1 2

UNIVERSIDADE b

COIMBRA

LLaura Santos Carvalho

SUPERFICIES MICRO/NANO-ESTRUTURADAS
PARA IMPLANTES DENTARIOS

VOLUME 1
Dissertacdo no ambito do Mestrado em Engenharia dos Materiais orientada pela

Professora Doutora Sandra Maria Fernandes Carvalho e apresentada unidade
orgéanica de Dissertacéo de Mestrado, ao Departamento de Engenharia Mecéanica

setembro de 2022






FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA

UNIVERSIDADE b

COIMBRA

Superficies nano estruturadas bioativas com
propriedades antimicrobianas para implantes
dentarios

Dissertacao apresentada para a obtencdo do grau de Mestre em Engenharia dos
Materiais

Bioactive nanostructured surfaces with antimicrobial
properties for dental implants

Autor
Laura Santos Carvalho

Orientador[es]
Professora Doutora Sandra Maria Fernandes Carvalho

JUri
Presidente

Professora Doutora Ana Paula da Fonseca Piedade
Orientador

Professora Doutora Sandra Maria Fernandes
Vogais

Doutora Luisa Isabel Serra da Gldria Fialho

Coimbra, setembro, 2022


















Agradecimentos

Agradecimentos

O trabalho que aqui se apresenta so foi possivel gragas a colaboracao e apoio de

algumas pessoas, as quais ndo posso deixar de prestar o0 meu reconhecimento.

A minha orientadora, professora Sandra Carvalho, pela orientagdo e
disponibilidade.

Aos colaboradores do DEM, por toda a ajuda e conhecimento que transmitiram-

me ao longo dos ultimos meses.

Aos colaboradores do IPN, por fornecer-me o espacgo e condicdes para realizar

algumas partes experimentais do trabalho.

Ao grupo da Universidade do Minho por ajudarem-me na anélise das amostras

e por transmitirem me o conhecimento que precisava.

Ao0s meus pais e irmd, por toda ajuda e motivacdo ao longo de todo o meu

percurso.
A minha avo, por ser o meu grande modelo e inspiragdo todos os dias.

Ao Jodo, por toda a paciéncia nos Ultimos tempos e por todo o apoio e carinho

diario.

Ao0s meus amigos por todos os bons e maus momentos que partilhamos juntos e

ultrapassamos.

A todos, um grande obrigada.

Laura Santos Carvalho i



Superficies micro/nano-estruturadas para implantes dentarios

ii 2022



Resumo

Resumo

Os implantes estdo sujeitos a entrada de microorganismos que podem originar
infecOes, que podem culminar na doenga peri-implantar.

Com o intuito de minimizar a lenta osteointegracdo e a doenga peri-implantar,
esta dissertacdo baseia-se na deposi¢ao de nanoparticulas de prata numa superficie bioativa
de tdntalo com os elementos de célcio e fosforo incorporados.

Nesta tese, as nanoparticulas de 6xido de tantalo serdo obtidas a partir da técnica
de oxidacdo por plasma eletrolitico a partir de chapas de Ta, com o intuito de obter uma
morfologia semelhante ao 0sso. Nesta técnica, incorporou-se o calcio e o fésforo com o
intuito de facilitar a osteointegracao.

As nanoparticulas de prata (NP’s Ag) serdo pulverizadas na superficie porosa a
partir da técnica pulverizagdo catddica por magnetrdo com o objetivo de obter nanoparticulas
com diversos tamanhos. Desenhou-se quatro aproximacdes com diferentes deposicdes, onde
introduziu-se uma fina camada de carbono para analisar o impacto na libertagdo de ides de
prata e as suas vantagens.

Analisou-se as amostras através de técnicas de caracterizacao fisica e quimica
com o objetivo de avaliar a morfologia, topografia, composicdo elementar e estrutura
cristalina da superficie nano estruturada de Ta20s com nanoparticulas de prata.

Apds a aplicacdo de diversas técnicas de caracterizacdo, concluiu-se que 0s
rearranjos sugeridos permitem que ocorra uma libertagdo de teor de Ag controlado, num
longo periodo de tempo, no entanto, as amostras ndo apresentaram atividade antimicrobiana

suficiente para empregar a funcéo pretendida.

Palavras-chave: [Implantes Dentdrios], [Nanoparticulas de prata],
[Tantalo], [Atividade Antimicrobiana]
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Abstract

Abstract

Implants are subject to the entry of microorganisms that may lead to infections,
which may culminate in peri-implant disease.

In order to minimize slow osseointegration and peri-implant disease, this
dissertation is based on the deposition of silver nanoparticles on a bioactive tantalum surface
with incorporated calcium and phosphorus elements.

In this thesis, the tantalum oxide nanoparticles will be obtained from the
electrolytic plasma oxidation technique from Ta sheets, in order to obtain a morphology
similar to bone. In this technique, calcium and phosphorus were incorporated in order to
facilitate osseointegration.

The silver nanoparticles (NP's Ag) will be sprayed on the porous surface from
the magnetron sputtering technique in order to obtain nanoparticles with various sizes. Four
approaches with different depositions were designed, where a thin carbon layer was
introduced to analyze the impact on silver ion release and its advantages.

The samples were analyzed by physical and chemical characterization
techniques in order to evaluate the morphology, topography, elemental composition and
crystal structure of the Ta205 nano structured surface with silver nano particles.

After the application of several characterization techniques, it was concluded
that the suggested rearrangements allow a controlled Ag content release to occur over a long
period of time, however, the samples did not show sufficient antimicrobial activity to employ

the intended function.

Keywords [Dental implant], [Silver nanoparticules], [Tantalum],
[Antimicrobial activity].
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[SIMBOLOGIA] E [SIGLAS]

[Simbologia]

Ag — Prata

Al203— Oxido de Aluminio
ZrO2— ZircoOnia

TiOz - Dioxido de titénio

Ti — Titanio

Ta20s5— Pentoxido de tantalo

Ta - Tantalo

CCC — Cdubica de corpo centrado
Ca — Célcio

P -Fdsforo

Cu — Cobre

Zn — Zinco

O — Oxigénio

F — Fluor

HAp — Hidroxiapatite

Sa — rugosidade média

Sq — rugosidade quadratica média

HNO3— 4cido nitrico

[Siglas]

DNA — Acido desoxirribonucleico

PEO — Oxidacdo por plasma eletrolitico
MEV — Microscodpia eletronica de varrimento
ES — Eletrbes Secundarios

ER — Eletrdes retro-difundidos
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NP’s — Nanoparticulas

MFA — Microscopia de forca atomica

EDS — Dispersdo eletrénica de Raio-X

DRX — Difracdo de Raio-X

ICDD - Centro Internacional de Dados de Difragéo

ICP-OES - Espectroscopia De Emissdo Optica De Plasma Acoplado
Indutivamente

UFC - Unidade formadora de coldnias
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, verificou-se um aumento no interesse e no estudo de novos
métodos de diagnostico e procedimentos cirargicos. Em especifico, na area de odontologia
tem-se efetuado diversos estudos para a substituicdo de dentes por implantes.

No entanto, surgem algumas preocupacgdes associadas ao tipo de materiais
utilizados para estes implantes dentarios, pois ocorrem diversas falhas e complicacGes que
por vezes obrigam a sua remocao [1].

A lenta osteointegracdo e a doenca peri-implantar sdo exemplos de falhas na
odontologia e por isso, tém-se estudado novos materiais bioativos e técnicas para promover
a osteointegracdo e melhorar a atividade antimicrobiana do implante.

Atualmente, o Titanio (Ti) é o metal mais utilizado para implantes dentérios.
Embora apresente uma baixa bioatividade e uma lenta osteointegracdo o que aumenta 0s
riscos, como a entrada de microrganismos o que progredi para o aparecimento de infecdes.

O Téantalo (Ta) e os seus Oxidos desempenham um papel importante na
interface entre 0 0sso e o implante. Estes materiais apresentam boas caracteristicas,
destacando-se a bioatividade in vivo e uma elevada energia superficial que favorece o
crescimento 6sseo e a mineralizagcdo dssea. A bioatividade pode ser controlada a partir da
composicdo quimica da superficie, pois delimita o tipo de iGes absorvidos na &rea do
implante dentério [2].

Comercialmente, as estruturas porosas estdo associadas a uma forte
osteointegracdo, o que ajuda na fixacdo entre o implante dentéario e 0 0sso [3].

Nos ultimos tempos, as micro/nano porosidades tém algum enfase na
investigacdo. As respostas celulares, em conjunto com as micro/nano estruturas e devido a
biomimetizacdo do tecido 6sseo, apresentam uma melhor interacdo superficie-proteina.

A modificacdo da topografia da superficie do implante a escala micro e
nanomeétrica reverte numa maior interacdo entre a superficie e as proteinas, os ifes, as
biomoléculas e as células, permitindo a adeséo e a diferenciacao osteoblastica, acelerando a

osteointegracdo, fundamental no crescimento do 0sso [1].

Laura Santos Carvalho 1
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Neste projeto, com o0 objetivo de diminuir o insucesso dos implantes, seréo
depositadas nanoparticulas antimicrobianas de prata (Ag) nas superficies bioativas por

pulverizacdo catddica de magnetrdo em corrente continua [4].

1.1. Motivac¢ao e Objetivos

Neste trabalho, o objetivo principal consiste no desenvolvimento de uma nova
superficie, capaz de diminuir as falhas dos materiais, aplicados na construgdo dos implantes
dentarios relativamente a lenta osteointegracéo e a doenca peri implantar.

Deste modo, ira incorporar-se nanoparticulas de prata em superficie de 6xido de
tantalo com o intuito de aumentar as propriedades antibacterianas do implante. Este
tratamento ird promover a capacidade de osteointegrar a partir da modificagdo quimica e
morfolégica da superficie do tantalo e prevenir o risco de infecdo, que leva ao
desenvolvimento da doenca peri implantar.

Estes objetivos, provém de estudos efetuados relativos a biocompatibilidade do
tantalo, das vantagens das suas propriedades associadas aos implantes dentarios e ainda dos
estudos efetuados no ambito das propriedades antibacterianas de prata.

Em suma, os principais objetivos da dissertacdo consistem em relacionar as
propriedades bioativas do substrato nano poroso de tantalo, com as propriedades
antibacterianas das nanoparticulas de prata e ainda, a libertacdo controlada de nanoparticulas

de prata com introducdo do carbono e diferentes rearranjos.
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Estado de Arte

2. ESTADO DE ARTE

2.1. Dente

Os dentes séo importantes estruturas com a funcionalidade de mastigar e triturar
os alimentos e por isso estdo integrados no sistema gastrointestinal, localizados no maxilar
inferior e superior. Estes também tém uma elevada importancia na fonética e estética do
individuo.

A constituicdo do dente € divida em duas partes, a coroa (parte externa, visivel

a “olho nu”) e a raiz (parte interna) [1].

Esmalte

Dentina
Coroa
Falpa

& Gengiva

Osso

Raiz

Figura 1 - Esquema representativo do dente

Na coroa, o revestimento da dentina é constituido pelo esmalte, sendo a
substancia nomeada de alguma importancia no organismo, a raiz € revestida pelo ligamento
periodontal exercendo a fungdo do ligamento da dentina ao 0sso.

Como indicado anteriormente, o dente exerce a funcdo de mastigar 0s
alimentos, realizando vérios ciclos de mastigacdo o que leva a um desgaste do material
dentério e por isso, surge o bruxismo (ranger dos dentes).

A perda precoce de dentes surge por fatores internos e externos, assim como
a ma higiene oral e caries e por isso, ao longo dos tempos tém-se desenvolvido novas

proteses dentarias [4].

Laura Santos Carvalho 3



Superficies micro/nano-estruturadas para implantes dentarios

2.2. Implantes Dentarios

Os implantes dentarios sdo dispositivos introduzidos no 0sso maxilar, através de

uma cirurgia que substituem os dentes. Estes dispositivos, ao estarem em contacto direto

com 0sso, promovem a osteointegracdo. Os implantes sdo compostos por trés componentes

principais, o parafuso cilindrico denominado de implante, o pilar que liga o implante a

prétese dentaria e a coroa que é feita @ medida de cada paciente [5].

IMPLANTE DENTARIO

Figura 2 - Esquema da proétese dentaria

Error! Reference source not found.

Um implante ideal deve ser apresentar os seguintes requisitos:

L.

II.

III.

IV.

Biocompatibilidade — boa interacdo entre o material e o tecido

hospedeiro.

Resisténcia mecanica — o implante necessita de apresentar

propriedades mecanicas capazes de suportar as funcdes do dente.

Resisténcia a corrosao — a boca ¢ considerada um ambiente altamente
agressivo e por isso, os componentes do implante necessitam de
apresentar uma boa resisténcia a corrosdo pois ndo podem libertar

particulas nocivas para o organismo.

Resisténcia a esterilizagdo — o implante necessita de ser esterilizado
para que se possa aplicar no organismo. Desta forma ¢ crucial que o

biomaterial ndo se degrade com a esterilizagao.
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2.3. Falhas dos implantes dentarios

Os implantes dentérios sdo inseridos diariamente nos pacientes, embora a longo
prazo apresente algumas complicacgdes [6]

A osteointegracao consiste na unido do osso com a superficie do implante, onde
ocorre a migracdo das células 6sseas para a superficie do metal.

A lenta osteointegracéo leva a uma cicatrizagdo longa, consequentemente ocorre
num periodo de tempo mais longo onde podera ocorrer movimentacoes e acaba por levar a
um implante sem sucesso [7].

A infecdo bacteriana é uma condicdo patoldgica e infeciosa, que abrange 0s
implantes dentarios e tem como consequéncia a perda progressiva do tecido 0sseo de
suporte. A infecéo inicia-se por um biofilme bacteriano que progride para a inflamacgéo dos
tecidos moles e a perda do osso. Caso a doenca peri-implantar ndo seja detetada a tempo e

tratada, podera levar a rejeicdo do implante [6].

2.4. Materiais utilizados nos implantes dentarios

Atualmente, hd uma vasta gama de materiais para implantes dentarios, assim
como, a zirconica ou o titanio. Os materiais bioativos apresentam varias caracteristicas
interessantes para este trabalho. A interacdo com as células do tecido hospedeiro é uma
particularidade e permite adquirir a resposta adequada, assim como a presenca de reacoes
quimicas especificas.

O biomaterial exerce fungBes, como o auxilio na formacdo do 0sso, a
possibilidade da interconectividade de poros e ainda apresenta propriedades mecanicas
semelhantes aos tecidos a regenerar. Ha trés tipos de biomateriais utilizados em implantes
dentarios, 0s materiais ceramicos, os materiais poliméricos e 0s materiais metalicos.

Os implantes ceramicos conseguem suportar apenas uma tensdo baixa de
tracdo, no entanto, suportam niveis elevados de tensdo compressiva. Os ceramicos podem
ser utilizados em implantes dentarios, pois apresentam inércia a biodegradacdo, sendo uma

vantagem. A sua baixa ductilidade e a fraca resisténcia a fratura levam a algumas limitacdes.
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Alguns exemplos destes materiais sdo o 0xido de aluminio (Al203), utilizado
como um biomaterial standard para implantes ceramicos pois apresenta uma boa bio
estabilidade, assim como a zirconica (ZrO2) que também apresenta um elevado grau de
inércia. Estes tipos de implantes ceramicos ndo desenvolvem a formacéo do 0sso [8].

Enguanto, os polimeros apresentam propriedades de baixa resisténcia mecanica,
baixo valor do mddulo de elasticidade, a quando comparados com outras classes de
biomateriais. Os materiais poliméricos sdo caracterizados como isolantes térmicos, isolantes
elétricos e resistentes a biodegradacdo. No entanto, quando se analisa as propriedades do
0ss0, 0s polimeros apresentam moddulos de elasticidade inferiores, aproximando-se dos
valores correspondentes aos tecidos moles [9].

Por fim, os biomateriais metélicos apresentam melhores propriedades
mecanicas e por isso 0s mais utilizados em aplicacBes de implantes dentarios. O aco
inoxidavel apresenta boas propriedades mecanicas, contudo, tem fraca resisténcia a corrosao
e superficies inertes.

O titdnio é dos materiais mais utilizados, apresenta valores de baixa
densidade e elevada resisténcia a flexdo, em comparacdo com o cobalto e outras ligas
metalicas. Uma outra propriedade é a sua elevada resisténcia a corrosdo. O titanio puro tem
a facilidade de formar varios oxidos, assim como o TiOs, TiOz e Ti2O3 embora o dioxido de
titanio (TiO2) seja considerado o mais estavel, com boas propriedades de resisténcia a
corrosdo e biocompatibilidade. Apesar das semelhancas com 0 0sso, 0s implantes a base de
titdnio apresentam falhas, tais como, a falta de bioatividade, o que torna complicado a
formacdo de uma ligagdo quimica direta com 0 0SSO e por consequéncia, uma rejeicao
aquando da fixacdo 0ssea.

O Ti, aquando utilizado em aplicagdes dentarias, tém-se em consideracdo a
molhabilidade e a energia superficial pois sdo fatores importantes relativamente a adeséo e
ao crescimento da matriz ¢ssea. Relativamente a superficie, as caracteristicas quimicas
associam-se a energia de superficie e a sua carga. Quando hd uma elevada energia de
superficie, consequentemente ha uma maior molhabilidade o que leva a um aumento da
afinidade para a adsorcdo de ides. No caso dos ceramicos, TiO2 e Taz0s, as interacfes
descritas ocorrem devido as forgas eletrostaticas entre os grupos aminoacidos de carga

positiva com a superficie dos implantes carregada negativamente, ou entre 0S grupos
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aminoacidos negativos do fluido com os ides, absorvidos anteriormente pela superficie do
implante.
Uma alternativa promissora em relagéo ao Ti, tem sido o tantalo (Ta) pois

apresenta uma boa bioatividade e com respostas bioldgicas positivas.

2.4.1. Tantalo

O tantalo (Ta) € um elemento metalico de transicdo rara e pertence ao grupo dos
metais refratarios que tem a sua principal aplicacdo em componentes de ligas, altamente
resistente a corrosao.

A obtencédo de Ta é feita a partir da tantalita natural onde inicialmente, com
a acao da gravidade, permite a separacdo dos componentes da mistura com base nas
diferencas dos pesos especificos e de seguida ocorre a separacdo quimica. Neste processo,
ocorre a extracdo dos 6xidos de Ta. Por fim, ocorre a purificacdo a partir da extracdo liquida
dos fluoretos.

Os fluoretos de Ta sdo extraidos pelos solventes organicos e de seguida
precipitados com fluoretos de potassio e de sodio. A criagdo do po6 de Ta da-se devido ao
sodio ser derretido [10].

O tantalo e as ligas correspondentes tém a capacidade de reter as propriedades
mecanicas até 1000°C mas sofrem degradacdo pelo crescimento de cristais a temperaturas
mais elevadas.

Com base nos estudos anteriores o Ta € utilizado em aplicacBes industriais e
aeroespaciais onde ha uma congregacdo de elevada temperatura, corrosdo e/ou resisténcia
ao desgaste, pois € necessaria para algumas aplicacdes que atingem os 2480°C [11].

Além das propriedades descritas anteriormente, o Ta apresenta uma estrutura
cristalina cubica de corpo centrado (CCC) e por isso, apresenta uma boa resisténcia
mecanica, ductilidade e uma baixa resisténcia elétrica. A forma que apresenta maior
estabilidade, embora ndo seja a forma que apresenta maior equilibrio, € a tetragonal e é
utilizada em filmes depositados por pulverizacdo. No entanto, o Ta apresenta pontos
negativos, tais como, 0 modulo de Young elevado e por isso, uma elevada rigidez.

O pentdxido de tantalo (Ta20s) é 0 oxido de equilibrio termodinamico e por

isso caracterizado como 0 mais estavel dentro dos varios Oxidos, apresentando uma estrutura

Laura Santos Carvalho 7



Superficies micro/nano-estruturadas para implantes dentarios

cristalina ortorrémbica e elevado indice de reflexdo. Este elemento € utilizado no processo

de difusdo, condensadores, aplicagdes biomédicas, em concreto na area das proteses [1].

2.5. Modificagao de superficies

A modificacdo de superficie pode ajudar na interacdo entre a superficie e 0s
tecidos adjacentes, o que leva a diminui¢do das respostas inflamatorias que o recetor
manifesta. O tratamento de superficie de implantes permite a alteracéo topogréafica e quimica
da superficie, consequentemente altera a sua energia superficial, com o intuito de promover
a proliferacdo e a diferenciacdo das células 0sseas, acelerando assim a osteointegracédo [16].

A topografia da superficie tem uma grande importancia no sucesso do
implante, pois melhora a osteointegracdo ao longo do tempo e reduz o tempo de cicatrizacao.
Ao longo dos tempos, estudou-se as dimensdes dos poros e concluiu-se que as dimensdes
nanométricas resultam numa maior interacdo entre proteinas, ides e biomoléculas, o que
permite uma proliferacdo de osteoblastos.

A topografia da superficie e as propriedades quimicas podem ser manipuladas
através de processos como a anodizacdo e a oxidagdo por plasma eletrolitico. A oxidacéo
por plasma eletrolitico promove o desenvolvimento de uma camada com uma topografia
porosa.

Este processo eletroquimico pode ser alterado a partir de uma solugdo
composta por elementos bioativos, o célcio (Ca) e fosforo (P), o que permite mimetizar
quimicamente o 0sso. Assim, obtém-se uma composicdo semelhante a hidroxiapatite,
mineral presente na composicdo 0ssea.[12] .

A adesdo bacteriana ao implante tém-se revelado um problema nos implantes
dentarios. Com o objetivo de solucionar, desenvolveu-se superficies bacterianas capazes de
reduzir a colonizagdo bacteriana e consequente inibicdo de formacgdo de biofilme. As
nanoparticulas Ag, Cu e Zn e os seus 0xidos, ajudam a prevenir a adesdo bacteriana inicial
[12].
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2.6. Superficie nano-estruturada bioativa

As nanoparticulas tém diversas caracteristicas relevantes, assim como a sua
composicao e a morfologia. A classificagéo ¢ feita de acordo com o tamanho de diametro,
sendo que este varia de 1 nanémetro a 100 nandmetros. Este diametro podera corresponder
a moléculas individuais ou aglomerados de nanoparticulas[13].

Tendo em conta que o tamanho das NP’s permite distinguir as interacGes
biolégicas com os materiais ndo nano-estruturados devido a sua relacdo de superficie e
volume, € possivel criar nano-estruturas com a possibilidade de detetar varias patologias[14].

Estudou-se a relacdo dos metais em formato de nanoparticulas, especificamente
as propriedades antimicrobianas da prata, incorporando em diversos substratos de teste. No
entanto, concluiu-se que o tamanho das nanoparticulas esta inversamente proporcional com
a atividade antimicrobiana, isto &, as particulas com um tamanho a variar entre 1 nanémetro
e 10 nandbmetros demonstraram maior eficacia para combater as bactérias. As nanoparticulas
de prata, em concreto, os ifes de Ag* presentes na superficie exercem funcdo de um agente

antibacteriano [15]

2.6.1. Mecanismo antimicrobiano da prata

A atividade antibacteriana é definida como a capacidade de destruicdo e
supressdo do crescimento ou da reproducdo bacteriana. H& diversos mecanismos
antimicrobianos associados as nanoparticulas de prata. Estes mecanismos podem ser, a
libertacdo de Ag* que reage com o grupo de proteinas e intervém na replicacdo do DNA, um
outro mecanismo € a formacao de radicais livres que prejudicam a membrana bacteriana e
por fim, o contacto fisico direto entre nanoparticulas e células bacterianas que levam a danos

estruturais a parede[16]

Na figura seguinte estd esquematizado 0os mecanismos da agéo antibacteriana das

nanoparticulas de prata.
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Nucleoid

Ribosome 7 & Capsule

i .

Figura 3 - Mecanismos propostos de agao antibacteriana de nanoparticulas de prata: 1—atragao
eletrostatica, 2—producao de radicais livres, 3—modulagao de perfis de fosfotirosina de proteinas,
envolvidas na progressao do ciclo celular e na sintese de polissacarideo capsulares, 4—interagao com os
grupos SH, 5—interagdo com moléculas contendo fésforo (DNA), adaptado [16]

As nanoparticulas de prata tém elevadas relagcBes de superficie/volume com
varias caracteristicas morfoldgicas, o que permite que penetrem facilmente na membrana da
celula bacteriana e exercerem funcdes como catalisadores, para destruir a célula bacteriana
[17]

Nesta perspetiva, Agostinho et al. [5], [9]desenvolveu superficies porosas de
Ta20s com Ca e P incorporados e nanoparticulas de Ag, depositadas, a fim de estudar o
efeito destas NP’s na atividade antimicrobiana das superficies desenvolvidas. Assim,
incorporou prata com espessura de 1 nm e 2 nm e ambas foram encapsuladas com uma
camada fina de carbono. Com o seu estudo, verificou-se por SEM que as amostras cobertas
com Ag confirmam a presenca de nanoparticulas.

Aguando da adicdo de uma fina camada de carbono resultou na mesma
morfologia e com semelhancas relativas ao 0sso, no entanto foram cobertas com tamanho
de nanoparticulas superiores e mais espacadas aquando comparadas com as primeiras
amostras (espessura de 1 e 2 nm de Ag).

Agostinho et al. [9] concluiu que esta alteracdo no tamanho e na distribuicao das
NP’s pode ser associada a baixa afinidade entre as particulas de carbono e prata.

Aguando da analise da libertacao de ides de prata, Agostinho et al. [9], concluiu
que as amostras estudadas, mostraram taxas de ionizagao mais elevadas quando as NP’s de
prata estavam cobertas com uma camada de carbono, uma vez que a prata e o carbono

formam um par nano-galvanico que promove a corrosao galvanica de prata. As amostras que
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continham carbono, quando analisadas, nao estabilizaram e continuaram a libertar i6es de
prata. No entanto, os valores mostram que ha uma libertagao minima de prata das amostras
0 que nao ¢ suficiente para apresentar atividade antimicrobiana.

Assim, com base neste estudo, sera necessario aumentar a deposi¢ao de
nanoparticulas de prata e adicionar varias camadas de carbono com diferentes espessuras

para promover um controlo da cinética de libertacao de ides de prata.
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3. NANO ESTRUTURACAO DO TANTALO

3.1. Anodizacao

A anodizacdo é uma técnica que permite o fabrico de camadas de 6xido estaveis.
Este processo baseia-se nas rea¢fes quimicas que ocorrem em simultaneo com a oxidagéao
de metais e a reducdo no catodo, o que origina um campo elétrico na interface
metal/eletrolito. Esta técnica permite fabricar nano caracteristicas com diversas morfologias
e tamanhos [18]. O set up utilizado para aplicacdo da técnica de anodizacdo esté

exemplificado na figura 4.

Eletrélito |
Catodo
+ -

Fonte de energia Anodo

Figura 4 - Esquema do set up de anodizagdo

O processo de formacdo de poros a partir da anodizacdo confere dois
mecanismos principais: a dissolucao assistida por campo elétrico e o processo de breakdown.
O primeiro mecanismo baseia-se na competicdo entre o crescimento do 6xido
anodico e a dissolucdo deste. Isto €, ocorre um crescimento de uma camada compacta de
oxido na superficie do metal. A camada de 6xido resultante é controlada pelo campo elétrico
aplicado no sistema. O campo elétrico tem como funcdo, ajudar os ides de fluor (F) a
dissolver o oxido, resultando a formacéo de poros em zonas especificas [19].

No entanto, este mecanismo divide-se em 3 fases. Na fase inicial (fase a)
ocorre a formacdo de uma camada compacta de 6xido metalico sobre a superficie do metal.
Na fase seguinte (fase b), surge pequenos poros irregulares (“pits”) pois ocorre dissolugdo
localizada do 6xido. Por fim, na ultima fase (fase c), o campo elétrico € intensificado nos
poros o0 que leva a uma maior dissolucdo do 6xido e por isso, forma-se nano poros [19]. O

esquema das 3 fases esta representado na figura 5.
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Figura 5 - Esquema do mecanismo de formacao de poros por anodizagao, adaptado [1].

O segundo mecanismo de formacdo de poros tem como base a anodizagédo e
designa-se de oxidacdo por plasma eletrolitico (do inglés plasma electrolytic oxidation,
PEO), com um potencial acima limite de colapso do 6xido (dielectric breakdown). A camada
anodizada comeca a colapsar devido ao potencial limite do campo elétrico ser
suficientemente elevado e por isso, tem a capacidade de romper o 6xido. Os primeiros poros
formados sdo ocupados pelo eletrélito e por isso, ocorre a passagem de corrente no interior

dos mesmo o que leva a rutura do dielétrico [1].

3.2. Oxidagao por plasma eletrolitico

Os biomateriais com a aplicagdo final de implantes dentarios necessitam de
apresentar as func@es do tecido ausente. Tendo em conta que as principais caracteristicas da
superficie, assim como a topografia, rugosidade e a composicdo quimica, influenciam na
adesdo celular.

Neste trabalho, o tantalo foi o biomaterial selecionado pois apresenta boa
resisténcia ao ataque quimico. Apesar das suas vantagens, o tantalo ndo é bioativo, no
entanto, a energia superficial promove a adesdo celular. Em solugdo e com o objetivo de
estimular a adesdo e proliferacdo, utilizou-se a técnica de oxidagdo por plasma eletrolitico
para formar 6xidos porosos na superficie do substrato e incorporar elementos bioativos como
o calcio (Ca) e o fésforo (P) com o objetivo final de facilitar o processo de osteointegracao
[20].
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A chapa de tantalo altamente pura (Ta Sheet T1-9000-D70, 99,95% de pureza,
Testbourn Ltd) foi cortada em placas das dimensdes de 3x1x0.5 mm?,
De seguida, conforme os resultados de Fialho et la [4] com o objetivo de
obter uma relacdo de Ca/P adequada, preparou-se o eletrolito com um volume total de 150
mL e adicionou-se 0,0525 mol de acetato de calcio e 0,018 mol de sal dissédico de acido -
glicerofosfato penta-hidratado, as contas estéo indicas no anexo 1 e preencheu-se o volume
restante com agua destilada.

Antes de aplicar a técnica, a amostra é limpa com o auxilio da maquina de ultrassom
em etanol por 5 minutos e de seguida, por 5 minutos em agua destilada. O processo de
limpeza por ultrassom tem como objetivo, evitar a presenca de impurezas na amostra. Cada
placa de Ta limpa é colocada na célula eletroquimica onde também é colocado o catodo
(grafite) a 30 mm de distancia da amostra e um agitador com o objetivo de misturar o
eletrélito, para aumentar a interacdo idnica entre a amostra e o eletrolito.

De seguida, os componentes sdo colocados e cobertos com 50 mL de
eletrdlito dentro da célula eletroquimica para cobrir uma area de 1x1,2 mm? de substrato.

Segundo trabalhos efetuados anteriormente, indicam que, para alcancar uma
camada porosa de Oxido de tantalo através da técnica PEO, é necessaria uma tensdo
potenciostatica de 200V, aplicada no periodo de 30 minutos com uma corrente elétrica de 3
A, & temperatura ambiente [4].

Com o objetivo de reproduzir os mesmos parametros experimentais, utilizou-se

uma fonte de alimentacdo EA-EL 9000 B.
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Figura 6 - Célula eletroquimica
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4. DESENVOLVIMENTO DA SUPERFICIE
ANTIMICROBIANA

4.1. Resultados preliminares

A alteracdo do tamanho e a distribuicdo das nanoparticulas pode ser responsavel
pela afinidade entre as particulas de carbono e de prata. Além disso, as nanoparticulas de
prata possuem alta afinidade umas com as outras. Estas duas caracteristicas promovem a
mobilidade das nanoparticulas de prata que leva a agregacéo e aumento de tamanho.

Com o intuito de comprovar esta hipotese, depositou-se nanoparticulas de prata
com uma espessura de 2 nm e outras com uma espessura de 15 nm sobre grelhas TEM.

Ao analisar as imagens obtidas, verificou-se que na deposi¢cdo com um teor de 2
nm é possivel identificar nanoparticulas enquanto que, na deposicéo de 15 nm assemelha-se
a deposicdo de um filme, o que leva a diminui¢do da area superficial e por isso ha uma menor

possibilidade de ser ionizada. A figura 7 demostra as conclusdes obtidas.
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Figura 7 - Imagens obtidas pela deposi¢do grelhas TEM, a) teor de 2 nm de prata e b) teor de 15 nm de

prata

4.2. Pulverizagao catddica

A pulverizacgdo catddica por magnetrdo (do inglés magnetron sputtering) é uma

técnica que permite a deposicdo de uma ampla gama de revestimentos industrialmente

importantes [21].

A aplicacdo desta técnica consiste em depositar Np“s com o objetivo de melhorar

a atividade antimicrobiana.

De forma sucinta, a técnica consiste na aplicacdo de um campo magnético,

perpendicular ao campo elétrico e paralelamente ao alvo. O campo magnético exerce a

funcdo de limitar a localizagdo do plasma pois os eletrbes percorrem trajetdrias helicoidais

0 que aumenta a probabilidade de ionizacdo [1].

Na figura seguinte esta representado a cinco aproximacdes da anodizacgdo e das

deposicgdes de prata e do carbono.
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Figura 8 - Aproximagdo das amostras, a) Ta_CaP, b) Ta_CaP_Ag, c) Ta_CaP_Ag_C, d) Ta_CaP_(Ag_C)x3 e e)
Ta_CaP_AgC

A deposicao de nanoparticulas cumpriu diversos parametros genéricos como
exemplificados na tabela 1

Tabela 1 - CondigGes genéricas de deposi¢cdes das nanoparticulas

Condig¢des deposi¢do

Pressdo base abaixo de 5x10°mBar
30 sccm de Ar

Velocidade de rotagdo do porta substratos
de 23 rpm

Conforme desenhado na figura 8 os quatro tipos de arranjos exigiram condigcdes

diferentes.
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A primeira aproximacao € o meu substrato considerado de grupo de controlo,
TaCaP, consiste apenas na chapa de tantalo anodizada.

Na segunda aproximacdo, Ta_CaP_Ag, onde consiste em apenas depositar
nanoparticulas de prata, monocamada de 15 nm de Ag.

Na terceira aproximacao, Ta_CaP_Ag_C, onde é depositado uma camada de
Ag e de segunda uma camada de C, depositou-se nanoparticulas de Ag com 15 nm .

Na quarta aproximacéo, Ta_CaP_(Ag_C)x3 , onde ocorre a deposicdo de 5
camadas alternadas de 3 nm de Ag,e de 17nmde C.

Por fim, a quinta aproximacéo, Ta_CaP_AgC, consiste na co-deposicdo de
Ag/C e por isso, depositou-se simultaneamente Ag e C.

Na tabela seguinte esta descrito as condi¢Ges de deposicéo.

Tabela 2 — Condig6es de deposi¢cdo das amostras.

A . . Tempo de
Poténcia Intensidade o
Amostra Corrente (V) o deposicao
(W) (A) .
(min)
Ta_CaP_Ag 100 425 0,23 1,16
Ta_CaP_Ag C 1200 790 1,5 3,5
Ta_CaP_(Ag_C)x3 1200 790 1,5 Ag - 0,25
C-1,02
Ag -25 Ag - 315 Ag - 0,08
Ta_CaP_AgC & g g
C- 1200 C-790 c-1,4
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5. TECNICAS DE CARACTERIZACAO

Neste capitulo esta descrito as técnicas que foram utilizadas para caracterizar as
amostras. Analisou-se as amostras através de técnicas de caracterizacao fisica e quimica com
0 objetivo de avaliar a morfologia, topografia, composicdo elementar e estrutura cristalina

da superficie nano estruturada de Ta2Os com nanoparticulas de prata.

5.1. Composi¢cao Quimica

A composicdo quimica foi analisada nas amostras através da técnica de
Espetroscopia de Disperséo de Energia de Raios-X (ERX) que permite identificar a
percentagem atomica de cada elemento quimico num volume de amostra. A area analisada
da amostra em ERX é selecionada a partir da técnica MEV.

Esta técnica consiste na detecdo do raio-X reproduzidos pelos eletrdes primarios.
Isto é, o feixe de eletrdes incide na superficie da amostra, ocorre uma interagdo de ambas as
partes e ocorre a emissdo de eletrbes/fotdes que permite a impetracdo da composi¢do quimica
da superficie em analise. A técnica ERX permite identificar todos os elementos da tabela
peridédica com numero atomico superior a 4, no entanto, esta técnica ndo apresente muita
precisdo[22]. O equipamento utilizado para efetuar esta técnica foi Zeiss Merlin Gemini 2
equipment.

Na figura 9 esta representado o esquema da técnica ERX.

Detector
Feixe de Raios X
incidente

Raios X
Fluorescentes

Porta amostra
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Figura 9 -Esquema da técnica ERX
5.2. Morfologia

A caracterizacdo morfologica das amostras foi executada com o auxilio da
técnica de microscopia eletronica de varrimento (MEV) permite a observacdo das
caracteristicas superficiais dos materiais, como a forma e o tamanho [23].

Esta técnica consiste na incidéncia de um feixe eletrdes de alta energia num
ponto da superficie da amostra em estudo e de seguida, a recolha dos sinais eletrénicos
emitidos pelo material-alvo. A interacdo do feixe eletronico com a amostra deriva uma
emissdo de diversas radiacOes e eletrGes. A interacdo do feixe eletrénico com a amostra
reverte na emissdo de diversos tipos de radiacéo e eletrdes, assim como eletrdes secundarios
(ES) e eletrdes retrodifundidos (ER).

Os eletrdes secundarios séo utilizados na formulagdo da imagem da amostra e
sofrem excitacdo, enquanto os eletrdes retrodifundidos permitem diferenciar regides de
atomos leves e pesados.

Quando os eletrdes varrem a superficie da amostra, acabam por diminuir a
velocidade e sdo absorvidos pelo detetor de eletrbes. Apds esta etapa, os eletrdes
desenvolvem uma imagem ampliada da superficie que foi varrida anteriormente, ilustrando
a morfologia da superficie.

Normalmente, a informacao recolhida descreve apenas uma area selecionada da
superficie da amostra e assim, uma imagem bidimensional podendo assim observar
variacOes espaciais nas propriedades [24].

A anélise das amostras em estudo foi realizada num microscépio eletrénico de
varrimento por eletrdes secundarios a uma distancia de trabalho de 5 mm com o auxilio do

equipamento Zeiss Merlin Gemini 2 equipment.

Na figura seguinte esta descrito o esquema da técnica de MEV.
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Scanning Electron Microscopy (SEM)

Electron — 3
source

= Cm

Condenser
lenses

Scan
generator

\ Amplifier
Aperture —— I — |

\/ I 4
Scanning coil ——— VRN

Objective lens ——— TNl (0
L

Back-scattered — I I—

electron detector
"; Detector

Sample MICROSCOPEWI}

Figura 10 - Representagao esquematica da técnica MEV

5.3. Topografia

A caracterizacgdo topogréafica das amostras foi executada com o auxilio da técnica
de microscopia de forca atbmica (MFA) pois permite obter uma imagem topografica com
resolucdo atomica e permite identificar algumas propriedades mecénicas e fisico-quimicas
dos materiais.

O procedimento da técnica MFA consiste no varrimento da superficie em anélise
a partir de uma ponta fina com dimensdes de raio de 5 a 10 nm. Esta técnica pode operar de
trés modos, contacto, toque ou ndo-contacto. Neste estudo, utilizou-se 0 modo contacto que
consiste em gerar uma imagem a partir das forcas de repulsdo entre a ponta e a amostra. A

ponte tem como funcgdo varrer toda a amostra formando uma imagem topogréafica da mesma.
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Nesta tese, a topografia e a rugosidade da superficie foram avaliadas por
microscopia de forca atbmica (AFM) (Bruker di Innova) com um cantilever Si condutor no
modo de batida, a sonda RTESP-300 de Bruker, (8nm de raio de curvatura).

A figura 11 mostra o principio de funcionamento.

(]
LASER DIODO
NG '

C@¥.D

FOTODIODO;

Caa

Figura 11 - Esquema de funcionamento da técnica MFA. Adaptado [11]

5.4. Estrutura Cristalina

A estrutura cristalina da amostra é analisada a partir da técnica de difracdo de
raio-X (DRX). Esta técnica € utilizada numa ampla gama de materiais, desde pés e sélidos
até filmes finos e nano materiais, sendo ainda definida como n&o destrutiva.

A figura 12 mostra o esquema de uma valvula para producdo de raio-X. O
filamento é aquecido a partir de uma corrente emissora de eletrdes acelerados por uma
diferenca de potencial de 20 a 30 kV entre o filamento (catodo) e um elétrodo de cobre
(anodo). Quando o anodo ¢€ atingido, os eletrBes travados bruscamente e emitem radiacao e
0 espectro de raio-X é entdo produzido. Os picos de difracdo de raio-X sdo desenvolvidos
por interferéncia construtiva de um feixe monocromatico de raio-X difratados em angulos

especificos de cada conjunto de planos de rede da amostra.
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Figura 12 - Esquema da valvula de produgao

A identificacdo de fase é essencialmente um exercicio de comparacdo de
padrdes, ou seja, os padrdes ndo identificados sdo comparados com padrdes de referéncia de
uma fase Unica conhecida, que estéo recolhidos numa base de dados especializada.

A analise dos resultados obtidos foi realizada a partir dos Arquivos de Difracao
ICDD onde utilizou-se a ficha a-Ta (ICDD no 00-004-0788) correspondente ao substrato
Ta.

5.5. Analises Funcionais
5.5.1. Libertacao de ides de prata

Um dos objetivos principais deste trabalho é combater a doenca peri implantar,
ou seja, aumentar a capacidade antibacteriana do implante. A solucdo atribuida foi a adi¢éo
de nanoparticulas de prata nos substratos de 6xido de tantalo nano estruturados, responsaveis
pela libertacdo de iBes de prata. A técnica ICP-OES (espectrometria de emissao Gtica de
plasma indutivamente acoplado) permite analisar a libertacéo de ides de prata.

O procedimento da técnica ICP-OES consiste na introdu¢do de uma amostra
liguida num nebulizador que tem como funcédo, a transformacdo da amostra liquida em
goticulas com um tamanho inferior. As goticulas resultantes sdo posteriormente pulverizadas
com um plasma que ird excitar os eletrbes da amostra com o objetivo de quando voltarem

ao seu estado fundamental, emitirem fotGes especificos e caracteristicos do elemento.
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Neste procedimento, a amostra controle foi apenas as amostras que sofreram a
técnica PEO, as amostras com nanoparticulas foram analisadas.

Ao iniciar a analise, as amostras sdo colocadas num recipiente com uma
capacidade de 50mL de tampéo fosfato salino (PBS). De seguida, remove-se 2 mL da
solucdo em diferentes intervalos de tempo: 2h, 24h, 48h, 7 dias, 14 dias e 1 més. Aquando €
retirado os 2 mL das amostras, estes sdo diluidos em 4 mL de &cido nitrico (HNO3 (2%)),
com o fator de dissolucdo de 3x. Apds esta etapa, a amostra é analisada a partir da técnica
ICP pelo modelo de espectrometro ICP PerkinElmer Optima 8000. Efetuou-se uma reta de

calibragéo do ido a detetar.

5.5.2. Analise UFC

A analise dos resultados funcionais realizou-se ainda a partir da unidade
formadora de coldnias (UFC) gque consiste numa técnica com o objetivo de estimar o nimero
de bactérias viaveis. A contagem de coldnias é realizada numa placa de Petri com &gar.

A aplicacdo da técnica UFC nas amostras foi feita a partir da colocagdo das
amostras em placas de Petri e adicionou-se agar e inoculou-se os microrganismos. Utilizou-
se a cultura do fungo Candida Albicans (SC5314).
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6. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS
RESULTADOS

6.1. Composicao Quimica

A composi¢do quimica foi analisada nas amostras através da técnica de
Espetroscopia de Dispersdo de Energia de Raios-X (ERX) que permite identificar os
elementos presentes na amostras e a percentagem atémica num volume de amostra. A area
analisada da amostra em ERX é selecionada a partir da técnica MEV.

A tabela 2 representa os resultados medidos em relacdo a percentagem atomica

dos elementos quimicos.

Tabela 3 -Valores da composigcdo quimica dos elementos presentes na amostra (% at)

C 0 P Ca Ag Ta Ta/O Ca/P
Ta_CaP 16,3| 62,3 2,0 2,6 16,7 0,3 1,3
Ta_CaP_Ag 21,0| 55,5 2,0 2,7 1,3 17,6 0,3 1,4
Ta_CaP_Ag C 29,1| 48,5 1,6 2,8 1,4 16,7 0,3 1,8
Ta_CaP_(Ag_C)x3 35,2| 45,2 1,6 2,5 1,1 14,3 0,3 1,6
Ta_CaP_AgC 36,3] 43,4 1,6 2,6 1,4 14,8 0,3 1,6

Ao analisar a tabela 3, confirma-se a incorporacgao dos elementos bioativos (Ca
e P), assemelhando-se assim ao 0sso, tanto na morfologia como também na sua composicéo.
Acresce que a relacdo Ca/P das amostras analisadas é semelhante ao valor ideal para a
criacdo de hidroxiapatite (1,67).
A incorporagdo de Ag é notavel nos valores da tabela e que os valores séo
aproximados, tal como se pretendia.
Nota-se um crescente aumento do teor de carbono para as amostras com as

camadas de carbono.
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6.2. Morfologia

A figura 13 e 14 mostra as micrografias obtidas a partir de MEV, com uma
escala de 5um e 1um para uma amostra de Ta anodizada com elementos bioativos Ca e P
(Ta_CaP) e as restantes 4 amostras com as aproximacdes do capitulo 4.2.

SU3800'20.0kV 10.5mm L-x10.0k SE e SU3800 20.0kV 10.5mm L-x50.0k SE

SU380020.0kV 4:4mm Lx10.0k SE 2.00um"

Figura 13 -Imagens MEV das amostras Ta_CaP e Ta_CaP_Ag
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Ta CaP AgC

SU3800 20.0kV 4.3mm L-x10.0k SE

iy

Ta CaP (AgnC)x3

R

SU3800,20.0kV/4. 4 L-x10.0k SE hg.? “"40l0un’ [l 5U3800 20.0kV 4% mm L-x50.0k SE

Ta CaP AgC

o
SU3800 20.0kV 4:3mm L-x10.0k SE : A m' SU3800 20.0kV'4.3mm L-x50.0k SE

Figura 14 -Imagens MEV das amostras Ta_CaP_AgC e Ta_CaP_(Ag_C)x3 e Ta_CaP_AgC

Em primeira anélise, a amostra Ta_CaP confirma a formacao de uma superficie

(micro e nano) estruturada, por PEO. A aplicacdo desta técnica promoveu a mimetizacdo da
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morfologia do 0sso com sucesso, pois a superficie contém micro e nano poros o que devera
promover assim 0 processo de osteointegracao.

De seguida, a amostra Ta_CaP_Ag demonstra a pulverizacdo de Ag e
confirma-se a presenca de nanoparticulas com uma forma irregular. Verifica-se ainda que as
nanoparticulas estdo na superficie da amostra e dentro dos poros.

Aquando a pulverizagdo de uma camada de C de 40-50 nm, verificou-se que
deixou de ser visivel a partir de micrografias as NP’s de Ag, embora seja justificavel pela
deposicdo de camada de C.

As micrografias relacionadas com a deposicdo alternada de Ag e C, em
comparagdo com a amostra anterior (Ta_CaP_Ag_C) permite identificar algumas NP’s de
Ag o que na amostra anterior deixou de ser visivel. Na amostra Ta_CaP_(Ag_C) x3, é
possivel verificar que as NP’s também encontram-se dentro dos poros e aglomeradas o que
por um lado mostra que morfologia mantém-se semelhante ao 0sso mas cobertas com
nanoparticulas mais espacadas quando comparadas com a amostra Ta_CaP_Ag. A mudanca
de tamanho e da distribuicdo das nanoparticulas podera estar relacionada com o facto de
haver baixa afinidade entre particulas de Ag e C. Por outro lado, as nanoparticulas de prata
apresentam uma alta afinidade umas com as outras. Estas duas caracteristicas manifestadas
levam a que as nanoparticulas de Ag tenham possibilidade de moverem-se e agregarem-se.

Por fim, o par de micrografias que foram pulverizadas em co deposicao,
mostra que houve uma mudanca de tamanho e distribuicdo, em comparacdo com a amostra
TaCaP_(Ag_C) x3. Verifica-se que houve uma diminuigdo do tamanho e um aumento das

nanoparticulas e uma grande distribuicéo.

6.3. Topografia

A técnica de AFM, em conjunto com o uso do Software Gwyddion possibilitou
a analise da amostra e o calculo de varios parametros, assim como, a rugosidade média (Sa)
que provém da média aritmética da rugosidade da amostra e a rugosidade quadratica média
(Sg). As imagens obtidas apds a utilizacdo do software e os valores obtidos estdo

representados na figura 15 e 16 e na tabela 3, respetivamente.
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Ta

Ta CaP

Ta CaP_Ag

Figura 15 - Imagens MFA das amostras Ta e Ta_CaP e Ta_CaP_Ag
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Ta CaP_Ag C

Ta CaP (Ag C)x3

TaCaP_AgC

Figura 16 - Imagens MFA das amostras Ta_CaP_Ag_C, Ta_CaP_(Ag_C)x3 e Ta_CaP_AgC

Tabela 4 - Valores da rugosidade das amostras

Sq (nm) Sa(nm)
AmostraTa 63 49
AmostraTa_CaP 83 65
AmostraTa_CaP_Ag 111 86
AmostraTa_CaP_Ag C 98 78
AmostraTa_CaP_(Ag_C)x3 74 60
Amostra Ta_CaP_AgC 135 108
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A partir das imagens obtidas, é possivel verificar os poros formados pela técnica
PEO, certificando que o objetivo de mimetizar a estrutura 6ssea foi atingido, visualizando
0s poros na amostra Ta_CaP.

A rugosidade de uma superficie é definida como as saliéncias e reentrancias da
peca em estudo. Ao analisar a tabela 3 podemos verificar que ha uma oscilagcdo dos valores
de rugosidade. No entanto, verifica-se que o valor mais alto é correspondente a amostra

Ta_CaP_AgC devido as nanoparticulas depositadas na superficie.

6.4. Estrutura Cristalina

Analisando os difractogramas, figura 17 das amostras com 0s Arquivos de
Difracdo ICDD, verifica-se que a Unica estrutura cristalina presente nas amostras é a fase a.-
Ta (ICDD no 00-004-0788) correspondente ao substrato Ta.

No entanto, nenhuma das amostras submetidas a técnica PEO manifestou picos
correspondentes a fase cristalina de Ta20s pois esta fase estd presente nas amostras apenas
como fase amorfa, assim como o fosfato de calcio. Isto porque, a amostra ndo formou a
hidroxiapatite.

A prata e o carbono séo dois elementos presentes nas amostras, embora ndo se
manifestem na analise de raio-X. O carbono € um elemento amorfo e por isso nao seria
possivel ser detetado pois esta técnica, enquanto a prata é um elemento cristalino com uma
estrutura cubica de faces centradas mas apresenta teores muitos baixos e por isso, também
ndo é possivel a sua identificacao.

Por fim, no intervalo de 20-40 do difratograma ¢ possivel identificar uma “boga”
apenas nas amostras em que a técnica PEO foi aplicada. Tendo em conta que a técnica DRX
apenas indica planos cristalinos, a boca identificada no espectro poderd manifestar a
presenca de hidroxiapatite (HAp). Efetuou-se um recozimento da amostra e repetiu-se a
técnica DRX para confirmar os elementos ali presentes e concluiu-se que ndo ira ocorrer

formacdo de HAp.
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Intensidade (U.A)

-|a-Ta (200)
0-Ta (220)
o-Ta (310)

Na-Ta (110)
- Ja-Ta 211)

1 = 1 = : 1 1 s = 1 =
A
é : | :
[ e . TR TS e
s I
. S S S S S

--Ta-Ta (321)

Ta

Ta_CaP
Ta_CaP_Ag
Ta_CaP_Ag_C
Ta_CaP_(Ag_C)x3
Ta_CaP_AgC

B y k2 * b I
20 40 60 80 100
20 (graus)

Figura 17 - Difractograma DRX das amostras
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6.5. Resultados Funcionais

6.5.1. Libertagao ionica de ides

Na figura 18 estd representado os resultados a partir da técnica de ICP-OES.
Adicionou-se uma taxa de libertacdo controle baseada em estudos anteriores.

Ao analisar o grafico obtido, verificou-se que a amostra Ta_CaP_Ag, com um
teor de 15 nm teve uma libertacdo semelhante ao caso de estudo [9]. Estes valores confirmam
os resultados preliminares.

As amostras com deposicdo de carbono destacam-se positivamente pois este
elemento tém a funcdo de aplicar o efeito galvanico, isto é, o carbono reveste a superficie e
permite que haja um maior controlo na libertacdo ao longo do tempo.

Concluiu-se assim que apenas a amostra Ta_CaP_(Ag_C)x3 e a amostra
Ta_CaP_AgC apresentam uma taxa de libertacdo superior aqguando comparado com a taxa
de libertacdo do caso de estudo [9] assim como revelam que a sua libertacdo ainda nédo
estabilizou e continua a ocorrer libertacdo de ies de prata durante todo o0 més, ao contrario
da amostra sem carbono. Assim, conclui-se que 0s reaaranjos correspondem aos objetivos,

isto €, uma libertacdo controlada ao longo do tempo de prata.
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Figura 18 - Grafico da concentragdo Vs. tempo das amostras em estudo

6.5.2. Analise UFC

Apbs a realizacdo da contagem de colonias, confirmou-se que as amostras ndo
possuem atividade antimicrobiana, como se verifica na figura 19, 20 e 21 onde néo se
identifica nenhuma zona de inibicéo apos a adicdo do fungo Candida albicans.

Ao analisar o gréafico de barras, figura 22, concluiu-se que passado as primeiras
5h, a amostra que mostra menor nimero de colonias por mL é a amostra com uma camada
de Ag e outra de C alternada, assim como passado 24h. O valor de UFC/mL demonstra o
namero de coldnias desenvolvidas por mL. Tendo em conta que 0 nosso objetivo é
incorporar agentes antimicrobianos, com a fungéo de inibir o desenvolvimento de colonias,

a amostra que satisfaz as condi¢cbes mais proximas das necessarias é a amostra com menor
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valor. Assim, concluiu-se que a amostra mais indicada é de Ta_CaP_(Ag_C)x3, como era
de esperar, tendo em conta os resultados da analise ICP, onde apenas as amostras

Ta_CaP_AgC e Ta_CaP_(Ag_C)x3 demonstraram uma maior taxa de libertacdo de Ag™.

Figura 19- Representagao da inibicdo com o fungo C. Albicans das amostras Ta e Ta_CaP
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Figura 20 — Representacdo da inibicdo com o fungo C.Albicans das amostras Ta_CaP_Ag, Ta_CaP_Ag
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P

Ta CaP_(Ag 0N

Figura 21 — Representacgdo da inibigdo com o fungo C. Albicans das amostras Ta_CaP_(Ag_C)x3 e
Ta_CaP_AgC
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Figura 22- Grafico de barras do nimero de colénias por mL com a introdugdo do fundo C.Albicans
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Conclusdo

7. CONCLUSAO

Os implantes dentarios apresentam dois grandes falhas e por isso, este trabalho
tem como objetivo soluciona-las. A lenta osteintegracdo tem sido um problema apresentado
no processo da aplicacdo, assim como a doenca peri implantar. O projeto consistiu assim
em obter uma morfologia porosa que mimetize 0 0sso assim como, uma quimica semelhante
a este. A doenca peri implantar pode ser solucionada com a incorporacdo de novos agentes
antimicrobianos.

Inicialmente, aplicou-se duas técnicas, a oxidacdo por plasma eletrolitico
onde se obteve uma superficie porosa de Ta20s com elementos bioativos e utilizou-se a
pulverizacgdo catddica por magnetrdo para depositar as nanoparticulas de prata como agente
antimicrobiano. Com o intuito de determinar a melhor deposicdo com as caracteristicas
pretendidas, desenhou-se quatro tipo de deposicdes o que formou quatro tipos de amostras
diferentes. A primeira amostra consistiu em apenas depositar nanoparticulas de prata na
superficie com uma espessura de 15nm. Na segunda aproximacao depositou-se uma camada
de Ag de 15 nm e de seguida, uma camada de filme de carbono com 40-50 nm de espessura.
A terceira amostra foi efetuada com a deposicdo alternada de 5 camadas com 3nm de Ag e
17 nm de DLC. Por fim, a quarta amostra depositou-se em co deposi¢éo de prata e DLC. As
amostras foram de seguida submetidas a técnicas de caracterizacdo para analisar as
propriedades tanto fisicas, como quimicas, funcionais e mecanicas.

A anélise morfolégica permitiu visualizar micro e nano poros em todas as
amostras, o que leva a concluir que a técnica PEO foi bem executada. Nesta analise, foi
possivel ainda visualizar nanoparticulas de prata na superficie, como era esperado.

De seguida, realizou-se a analise topogréafica a partir da técnica AFM e
confirmou-se que a técnica PEO criou porosidade pois estudou-se a rugosidade média e, a
guando comparada com a rugosidade da chapa de Ta, ha um aumento desta.

Uma outra anélise efetuada foi relativamente a composicdo quimica das
amostras e relatou a incorporagdo dos elementos bioativos, Ca e P a partir da técnica PEO,
confirmou-se ainda a presenca de prata e carbono como era de esperar pelas aproximacgdes

feitas.
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A analise ICP-OES mostrou que as amostras cobertas com prata e carbono,
com o rearranjo de deposicdo alternada (Ta_CaP_(Ag_C)x3) e co deposi¢édo (Ta_CaP_AgC)
revelaram uma taxa de ionizacdo mais elevada e controlada, como era pretendido pois o
carbono tem o papel de promover o efeito galvanico, com o intuito de promover a libertag&o.
Contudo, a taxa de libertacdo do resultado base, com um teor de 2 nm € semelhante com a
libertacdo de prata com um teor de 15 nm devido a area superficial.

Por fim, realizou-se os testes de halo onde confirmou-se a auséncia de
atividade antibacteriana nas amostras.

Em sintese, verifica-se que apesar de ter sido aumentado o teor da prata para
15 nm, ndo ocorreu um aumento significativo na libertacdo desta. Todavia, 0s rearranjos de
co deposicdo e deposicdo alternada, demonstraram uma grande libertacdo controlada ao
longo do tempo.

A camada de carbono tinha como intuito encapsular as nanoparticulas de
prata, pois confirmou-se a robustez mecanica das amostras embora seja necessaria mais
pesquisa para ser possivel desenvolver um implante dentario com caracteristicas suficientes
para sofrer o procedimento cirurgico.

Em futuros trabalhos, seria interessante o desenvolvimento de um protétipo
funcional para ser possivel efetuar testes mecanicos.

Além disso, embora 0 aumento de prata ndo tenha sofrido um aumento na
libertacdo de prata na amostra Ta_CaP_Ag, efetuar o aumento de prata nos rearranjos de co

deposicgéo e deposicdo alternada.
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[ANEXO A]

CALCULOS PARA A PREPARACAO DO ELETROLITO

Na preparagédo do eletrolito, calculou-se a massa necessaria de acetato de calcio
(99% de pureza, Biochem Chemopharma) e Sal Dissodico de Acido B-glicerofosfato Penta-

hidratado (98% de pureza, Acros Organics).

Tabela 5 - Molaridade e massa molar dos reagentes

Molaridade Massa Molar (g/mol)
Acetato de cdlcio 0,35 158,17
B-glicerofosfato 0,12 306,11

Célculo da massa para volume de 150 mL

Acetato de calcio:

m
158,17
15

0,35 =

m = 8,3g

B-glicerofosfato:

m
306,11

150

0,12 =

m=5,5¢g
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[ANEXO B]

ESPECTRO DE RAIO-X DA AMOSTRA RECOZIDA

O grafico seguinte representa o espectro de raio-X da amostra recozida. Os picos

apresentados coincidem com a fase a-Ta (ICDD no 00-004-0788) correspondente ao

substrato Ta.
Concluiu-se assim que a amostra ndo contém hidroxiapatite

TaCaP-Ag-C
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Figura 23 - Espectro Raio-X da amostra recozida
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