resultado apresentado
correspondente ao valor médio. Os valores dos angulos de contacto permitiram ainda o
calculo da tenséo superficial, ys, e a tensdo de adesdo da agua, t° para cada superficie em

estudo.
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2.9. Testes in vitro

A Dbioatividade, nomeadamente a capacidade dos filmes finos efetuarem troca
i6nica com a solugdo e permitirem a deposi¢do, na sua superficie, de precipitados de Ca e
P, foi testada atraves da imersdo das superficies em estudo numa solucdo balanceada de
Hanks (tabela 2.2), durante um més, sendo o conjunto colocado num agitador térmico a
37°C e a 100 rpm. A capacidade de formacédo deste precipitado da indicacdes sobre a
capacidade osteointegradora dos revestimentos em estudo. Ao longo deste periodo foi
também calculada a libertacdo de fltor para a solucédo, através de um elétrodo de fldor de
marca HACH, modelo sension2.

Tabela 2.2 - Composicdo da Solugdo Balanceada de Hanks.

Reagente (9/L)
Cloreto de célcio 18,9x10°
Sulfato de magnésio 20,4x107
Cloreto de potassio 0,4
Fosfato de potassio monobasico 0,6x10"
Bicarbonato de sédio 3,56x10"
Cloreto de sodio 8,0
Fosfato de sodio dibésico 4,8x10%
pH 7,4

2.10. Testes antibacterianos

Para testar a atividade antimicrobiana dos diferentes filmes finos foram
efetuados testes com trés estirpes de bactérias distintas: Escherichia coli, bactéria Gram-
negativa, organismo modelo que tem sido extensivamente estudado; Staphylococcus
epidermidis, bactéria Gram-positiva, presente na pele e responsavel por infecOes
hospitalares, e Bacillus cereus, uma bactéria Gram-positiva, produtora de esporos, muito

resistente e responsavel por intoxicacao alimentar.
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Os testes foram efetuados em meio solido e em meio liquido, tendo este ultimo
por finalidade averiguar da capacidade de formacdo de um biofilme sobre as superficies
em estudo.

Nos testes em meio solido o meio de cultura Nutrient Agar (NA) (500 mL) foi
preparado, autoclavado (121°C, 15 min) e espalhado em caixas de Petri (90 mm). O meio
foi deixado a solidificar a temperatura ambiente em camara de fluxo laminar.

As bactérias, preservadas a -80° C, foram colocadas em meio NA e incubadas a
37°C durante 24h. Quando crescidas foram utilizadas para preparar uma suspensao, em 2
mL agua estéril, com a turbidez igual ao n°5S de MacFarland. Em cada caixa de Petri foram
inoculados 100 pL da suspensdo e espalhada com espalhador para distribuir
homogeneamente as bactérias. Sobre o meio de cultivo inoculado foram colocadas as
superficies em estudo, em duplicado. As caixas foram incubadas a 37 °C durante 24h,
findas as quais foram observadas e fotografadas. A andlise de resultados consistiu na
avalia¢do dos halos de inibicdo do crescimento sendo considerados apenas os halos cujo
diametro supera em Imm a dimensao da amostra.

Nos testes em meio liquido o meio de cultura utilizado foi o Luria Bertani (LB)
e o procedimento diferiu no anterior. Os filmes finos, em duplicado, foram colocados no
fundo de caixas multiwell em contacto com 1mL de meio liquido LB e 40uL de cada tipo
de suspensdo bacteriana (preparadas como ja descrito). As caixas foram colocadas num
agitador térmico a 37°C e 100 rpm, onde permaneceram 24horas. Findo este tempo as
superficies foram observadas para averiguar da formacéo de biofilme.

A observacdo das bactérias por microscopia eletronica de varrimento foi
efetuada ap6s fixacdo quimica com glutaraldeido 5% (v/v) e desidratacdo em etanol. Apds
imersdo em gluteraldeido durante 10 minutos os tecidos foram imersos por igual periodo
de tempo em solucdes de etanol:dgua com concentracfes sequenciais de 25, 50, 75 e 100%
(v/v). Antes da observacdo todas as superficies foram revestidas, por pulverizacdo

catddica, com 10 nm de ouro para as tornar eletricamente condutoras.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um dos objetivos deste trabalho é o de avaliar a influéncia da rugosidade do
substrato no desempenho dos revestimentos, sobretudo no que concerne aos testes in vitro
com a solucdo balanceada de Hanks. Por este motivo, antes de se apresentar e discutir os
resultados referentes aos revestimentos, este capitulo é iniciado pela caracterizacdo da
rugosidade e da topografia superficial dos substratos de aco 316L polido, Ti polido e Ti
rugoso. Este estudo foi efetuado por AFM e os valores das rugosidades superficiais Sa

(rugosidade média) e Sms (rugosidade quadratica média) estdo sumariados na tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Valores da rugosidade superficial dos substratos utilizados.

Rugosidade (nm)
Substrato Sa Sms
Aco 38 46
Ti 39 54
Tirugoso 439 555

Os resultados evidenciam que a rugosidade do a¢o e do Ti polidos sdo muito
semelhantes e, tal como esperado, a rugosidade do substrato designado por Ti rugoso é
superior a estas por um fator de 11x. Esta diferenca ¢ bastante visivel nas imagens 3D do
varrimento de uma area de 50x50 umz de cada um dos substratos (figura 3.1). Deste modo
sera possivel comparar o efeito da rugosidade induzida pelo substrato no desempenho dos

revestimentos.

a)

L1940
Z: "

b)

A
Z: 482.2%F

L. Ll ., 500w

Figura 3.1 - Imagens de AFM dos substratos, 50x50 um2 a) aco, b) Ti polido, c) Ti rugoso.
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3.1. Composicao Quimica e Espessura dos
Revestimentos

A espessura dos filmes finos foi avaliada por AFM, no socalco deixado depois
de retirada a gota de nitrato de boro (figura 3.2) e os resultados apresentados na tabela 3.2.
O filme com maior espessura é o HA/PTFE/Ag o que ndo é surpreendente, uma vez que
neste revestimento hd a contribuicdo de trés materiais distintos para o crescimento do
filme. No entanto, qualquer um dos filmes apresenta espessura interior a 0,5 um devido,

essencialmente, ao baixo rendimento de pulverizacdo da HA.

05

-05

prm H .
5 10 15 20 25 30 35 pm

Figura 3.2 - Medicdo da espessura de um filme fino por AFM: revestimento HA/Ag.

A analise por microssonda mostrou que o revestimento de HA é composto, tal
como esperado, por oxigénio, fosforo e calcio, com uma razdo Ca/P de 1,91. Este valor €
ligeiramente superior ao do valor teérico da HA macica (1,67) mas, segundo a literatura,
este € uma caracteristica dos filmes finos de HA depositados por pulverizacdo catodica
[48].

Tabela 3.2 - Composicao quimica e espessura dos revestimentos.

Composicao quimica (%at.) Razao Espessura
Revestimentos
C O F P Ca Ag Ca/P (nm)
HA - 60,9 - 13,3 25,5 - 1,91 137-307
HA/PTFE 9,9 7,1 57,7 0,9 24.4 - 25,90 206-243
HA/Ag - 43,5 - 6.4 42,1 7,9 6,55 137-208
HA/PTFE/Ag 8,2 7,0 57,2 0,3 21,8 5,6 77,80 417-471
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O filme de HA/PTFE apresenta o flior como elemento maioritario e que,
devido ao facto de ser o dobro do teor de Ca, permitir supor que este revestimento tera
como um dos seus constituintes o fluoreto de calcio, CaF,. Ja o caso do fosforo é o oposto
pois a sua concentracdo é praticamente residual. Estes dois factos podem ser explicados
pela entalpia de formacao padrdo do sal (AH;" CaF, = -1228 kJ/mol) [49] que, devido ao
seu valor, faz com que a formacdo do composto seja, termodinamicamente, muito
favoravel. Com efeito, na bibliografia [50] é referido que a formacdo de CaF, é téo
espontanea que, ao depositar fosfato de célcio sobre PTFE, o valor mais baixo da relacdo
Ca/P é de 2 e s6 apbds 600 min de deposicdo, para tempos inferiores esta relagdo € muito
superior. Os autores atribuem este efeito, ndo s6 a facilidade de formacéo do fluoreto de
calcio, como também a formacdo de um gas muito estavel PF3, que, ao ser evacuado pelo
sistema de bombas, empobrece o revestimento em fosforo. No caso deste estudo, uma vez
que o polimero é codepositado com o cerdmico, os dois fatores acima referidos sdo
majorados durante a deposicao.

O revestimento HA/Ag contém 7 %at. de Ag, sendo, na sua maioria,
constituido por Ca e O, sendo possivel estar perante um revestimento de 6xido de calcio,
CaO, ou hidroxido de calcio Ca(OH), que também apresentam entalpias de formacdo
negativas. A semelhanca do filme codepositado com o polimero também este filme
apresenta um valor de Ca/P muito superior ao valor teérico do ceramico macico.

No revestimento de HA/PTFE/Ag o efeito combinado de cada um dos
materiais dopantes resulta, novamente, numa estequiometria que sugere a formacéo de
CaF,. A razdo Ca/P é, neste revestimento, muito superior a dos outros filmes finos dado,

precisamente ao efeito aditivo de Ag com PTFE.

3.2. Morfologia/topografia dos Revestimentos

A morfologia dos revestimentos, depois de depositados nos diferentes substratos,
foi avaliada por SEM (exemplo na figura 3.3). Nas micrografias € visivel que a topografia
do substrato tem pouca influéncia na morfologia dos filmes, e que as diferencas observadas
dizem respeito a diferenca do filme quando depositado numa superficie rugosa e numa nao

rugosa.
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Em 2010 Puckett et al mostraram que existe uma melhor adesdo de fibroblastos e
uma diminuicdo na adesdo de bactérias numa superficie de Ti nanorugoso quando em

comparacdo com superficie microrugosa [51]. Assim, a falta de rugosidade micrométrica

dos revestimentos ndo é um fator impeditivo na continuacéo deste estudo.

Figura 3.3 - Micrografias SEM a) HA/PTFE/Ag em aco, b) HA/PTFE/Ag em Ti polido e c) HA/PTFE/Ag em Ti
rugoso.

A figura 3.4 mostra a morfologia de superficie dos revestimentos depositados
sobre aco. Nas ampliacGes usadas apenas € possivel observar que sdo revestimentos densos

e revestem completamente o respetivo substrato.

Figura 3.4 - Micrografias SEM dos revestimentos: a) HA, b) HA/PTFE, c) HA/Ag, d) HA/PTFE/Ag.

Silvia Catarina Santos Neves 23



Influéncia do Agente Dopante na Resposta Bioldgica de Filmes Finos de Hidroxiapatite Capitulo 3

Dado que por SEM ndo foi possivel observar, com o pormenor desejado, a
morfologia superficial dos filmes, esta foi analisada por AFM. As imagens de fase,
topografica 2D e topografica 3D estdo na figura 3.5.

A andlise das imagens torna percetivel que os filmes finos sem fluor (HA e
HA/Ag) apresentam uma morfologia muito semelhante, ndo sé na distribuicdo homogénea
pela superficie como na variacdo de altura maxima pico/vale que ronda os 70 nm. A
imagem de fase do filme fino de HA ndo evidencia zonas diferentes o que nos informa que
toda a superficie interage do mesmo modo com a ponta de AFM. J& no filme HA/Ag ha
uma zona (assinalada por uma seta) que poderia indicar a presenca de uma zona distinta da
do restante revestimento. No entanto, ap0s comparacdo com a imagem topografica é
percetivel que esta “perturbagdo” corresponde apenas a uma zona topograficamente
distinta.

O revestimento de HA/PTFE é o Gnico com uma variacao de pico/vale de 160
nm, que é essencialmente devida a formacdo de aglomerados de maior dimensdo que
contém particulas de dimensfes semelhantes as observadas nos revestimentos de HA e
HA/Ag. A imagem de fase evidencia que a superficie ndo é uniforme no que concerne a
distribuicdo de zonas que interagem de modo distinto com a ponta. Esta observacéo, tendo
em consideracdo o sugerido pela composicao quimica, parece indicar que a distribuicdo de
CaF;, néo é uniforme.

O filme fino HA/PTFE/Ag apresenta uma topografia da superficie que pode ser
considerada hibrida das duas anteriores. Com efeito, a altura pico/vale é da ordem dos 60
nm, mas a imagem topografica revela que as particulas ndo tém o seu contorno tdo bem
definido como nos filmes com variacdo pico/vale semelhante. Acresce o facto que ha
também uma aparente formacao de aglomerados, mas também estes ndo se encontram téo
distintos como os da superficie do filme dopado com o polimero. Neste filme a imagem de
fase evidencia a presenca de zonas distintas, ndo influenciadas pela topografia, e que
permitem também especular quanto a uma distribui¢cdo ndo homogénea da fase CaF.

Os parametros da rugosidade superficial, Sa e Sms, foram calculados a partir
das imagens adquiridas por AFM, numa area de 5x5 umz, e apresentados na tabela 3.3.
Estes resultados confirmam a avaliagdo das imagens topograficas, dado que o filme
HA/PTFE € o que apresenta maiores valores de rugosidade. No global, todas as superficies

apresentam rugosidade nanomeétrica.
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Figura 3.5 - Imagens de AFM, 1x1 umz, dos quatro revestimentos: a) HA, b) HA/PTFE, c) HA/Ag e d)
HA/PTFE/Ag.

60 nn

0nm

x: 1,00 um

Tabela 3.3 — Pardmetros da rugosidade superficial calculados por anélise de AFM.

Revestimentos Sa (nm) Sms (nm)
HA 11,1 13,9
HA/PTFE 26,6 34,6
HA/Ag 10,2 12,8
HA/PTFE/Ag 10,2 13,2
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3.3. Estrutura Cristalina

A estrutura cristalina dos filmes finos foi, em primeiro lugar, avaliada por
difracdo de raios X (figura 3.6). Os picos de difracdo foram indexados com recurso as

fichas ICDD" e a identificacao resultante esta sumariada na tabela 3.4.

Intensidade (u.a.)

w

Figura 3.6 - Difratogramas dos revestimentos: * Ca(OH),, * Age o CaF,.

No revestimento de HA apenas foram identificados os picos correspondentes
aos planos de difragdo de Ca(OH),. Esta indexagdo, conjuntamente com a composicéo
quimica e com resultados preliminares de membros do CEMUC para revestimentos de HA
[52] sugerem que o revestimento é constituido por 2 fases: hidroxiapatite sem ordem
estrutural, uma vez que ndo é identificavel nos difratogramas, e a fase de Ca(OH),. A
difracdo de raios X, em relacdo a composicdo quimica, permitiu esclarecer que o

revestimento contém Ca(OH), e ndo CaO dado que a microssonda ndo deteta nem

! Fichas ICDD em anexo, pagina A.2.
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quantifica hidrogénio. Com efeito, do ponto de vista termodindmico a formacdo do
hidréxido é favorecida em relagdo ao éxido (AsH’Ca(OH), = -986 kJ/mol; AiH’cao = -635
kJ/mol).

Tabela 3.4 - Identificagdo da estrutura dos filmes finos: comparagdo dos picos de difragdo com as fichas

ICDD.
Revestimento
Fichas ICDD 20 (°) hkl HA HA/PTFE | HA/Ag HA/PTFE/Ag
33 100 X X
Ca(OH); 95 102 X X
n° 81-2041 64 111 X X
76 013 X
Ag 44 111 X X
n° 87-0720 92 200 X
33 111 X X
CaF; 55 220 X X
n° 87-0971 65 311 X X
91 geill X X

O filme fino de HA/PTFE apresenta picos de difracdo da fase de CaF,, o que ja
seria expectavel face a composicdo quimica. No entanto, deve ser considerado que 0s
planos de difracdo do fluoreto de calcio ocorrem para valores muito semelhantes aos do
hidroxido de célcio pelo que a coexisténcia destas duas fases ndo pode, para ja, ser
excluida.

No filme fino dopado com Ag, para além de picos correspondentes aos planos
de difracdo de Ca(OH),, € percetivel uma pequena varia¢do na intensidade sinal/ruido do
difratograma (zona ampliada na figura 3.6) e que corresponde ao plano (111) da prata. Esta
indexacdo é provavel dado que o filme contém cerca de 7 %at. deste elemento metalico.
No entanto, deve ser tomado em consideracdo que uma indexacdo baseada num Unico pico

de difracdo ndo é o modo mais apropriado e que a percentagem de prata estd muito
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proxima do limite de detecéio do equipamento?, o que faz com que a variacdo sinal/ruido
seja muito pequena, o que dificulta ainda mais a indexacao.

O revestimento HA/PTFE/Ag apresenta, de um modo geral, o somatério dos
planos identificados para os revestimentos HA/PTFE e HA/Ag, com a diferenca que pode
ser identificado um segundo pico correspondente ao plano (200) da prata. Mais uma vez
deve ser reforcado o ponto de a indexacdo de planos de Ca(OH), e CaF, ser muito
semelhante, pelo que ndo deve ser excluido a coexisténcia destas duas fases.

Devido as duavidas suscitadas na caracterizacdo por DRX foi efetuada a
avaliagdo em TEM aos revestimentos HA, HA/PTFE e HA/Ag. Na imagem TEM
correspondente ao filme fino de HA (figura 3.7) é possivel distinguir a existéncia de duas
fases. Pelo padrdo de difracdo foi possivel identificar a fase cristalina como sendo
Ca(OH),. Conforme anteriormente referido a deposicdo de hidroxiapatite por pulverizagdo
catddica origina filmes amorfos, que podem ter alguma ordem estrutural ap6s tratamento
térmico [48,52,53].

Print Mag: 282000x @7.0 in 100 nm Se—)
Direct Mag: 43000x 5 Angstroms

Cam Len: 0.3 m

Figura 3.7 - Imagens TEM de HA, a) imagem de campo claro; b) padrao de difragdo com os planos da fase
Ca(OH), assinalados.

Também pela caracterizagdo em TEM do revestimento HA/PTFE (figura 3.8)

foi possivel clarificar a estrutura, sendo que esta é composta ndo s6 por CaF,, como parecia

2 7%at. de Ag = 4%vol. de Ag nesta matriz. Limite de dete¢do do equipamento & 4-5%vol.
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indicar o respetivo difratograma, como também por Ca(OH), A observacdo também
evidenciou o facto de, ao contrario do revestimento de HA, o filme fino ser heterogéneo no
que concerne a distribuicao das fases que o constituem, uma vez que ha zonas de dimensao
consideravel (& escala de visualizagdo do TEM) cujo padrdo de difracdo apenas

corresponde ao hidroxido de calcio (figura 3.9).

)

b L
z4b.tif =T
Print Mag: 282000x @7.0 in 100 nm 5 Angstroms
Direct Mag: 43000x Cam Lons 0.3 m

Figura 3.8 - Imagens TEM de HA/PTFE, a) imagem de campo claro; b) padrio de difragdo com os planos da
fase Ca(OH), assinalados a azul e os planos de da fase CaF, assinalados a verde.

100 nm 5 Angstroms

Direct Mag: 43000x
Cam Len: 0.3 m

Figura 3.9 - Imagens TEM de HA/PTFE, a) imagem de campo claro; b) padrio de difragdo com os planos de
fase Ca(OH), assinalados.
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No revestimento HA/Ag (figura 3.10) é possivel identificar a presenga de duas
fases cristalinas: Ca(OH), e Ag. Este resultado veio confirmar os resultados da difragdo de
raios X, e terd que ser considerado que, a semelhangca do filme HA, estas fases se

encontram dispersas numa matriz amorfa de HA.

a)

zlg.bif - —_—
Print Mag: 282000x @7.0 in 100 nm 5 Angstroms

Direct Mag: 43000% Cam Len: 0.3 m

Figura 3.10 - Imagens TEM de HA/Ag, a) imagem de campo claro; b) padrdo de difracdo com os planos da
fase Ca(OH), assinalados a azul e os planos de da fase Ag assinalados a laranja.

3.4. Carga de Superficie

A carga elétrica da superficie é considerada um dos principais fatores
responsaveis pela evolucdo biolédgica do tecido a volta do implante, e por isso um fator
importante a analisar nos filmes em questdo. A carga superficial dos revestimentos foi
calculada com vérios eletrolitos e com diferentes concentragdes, tendo sido efetuadas 8
medicdes/superficie/eletrolito e o valor médio e desvio padréo apresentados na tabela 3.5.

A primeira observacdo € a que respeita aos substratos ndo revestidos, sendo
que ambos se encontram fora do limite considerado instavel para aplicagdo como
biomateriais (-30 a 30 mV). No entanto, o valor do Ti cp4 é mais negativo do que o do aco

316L o que, de acordo com a literatura, favorece a osteointegracédo [54].
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Tabela 3.5 - Valores médios de potencial zeta () e respetivos desvios padrdes, d. p.

HA HA/PTFE HA/Ag HA/PTFE/Ag Ti cp4 Aco
4 d. p. 4 d. p. 4 d. p. 4 d. p. 4 d. p. 4 d. p.
(mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV)

H,0 -74,8 2,9 -69,6 2,8 -69,7 2,0 -68,6 2,1

millQ

KCl -82,4 2,7 -80,7 1,1 -83,6 0,9 -87,6 2,7 -60,0 2,3 -35,8 2,2
(1mM)

CaCl, -36,3 0,9 -33.3 0,4 -37,0 0,2 -36,0 0,8

(1mM)

PBSS -75,6 2,4 -74.,5 0,8 -75,2 23 -78,3 1,5
(1mM)

PBSS -45,8 0,9 -46,2 2,1 -74,1  ol,1  -444 14
(10mM)

No que diz respeito aos valores do potencial zeta dos filmes finos,
determinados com o mesmo eletrolito que os substratos (KCl), ¢ constatado que todos eles
apresentam valores mais negativos o que ¢, conforme referido, favoravel a osteointegragao.
O mesmo acontece quando o potencial zeta ¢ medido com as restantes solugdes: as
variagdes entre revestimentos, a excecao do valor do revestimento de HA/Ag em PBSS 10
mM, ndo sdo significativas. No entanto, deve ser realcado que nesta superficie ha reacéo
com o eletrolito como pode ser observado pelo valor do desvio padréo.

Na literatura disponivel é dito que quanto mais negativo o { melhor a adsor¢éo
da matriz extracelular e melhor a ligacdo de fibroblastos pelo que todos os revestimentos
podem ser utilizados pois melhoram a superficie do implante macico, pelo menos neste
requisito [13]. Quando se comparam os valores calculados para os diferentes eletrélitos o
que da melhores resultados € o KCI e 0 menos favoravel para as determinacdes é o CaCl,.
Esta variacdo é devido a relacdo de valéncias entre catides e anides, isto &, se existe uma
maior influéncia de catides que de anides, como acontece no CaCl, que tem uma relacéo de
2:1, o potencial zeta tende a ser menos negativo do que quando se utiliza o0 KCI que tem
uma relagdo de 1:1.

3.5. Hidrofilicidade/Hidrofobicidade

Fatores tais como a rugosidade da superficie, a sua heterogeneidade quimica, o
tamanho e forma de grdo podem afetar a avaliacdo do caracter hidrofilo de uma superficie
e que podem limitar a aplicagdo especifica de um biomaterial [55]. Segundo um estudo de

Vogler, respeitando o limite Berg, o limiar entre hidrofobicidade e hidrofilicidade é o
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angulo de contacto com agua de 65°, se & <65° a superficie é hidréfila e se 0>65° a
superficie é considerada hidrofoba.

Vogler afirma ainda que a tensdo de adesdo da agua, t°, é a medida mais
importante da estrutura e atividade da &gua num biomaterial uma vez que ndo requer uma
série de medigdes do angulo de contacto sobre a mesma superficie e também ndo requer
teorias complexas onde prevalecem suposi¢fes. A tensdo de adesdo da agua é assim

calculada pela seguinte equacao:
19 = 9% x cos@

em que y° representa tensdo superficial da agua e € o angulo de contacto entre a superficie
e aagua [47].

O valor médio dos angulos de contacto, avaliado a partir de 6 medicdes,
com agua e formamida, bom como o valor de t° estdo sumariados na tabela 3.6. Os
resultados evidenciam que todas as superficies analisadas apresentam comportamento
hidrofilo, pois todas apresentam um angulo de contacto inferior a 65° e uma tensdo de

adesdo da agua superior a 30 mJ.m.

Tabela 3.6 - Angulos de contacto das amostras para diferentes yL e tens3o de adesdo da agua.

Angulo de contacto (°)

HA HA/PTFE HA/Ag HA/PTFE/Ag
Agua 34,9 40,3 50,4 53,4
(yi=72,8 mi.m?)
Formamida 15,0 41,3 57,6 29,4
(y1=58.2 mJ.m?)
© (mJ.m?) 59,7 55,5 46,4 43,4

Quanto a molhabilidade da superficie, quanto menor o angulo de contacto mais
molhavel a superficie é pelo liqguido em questdo. Em superficies quimicamente
homogéneas o normal é que quanto menor a tensdo do liquido utilizado menor o angulo de
contacto, ou seja, 0s angulos de contacto com a formamida deveriam ser inferiores aos
determinados com &gua. No entanto, apenas os filmes finos de HA e HA/PTFE/Ag
obedecem a este pressuposto o que, conjuntamente com a caracterizagdo topografica e

microestrutural, leva a supor que serd a distribuicdo heterogénea de fases a responsavel
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pelo comportamento anormal no que concerne a molhabilidade, uma vez que ndo ha
relacdo entre a variacao da rugosidade e o fendémeno observado.

A tensdo superficial dos revestimentos foi calculada com recurso a equagao:
— P d
Vs =Ys + Vs

onde y? é a componente polar da tensdo superficial e y¢ a componente dispersiva da

tensdo superficial. Estes foram calculados a partir de um sistema de duas equacdes:

Y. (1 + cosf) = Z(Jyf Xy + \/)/sd 379

Y121+ cos) = Z(JVS” Xy, + \/Vsd X )

onde y,corresponde a tensdo superficial da agua, y,, a tensao superficial da formamida, 6
é 0 angulo de contacto com cada liquido, y” e y{ as componentes polar e dispersiva tensao
da agua, respetivamente, e y/, e y% as componentes polar e dispersiva da tensdo da

formamida [56].

Tabela 3.7 - Tensdo de superficie e componentes polar e dispersiva das superficies em estudo.

Ys’ . st . ¥s

(mJ/m?) (mJ/m?) (mJ/m?)
HA 8,7 54,9 63,6
HA/PTFE 8,3 44,3 52,6
HA/Ag 7,5 32,3 39,8
HA/PTFE/Ag 7,2 41,7 48,9

Todas as superficies apresentam valores de tensdo superficial que os
incluem na categoria de superficies hidrofilas, confirmando os valores de angulo de
contacto com agua (tabela 3.7). Mais importante do que o valor total da tensdo superficial ¢
a relacdo entre as suas componentes polar e dispersiva. Com efeito, a componente polar da
ideia da quantidade de grupos polares, com caracteristicas hidréfilas, que se encontram
presentes. Das superficies em estudo a que apresenta maior componente polar ¢ a de HA,

ao adicionar PTFE, o valor da componente mantém o seu valor, devido ao facto de o
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polimero ndo ser incorporado no revestimento com a sua estrutura molecular original
(hidréfoba) mas sim dando origem, de acordo com as caracterizagfes anteriores, ao
fluoreto de calcio. Se se considerar a composi¢do quimica elementar deste revestimento é
visivel a incorporagdo de alguma percentagem de C que podera, eventualmente, ser
constituinte de algumas cadeias fluorocarbonadas presentes no revestimento e que podem
contribuir para este ligeiro decréscimo.

A ligeira diminuicdo da componente polar no filme fino de HA/Ag é devido a
presenca do elemento metélico que tem caracteristicas marcadamente hidréfobas. No
entanto, dado que o seu teor no filme é de apenas 8 %at. a sua contribuicdo para a
diminuicéo de ys" ndo pode ser muito acentuada. O revestimento de HA/PTFE/Ag é o que
apresenta uma maior descida no componente polar, pois aqui tanto a prata como o PTFE
contribuem para a hidrofobicidade.

Esta propriedade superficial influéncia fortemente a resposta bioldgica de um
biomaterial, uma vez que superficies hidréfilas ndo favorecem a adsor¢éo de proteinas pois
é um processo energeticamente desfavoravel. A hidrofilicidade permite que as superficies
se tornem mais eficientes na ligacao de células, o que neste estudo € importante uma vez
que se pretende um revestimento para uma melhor osteointegracdo de implante/células
Osseas. E também pretendido que o revestimento tenha uma boa componente
antibacteriana, e a energia livre da superficie tem uma influéncia significativa no que toca
a adesdo bacteriana. No entanto, Vogler afirma que ndo € possivel controlar a ligacdo
bacteriana sé pelo manuseamento da energia de superficie. Deste modo ndo ha dados
concretos que permitam afirmar que uma superficie hidrofila é prejudicial para uma boa

atividade antibacteriana [9,47].

3.6. Testes in vitro

De forma a investigar a bioatividade dos revestimentos in vitro estes foram
colocados durante 30 dias em contacto com solucdo balanceada de Hanks. A
caracterizacdo foi novamente efetuada por EPMA, SEM e AFM e foi também investigada

a libertacéo de fluor para a solucdo ao longo dos 30 dias.
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3.6.1. Composi¢ao Quimica

Apo6s um més em solucdo a composicdo quimica elementar dos revestimentos
foi novamente avaliada apenas para os filmes dopados (tabela 3.8), uma vez que no filme
fino de HA néo seria possivel distinguir entre 0 Ca e o P do revestimento com o que resulta

da deposicéo por troca ionica com a solucgéo.

Tabela 3.8 - Comparagdo da composigdo quimica antes e depois de um més em solugao.

Composi¢ao Como depositado Apos 4 semanas em solugao
Q(‘;:l“;a HA/PTFE  HA/Ag  HA/PTFE/Ag HA/PTFE HA/Ag  HA/PTFE/Ag

C 9,9 - 8,2 9,1 - 12,0

o 7,1 43,5 7,0 16,8 53,1 50,7

F 57,7 - 57,2 52,1 - 20,0

J 0,9 6,4 0,3 4,8 7,1 4,6

Ca 24,4 42,1 21,8 17,2 34,8 12,4

Ag i 7,9 5,6 = 5,0 0,2
Ca/P 25,9 6,6 77,8 3,6 4,9 2,7

Comum a todos os revestimentos é o incremento dos teores de O e P e a
diminuicdo das concentracdes de Ca e F, o que indica que, em todos os filmes finos
dopados, aparentemente, houve a capacidade de efetuar a troca i6nica com a solucdo de
Hanks. De todos os revestimentos o filme que regista os maiores incrementos de O e P
associados a maior diminuicio de Ca e F é o revestimento de HA/PTFE/Ag.
Concomitantemente, este é o revestimento que apresenta a relacdo Ca/P mais préxima da
de HA macica. Aparentemente, a presenca de Ag potencia a libertacdo de F, com a
simultanea dissolucido de Ca*" do revestimento e a precipitacdo de Ca, P e O da solucéo,
indicando assim que o filme HA/PTFE/Ag é o que apresenta maior bioatividade, ou seja,
face apenas a composicdo quimica, este € o revestimento que dara origem a maior
osteointegracdo. Dado que esta superficie apresentava o maior angulo de contacto com a
agua e o menor valor da componente polar da tensdo superficial, a explicacdo podera
residir no facto de apresentar o valor mais negativo de carga superficial quando em
contacto com eletrolitos “complexos” tais como PBSS, que é comparavel a solucéo de
Hanks. Este facto coloca em evidéncia a importancia da carga da superficie nos

biomateriais.
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3.6.2. Libertagao de Fltor

Atraveés da figura 3.11, e com a ajuda da linha de tendéncia, pode ser afirmado
que a quantidade de flaor na solugdo em contacto com os filmes que contém F, tem um
aumento rapido nos primeiros 5 dias e que a partir do 10° dia a quantidade de flior na
solucdo, mesmo estando sempre a aumentar, tende a estabilizar. A Unica diferenca é a
quantidade em solucdo, uma vez que o revestimento HA/PTFE parece libertar menor
quantidade de F do que HA/PTFE/Ag, 0 que esta de acordo com a composi¢do quimica
elementar dos filmes finos apds 4 semanas de imersdo. Na literatura é referido que
revestimentos constituidos por F e HA permitem a libertacdo de F suficientemente baixa

para ajudar na formacdo 0ssea e para a ndo acumulagdo de F no organismo [27].
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Figura 3.11 - Concentragdo de fldor na solucdo ao longo de 30 dias.

3.6.3. Morfologia da Superficie

A avaliacdo da morfologia superficial dos substratos ndo revestidos antes e
apos 4 semanas de imersédo em solucéo balanceada de Hanks néo evidenciou qualquer tipo
de formacdo de precipitados (figura 3.12). Assim, aparentemente, nem a rugosidade do
substrato, nem a sua composi¢do quimica tiveram qualquer tipo de influéncia na

capacidade osteointegradora dos materiais macicos ao fim de 30 dias.
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Figura 3.12 — Micrografias SEM dos substratos de a) aco, b) Ti polido e c) Ti rugoso, apds quatro semanas de
imersdo em solugdo balanceada de Hanks.

Ao comparar com a morfologia do filme fino de HA antes dos testes in vitro, e
apos 4 semanas em contacto com a solucdo de Hank, para além de alguma degradacdo do
revestimento, ndo se observam grandes mudancas na superficie nem sao visiveis

aglomerados resultantes da troca ionica com a solucdo de Hanks (figura 3.13).

Det —— &5um
SE

Figura 3.13 - Micrografia SEM e espetro EDS do revestimento de HA apds 4 semanas em solugdo balanceada
de Hanks.

No revestimento HA/Ag, (figura 3.14), é possivel distinguir a presenca de
aglomerados na superficie que ndo existiam na morfologia inicial e que, pela analise EDS
feita no local assinalado na figura, mostraram ser compostos por Ca e P, 0 que confirma a

existéncia de trocas i6nicas entre meio e o revestimento.
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Figura 3.14 - Micrografia SEM e espetro EDS do revestimento de HA/Ag apds 4 semanas em solugdo
balanceada de Hanks.

Apdbs 30 dias em solucdo, os revestimentos com PTFE estdo completamente
revestidos por uma camada de precipitados, que pela andlise EDS mostram, mais uma vez,
corresponder a Ca e P. Na figura 3.15 é visivel uma camada de precipitados sobre o
revestimento HA/PTFE, mas é no revestimento HA/PTFE/Ag (figura 3.16), que ha a
formacdo de uma camada uniforme destes precipitados que, com base na analise EDS
(figura 3.17), reveste completamente a superficie do filme fino.

Ambas as camadas sdo constituidas por precipitados de Ca e P, existindo
também uma elevada contribuicdo de oxigénio. Esta superficie mostra assim um grau de

bioatividade superior em relacdo as restantes amostras.
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Figura 3.15 - Micrografia SEM de HA/PTFE apds 4 Figura 3.16 - Micrografia SEM de HA/PTFE/Ag
semanas em solucdo de Hanks. apds 4 semanas em solugdo de Hanks.
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Figura 3.17 - Micrografia SEM e anadlises EDS de HA/PTFE/Ag, x: EDS da parte escura, x: EDS da clara.

Ostsu et al, em 2007, mostraram que sobre um substrato sem revestimento
bioativo ndo se forma a camada de Ca e P, o que resultaria numa pobre osteointegragéo,
valorizando assim revestimentos bioativos [57]. Segundo Rautray et al a causa de i0es
fosforo adsorverem numa superficie com Ca®" é a atragdo de cargas elétricas, que leva a
formacdo de fosfato de célcio, o que vem confirmar a influéncia da carga superficial no

desempenho deste tipo de biomateriais [1].

3.6.4. Topografia da Superficie

Os parametros de rugosidade Sa e Sms de todos os revestimentos em estudo
evidenciaram um ligeiro aumento apos o0s testes in vitro, resultado explicado pela formacéo
de precipitados na superficie e por isso ja esperado (tabela 3.9). Mais uma vez se confirma
gue o maior incremento € registado no filme HA/PTFE/Ag que é o revestimento que, pelas
caracterizagdes anteriores, apresentou maior capacidade de troca iénica com a solucdo de
Hanks.

Tabela 3.9 — Valores dos parametros de rugosidade, calculadas por AFM, da superficie dos filmes finos apds
um més de imersdo na solugdo balanceada de Hanks.

Como depositados Apos 4 semanas de imersao
Sa (nm) Sms (nm) Sa (nm) Sms (nm)
HA 11,1 13,9 16,0 21,2
HA/PTFE 26,6 34,6 36,0 44,1
HA/Ag 10,2 12,8 12,5 15,2
HA/PTFE/Ag 10,2 13,2 21,9 26,0

Silvia Catarina Santos Neves 39



Influéncia do Agente Dopante na Resposta Bioldgica de Filmes Finos de Hidroxiapatite Capitulo 3

A figura 3.18 corresponde as imagens de AFM dos filmes finos apds 30 dias em
solucdo balanceada de Hanks. Em todas as imagens é visivel a alteracdo da topografia
devido a deposicdo, sobre as superficies, de precipitados, consequéncia da troca idnica com
a solucéo.

Devido destaque deve ser dado as imagens de fase dos revestimentos de HA/PTFE
e HA/PTFE/Ag que evidenciam, sem serem artefactos topogréaficos, a existéncia de fases
distintas na &rea analisada. Estes resultados vém confirmar a deposicdo de grandes

quantidades de Ca e P ja observada pelas imagens de SEM.
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Figura 3.18 - Imagens de AFM, 1x1 umz, dos filmes apds teste in vitro. A primeira imagem de fase, a do
meio imagem topografica em 2D e a terceira imagem topografica em 3D dos quatro revestimentos: a) HA,
b) HA/PTFE, c) HA/Ag e d) HA/PTFE/Ag.
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3.7. Testes antibacterianos

Quando o tratamento médico passa pela colocacdo de um implante, um dos
maiores problemas consiste no aparecimento de infe¢fes pds-implantacdo. As infecbes sdo
capazes de provocar alteragcbes na matriz extracelular o que leva a uma melhor adeséo por
parte das bactérias, pelo que impedir este fendmeno € essencial para o sucesso de um
implante. Os testes realizados neste estudo tiveram uma duracdo de 24h, uma vez que é nas

primeiras horas apds o procedimento cirdrgico que se ddo as infecdes.

3.7.1. Teste em Meio Solido NA

Apdbs 24 horas em contacto com os trés tipos de bactérias em meio sélido NA,
apenas 0s revestimentos com prata apresentaram halos de inibicdo e apenas na
Staphylococcus epidermidis (figura 3.19). O maior halo ocorreu em HA/Ag com 2,6 mm e
0 halo em HA/PTFE/Ag € de 1,4 mm, os halos foram calculados através do software
“Image]”. Esta diferenca de halos é explicada pela quantidade de prata existente no
revestimento, uma vez que HA/Ag tem maior quantidade de prata alcancou um maior halo
de inibicdo. Estes dois filmes mostram assim capacidade para tratar infecbes sem a
necessidade de excesso de antibidticos, esta habilidade pode ser atribuida apenas a

libertacdo de iGes prata para o0 meio e ndo hé libertacao de ides fldor.

Figura 3.19 - Halos de inibigdo obtidos no teste antimicrobiano, para HA/Ag e para HA/PTFE/Ag, e HA/PTFE
em Bacillus, onde ndao houve halo de inibi¢do.
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O facto de estes revestimentos sé conseguirem resultados na Staphylococcus
epidermidis podera estar relacionado com o facto de esta bactéria ser uma Gram-positiva e
a Escherichia coli uma Gram-negativa sendo que a grande diferenca est& na constitui¢do da
parede celular de cada uma (figura 3.20).

A parede celular de uma Gram-positiva é constituida por uma espessa e rigida
camada de peptidoglicanos, polimero constituido por agucares e aminoécidos fortemente
ligados entre eles em longas cadeias. A parede celular de uma Gram-negativa também é
constituida por peptidoglicanos, mas esta ndo € tdo espessa como a de uma Gram-positiva,
como se pode ver na figura 3.20. A Gram-negativa tem a “revestir” a camada de
peptidoglicanos uma camada exterior de fosfolipidos, apresentando uma dupla protecdo
contra agentes nocivos a célula que a torna mais resistente do que as bactérias Gram-
positivas [58]. Em 2011, Nirmala et al obtiveram resultados semelhantes, onde uma Gram-
positiva se mostrou mais sensivel ao revestimento de HA com Ag do que uma Gram-
negativa [37].

A Bacillus cereus é uma também uma Gram-positiva, mas produtora de esporos e,
por este motivo, muito resistente dado que se adapta a quase todas as condices. Neste
contexto, o que torna este resultado positivo é o facto de que se os revestimentos em estudo
tivessem o efeito de inibicdo do B. cereus significava que a libertacdo agentes
antimicrobianos era tal modo elevado que, para além de bactérias, poderia ser citotdxico

para as células saudaveis do organismo [10].
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Figura 3.20 - Comparacdo entre as paredes celulares de uma bactéria Gram-positiva e de uma Gram-
negativa [Adaptada de 59].
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Através de imagens de SEM foi possivel perceber melhor o modo como as
bactérias interagiam com a superficie. Na figura 3.21 estdo as imagens dos quatro
revestimentos em contacto com a S. epidermidis, a Unica em que se obteve halo de
inibicdo. E possivel perceber que a superficie HA/PTFE é a superficie onde as bactérias
melhor colonizam, o que leva a afirmar que a presenca de flGor no revestimento ndo induz
qualquer tipo de inibig&o, o que vai contra os resultados de Ge et al, onde um revestimento
de HA com fluor tinha maior taxa antibacteriana que um revestimento s6 de HA [30]. Mas
estd de acordo com a investigacdo de Puckett et al, que concluiram que o aumento de i6es
fldor leva a um aumento de adesdo bacteriana [51]. O revestimento de HA também
apresenta bactérias, mais numas zonas que noutras, enquanto no filme fino de
HA/PTFE/Ag ha uma menor densidade bacteriana devido, provavelmente a presenca de
prata. Em todas as superficies as bactérias mantém a sua morfologia, exceto no
revestimento de HA/Ag, onde ha, aparentemente, matriz extracelular visivel o que é uma
consequéncia da perda de integridade da parede celular. Assim, as poucas que conseguem

colonizar a superficie ndo sobrevivem.

Figura 3.21 - Micrografias SEM de a) HA, b) HA/PTFE, c) HA/Ag e d) HA/PTFE/Ag em contacto com
Staphylococcus epidermidis.
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Na figura 3.22 estdo as imagens dos revestimentos apds contacto com Bacillus
cereus, onde ndo foi visivel a formacdo de qualquer halo de inibi¢do. A superficie do filme
finos de HA esta coberta por esta bactéria, mas, nos restantes trés revestimentos, é visivel
uma situacdo estranha na medida em que a bactéria prolifera mas mantem-se afastada de
certas zonas, isto ¢, abre “halos de inibi¢ao” sobre a superficie, como se pode ver melhor
nas imagens de menor ampliacdo da figura 3.23. Este resultado, indica que hd uma nao
uniformidade na superficie destes filmes e que, considerando, as caracterizaces
anteriormente efetuadas, pode ser ao nivel da distribuicdo de fases. No entanto, ndo €

possivel tirar uma conclusdo definitiva sobre o comportamento observado.

Figura 3.22 - Micrografias SEM de a) HA, b) HA/PTFE, c) HA/Ag e d) HA/PTFE/Ag em contacto com Bacillus
cereus.

Figura 3.23 - Micrografias SEM com menor ampliacdo de HA/PTFE, HA/Ag e HA/PTFE/Ag, respetivamente,
em contacto com Bacillus cereus.
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A figura 3.24 mostra que também a Escherichia coli coloniza melhor sobre o
filme de HA/PTFE quando em comparacdo com as restantes superficies. Mais uma vez é
no fime de HAJAg que a densidade bacteriana é inferior quando comparada com o
observado nos restantes filmes finos. Estes resultados, comparacdo entre HA e HA/Ag,
estdo de acordo com os resultados de Chen et al [22,23]. As bactérias apresentam em todas

as superficies uma morfologia semelhante na literatura disponivel [60].

Figura 3.24 - Micrografias SEM de a) HA, b) HA/PTFE, c) HA/Ag e d) HA/PTFE/Ag em contacto com
Escherichia coli.

3.7.2. Testes em Meio Liquido LB

O teste em meio liquido teve como objetivo observar se se formava um
biofilme de bactérias na superficie, o que poderia levar a rejeicdo do implante por parte do
organismo. Do estudo efetuado por observagdo em SEM pode ser concluido que ndo houve
a formacdo de biofilme em nenhuma das superficies qualquer que fosse o agente

microbiano utilizado.
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Nas amostras que estiveram em contacto com a Staphylococcus epidermidis,
(figura 3.25) o revestimento que apresentava menor densidade de bactérias era 0 HA/Ag
seguido, em ordem crescente, de HA, HA/PTFE/Ag, e por ultimo o de HA/PTFE com a
maior densidade bacteriana. Em nenhum dos casos a densidade bacteriana é suficiente
HA/PTFE para considerar que houve a formacdo de um biofilme. No revestimento
HA/PTFE/Ag deve ser salientado que a morfologia das bactérias era distinta do normal

dado que apresentavam uma forma achatada, nada semelhante a forma redonda normal.
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Figura 3.25 - Micrografias SEM de a) HA, b) HA/PTFE, c) HA/Ag e d) HA/PTFE/Ag em meio liquido com
Staphylococcus epidermidis.

A figura 3.26 permite observar o comportamento do Bacillus cereus 24 horas
depois de contacto com os revestimentos. Mais uma vez o filme fino dopado com prata é o
gue apresenta menos bactérias colonizadas na sua superficie e com uma morfologia algo
distinta da normal. No caso especifico desta bactéria a superficie do filme HA/PTFE,
contrariamente ao observado anteriormente, apresenta uma baixa densidade bacteriana,
semelhante do filme HA/Ag. Contudo, o que deve ser salientado é que nenhuma superficie

apresentou a formacéo de biofilme.
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Figura 3.26 - Micrografias SEM de a) HA, b) HA/PTFE, c) HA/Ag e d) HA/PTFE/Ag em meio liquido com
Bacillus cereus.
Quando em meio LB liquido com suspensdo de E. coli, o revestimento de
HA/Ag continua a ser o que apresenta melhores resultados (figura 3.27) apesar de em

nenhum dos casos, mais uma vez, se ter observado a formagéo de um biofilme.

Figura 3.27 -Micrografias SEM de a) HA, b) HA/PTFE, c) HA/Ag e d) HA/PTFE/Ag em meio liquido com
Escherichia coli.
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Assim, nenhum dos revestimentos mostrou a formagdo de um biofilme
sobre a superficie em contacto com as trés diferentes bactérias, o que é um resultado
bastante positivo tendo em conta a aplicacéo, pois a formacao deste poderia levar a falha e,
consequente, remocdo do implante, por outro lado talvez 24 horas seja pouco tempo para
se puder ter garantias.

Ao comparar o comportamento dos revestimentos em meio so6lido e meio
liquido, é observado que em meio sélido as bactérias estdo em maior quantidade sobre o0s
revestimentos que em meio liquido. A diferenca reside no facto de que, enquanto no meio
solido as caixas de inoculacdo estdo estaticas, nos testes em meio liquido as caixas
multiwell estdo em movimento o que podera dificultar o inicio do processo de adesdo
bacteriano.

Nos testes microbioldgicos o revestimento de HA/Ag tem o melhor efeito
antibacteriano de todos os revestimentos, tanto em meio liquido como em meio solido,
sendo que a bactéria mais sensivel a esta superficie é a Staphylococcus epidermidis, que
em meio sélido levou a formacédo de halo de inibigdo. No geral a superficie de HA/PTFE
apresentou os piores resultados, especialmente na Staphylococcus epidermidis, o que
indica que enquanto a prata tem um importante efeito inibidor nas bactérias 0 mesmo néo
pode ser afirmado para o fllor, para as estirpes estudadas, ao contrario do que alguma

literatura refere.
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CONCLUSAO

Tendo em consideracdo que o objetivo principal deste trabalho sé poderia ser

alcancado se varios fatores para ele contribuissem, as principais conclusdes podem ser

sumariadas como se segue:

A pulverizacdo catddica, modo r.f. magnetrdo nao reativo, permitiu a deposicao de filmes
finos a partir de um alvo de HA puro e dopado;

Quando se utiliza como material fornecedor de F o PTFE, os filmes finos n&o apresentam a
substituicdo de parte da estrutura da HA com F, em vez disso formam revestimentos ricos
em fluoreto de célcio;

Ao nivel estrutural todos os filmes finos, inclusive o de HA, apresentam mais do que uma
fase;

Todos os filmes finos apresentam, ap6s deposicdo, morfologias compactas (para a escala
observada) e uma superficie nanorugosa;

Todos as superficies modificadas apresentam caracteristicas hidréfilas e valores de
potencial zeta mais facilitadores de osteointegra¢do do que os substratos de Ti e aco 316L
n&o revestidos;

Os testes preliminares in vitro efetuados com solucéo balanceada de Hanks mostraram que,
ao fim de 30 dias, 0s substratos ndo revestidos ndo apresentavam precipitados de Ca e P, 0
que indicia a sua fraca capacidade de induzir osteointegracao, independentemente da sua
composicao quimica ou micro, nanorugosidade superficial;

Dos testes in vitro os revestimentos que apresentaram capacidade para induzir maior
osteointegracdo foram os que continham F: HA/PTFE e HA/PTFE/Ag;

Os testes microbiolégicos em meio liquido indicaram que nenhuma das trés estirpes de
bactérias foi capaz de formar um biofilme, apds 24 horas de incubagdo, sobre nenhum dos
revestimentos estudados;

Os testes microbiol6gicos em meio solido mostraram que os halos de inibi¢do apenas
foram observados para a bactéria Staphylococcus epidermidis, sendo que o revestimento
com melhor efeito antimicrobiano é o HA/Ag seguido pelo revestimento HA/PTFE/Ag;
Considerando o efeito conjunto de capacidade osteointegradora com propriedades

antibacterianas o revestimento com o melhor desempenho é o HA/PTFE/Ag.
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A literatura refere que o tratamento térmico leva a uma maior ordem estrutural
de filmes finos de hidroxiapatite, o que, de acordo com alguns autores, induz uma maior
facilidade na troca i6nica com 0 meio e, consequentemente, uma maior capacidade
osteointegradora.

Assim, seria interessante para trabalho futuro estudar qual o comportamento in

vitro e em testes bacterioldgicos destes filmes finos apds tratamento térmico.
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Composicio quimica dos materiais metalicos utilizados como substratos
Composi¢ao quimica (%pd. maxima)
Fe O H N C Ti
\ Ticp4 * 0,5 0,4 0,0015 0,05 0,1 bal
Composi¢ao quimica (% pd. maxima)
C Mn Si Cr Ni Mo P S N Fe
‘ 316L** | 0,02 2,0 0,75 18,0 14,0 3,0 0,045 0,030 0,10 bal

*’Titanium in Medicine”, DM Brunette, PTengvall, M Textor and P Thomsen, Eds.
Springer-Verlag:Berlin, 2001, pg.33
** de acordo com AISI (http://www.steel.org/)
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Fichas ICDD
81-2041 Wavelenglh= 1.78887 C
Ca(OH)2 28 Imt h k 1
Calcium Hydroxide 208988 Y18 0 0 1
33451 1686 1 0 0
398256 898* 1 0 1
42.726 ¥ 0 0 2
Rad.: Cukal 7: 1.54060  Filler: d—sp: Calculated SogeE A 102
Cut off: 177 Int.: Calculated 1/lcor.:  3.80 64105 151 1 1 1
Ref: Caleulated from ICSD using POWD—12++, (1997) 66.243 12 0 0 3
Ref: Desgranges, L et al.. Acta stallogr., Sec. B: T0.279 2 2 00
Structural Science, 49, 812 (1993 T4.271 06 0 2 1
— T62YY 114 0 1 3
Sys.: Hexagonal 5.G.: POm1 (164) 85.869 B2 0 2 2
a: 3.589(8) b c 4911(14) A C: 1.3683  ganat a3 | o 3
o iz % Z1 mp: 98157 6 2 1 0
S 103.052 7 o2 1 1
Ref: Tbid. 103.052 76 0 1 4
105.052 8 2 0 3
Dx: 2246 Dm: ICSD § : 073468
Peak height intensity. R—factor: 0.018. Single—crystal data
used, PSC: hP5, Mwt: 74.08. Yolume[CD]: 54.78.
E"Ii?ﬂ‘ ® 2000 JCPDS-International Centre for Diffraction Data. All rights reserved
PCPDFWIN v, 2.1
81-2041 Wavelenglh= 1.78897 C
CalOH)2 d(a) Int h k 1
Calcium Hydroxide 4911 718 o 01
3.1081 1686 1 0 0
2.6263 989 1 0 1
2.4555 7 0 0 2
Rad: CuKal . 1.54060  Filler: d—sp: Calculated lozgr 4 1 02
Cut off: 17.7 Int.: Calculated 1/leor.:  3.80 1.6855 151 1 11
Ref: Calculated from ICSD using POWD—12+4+, (1997) 1.6370 12 0 0 3
Ref: Desgranges, L et al., Acta stallogr., See, B: 1.5540 22 2 0 0
Structural Science, 49, 812 (1993 148186 06 0 2 1
— 1.4484 114 0 1 3
Sys.: Hexagonal 3.G.: P3m1 (164) 1.3131 B2 0 2 2
a: 3.589(8) b e 4.911(14) A c: 13883 goarr 18 90 2
a ik ¥ 1 mp: 1.174% 16 2 1 0
S 1.1425 % 2 1 1
Ref: Ibid. 11425 76 0 1 4
1.12%0 36 2 0 3
Dx: 2.246 Dm: ICSD § : 073468

Peak height intensity. R—factor: 0.018. Single—crystal data
used. PSC: hP5. Mwt: 74.08. Velume[CD]: 54.78.

J:‘Ji?’l ® 2000 JCPDS-International Centre for Diffraction Data. All rights reserved
PCPDFWIN v. 2.1
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B87-0971 Wavelength= 1.78887 c
CaF2 20 Imt h k 1
Calcium Fluoride 32899 999+ 1 1 1

38.171 6 2 0 0
55087 998 2 2 0
65672 308 3 1 1
Rad.. CuKal 7 1.54060  Filter: d—sp: Calculated e 18 5 o
Cut off: 17.7 Int.: Calculated 1/lcor.: 4.10 90.899 95 3 3 1
Ref: Calculated from ICSD using POWD—12++, (1997) 93,965 8 4 2 0
Ref: Zhurova, E.A et al., Kristallografiya, 41, 438 (1996) 106.439 169 4 2 2
Sys.: Cubic 5.G.: Fm3m (225)
a: 5.4712(4) b: e A o
o iR 3 74 mp:
Ref: Ibid.
Dx: 3.187 Dm: ICSD § : 082707
Peak height intensity. R—factor: 0.006. P3C: cF12. Mwt:
78.08. Volume[CD]: 163.78.
J:di_-ﬂ. ® 2000 JCPDS—International Centre for Diffraction Data. All rights reserved
PCPFDFWIN v. 2.1
87-0971 Wavelenglh= 1.78887 C
Cal2 d(a) Int h k 1
Calcium Fluoride 3.1588 999* 1 1 1
2.73566 6 2 0 0
1.9343 998 2 2 0
1.6496 308 3 1 1
Rad- CuKal 7 154060  Filter: d—sp: Calculated e s B
Cut off: 17.7 Int.: Calculated I/lcor.; 4.10 1.2551 9 3 3 1
Ref: Calculated from ICSD using POWD—12++, (1997) 1.2234 8 4 2 0
Ref: Zhurova, E.A et al., Kristallografiya, 41, 438 (1996) 1.1168 169 4 2 2
Sys.: Cubic 8.G.: 'm3m (225)
a: 5.4712(4) b: c: A: C:
o B: s Z: 4 mp:
Ref: Ibid.
Dx: 3.167 Dm: ICSD # : 082707
Peak height intensity. R—factor: 0.006. PSC: cF12. Mwt:
78.08. Volume[CD]: 163.78.
J:‘:Lm‘ ® 2000 JCPDS-International Centre for Diffraction Data. All rights reserved
PCPDFWIN v. 2.1
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87-0720 Wavelenglh= 1.78887 C
Ag 24 mt h k 1
Silver 44.666 999+ 1 1 1
52.051 452 2 0 0
78708 223 2 2 0
Silver 3C 93374 220 3 1 1
Rad: Cukal 2. 1.54060  Filler: d—sp: Calculated wezm 6 2 2 3
Cut off: 17.% Int.: Calculated 1/leor.: 17.20
Ref: Calculated from ICSD using POWD-12++, (1997)
Ref: Becherer, G., Ifland, R., Naturwissenschaften, 41, 471
(1954)
Sys.: Cubic 3.G.: Fm3m (225)
a: 4.07724(4) b o A C:
a: f: L% 74 mp:
Ref: Ibid.
Dx: 10.571 Dm: 10.500 ICED # : 064997
Peak height intensity. PSC: c¢F4. Calc. density unusual but
tolerable. No R value given. At least one TF missing. Mwt: 107.8%.
Volume[CD]: 67.78.
J:‘:Lﬁﬂ‘ ® 2000 JCPDS—International Centre for Diffraction Data. All rights reserved
PCPDFWIN v. 2.1
87-0720 Wavelenglh= 1.78897 C
Ag d(A) Int h k 1
Silver 2.354 999+ 1 1 1
2.0386 452 2 0 0
1.4415 223 2 2 0
Silver 3C 1.2293 220 3 1 1
Rad.. CuKal 7. 154060  Filler: d—sp: Calculated 1.177 61 =2 2 2
Cut off: 17.7 Int.: Calculated I/lcor.: 17.20
Ref: Calculated from ICSD using POWD—12++, (1997)
Ref: Becherer, G., Ifland, R., Naturwissenschaften, 41, 471
(1954)
Sys.: Cubic 8.G.: Fm3m (225)
a: 4.07724(4) b: c: A: C:
o p: ¥ 44 mp:
Ref: Ibid.
Dx: 10.571 Dm: 10.500 ICSD # : 064997
Peak height intensity. PSC: cF4. Cale. density unusual but
tolerable. No R value given. At least one TF missing. Mwt: 107.87.
Volume[CD]: 67.78.
E‘Z\ilc?k ® 2000 JCPD3—Internalional Cenlre for Diffraclion Dala. All righls reserved
PCPDFWIN v. 2.1
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