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Resumo

Os implantes intra-corpdreos feitos com titanio ainda sdo uma parcela
significativa dos componentes metdlicos da artroplastia, devido a excelente
biocompatibilidade e baixas caracteristicas alergénicas e tdéxicas. No entanto,
modificagdes de superficie sdo de suma importancia para tais aplicacdes, visando a
melhoria de desempenho tribolégico. Neste trabalho, a nitretagdo a plasma de
Ti6Al4V em configuragdo catodo oco foi analisada estatisticamente, variando-se
tempos e temperaturas do processo e avaliando-se as superficies resultantes. Todas
as superficies mostraram uma camada em microescala, contendo nitretos de titanio.
Os discos nitretados apresentaram maior molhabilidade, rugosidade e dureza,
devido a penetracdo de nitrogénio nos substratos. Uma condi¢cdo ideal para
nitretacdo a plasmaa 940 °C por 3 horas foi alcancada. Testes de desgaste e corrosao
foram realizados para avaliar a superficie resultante em comparacdo com as
amostras originais. Observou-se uma melhoria significativa na resisténcia ao
desgaste, com um coeficiente de desgaste cerca de trés vezes menor do que o
original, devido a camada de compostos de carater ceramico. O resultado dos
ensaios eletroquimicos aponta para uma superficie mais corrosiva em uma solucdo
de fluido corporal, mas nao o suficiente para torna-la bioincompativel. Ensaios
biol6gicos mostraram que a superficie nitretada ndo é tdxica, de acordo com a
analise citotoxica in vitro padronizada pela ISO e os testes de adesdo celular através
de linhas celulares de fibroblastos de camundongo L929. A proliferacdao celular
diminuiu ao longo do tempo nas amostras tratadas, em parte devido a superficie
micro-ranhurada e seu carater hidrofilico.

Palavras-chave: nitretacdo a plasma, Ti6Al4V, biomateriais, caracterizacdo da

superficie, citotoxicidade.



Abstract

Titanium-made intra-corporeal implants are still a significant portion of
arthroplasty metallic components, due to excellent biocompatibility and low
allergenic and toxic features. However, surface modifications are of paramount
importance for such applications, aiming performance improvement. In this work,
plasma nitriding of Ti6Al4V in a hollow cathode setting was statistically evaluated
by varying different times and temperatures of process and assessing the resulting
surfaces. All surfaces showed a micro-scale layer, containing titanium nitrides. The
nitrided disks showed increased wettability, roughness and hardness, due to the
nitrogen penetration into the substrates. An optimal point for plasma nitriding at
940 °C for 3 hours was achieved. Wear and corrosion tests were carried out to
evaluate the tailored surface in comparison to the pristine samples. A significant
improvement in wear was observed, with a wear coefficient about thrice smaller
than the original one, due to the hardened, ceramic-like compound layer. The
corrosion tests outcome points to a surface responding slightly worse in a body fluid
solution, but not enough to make it bioincompatible. Biological assays showed that
the nitrided surface is not toxic, according to ISO standardized in vitro cytotoxic
analysis and cell adhesion tests through L929 mouse fibroblast cell lines. Cell
proliferation decreased over the treated samples, in part due to modifications on
micro-grooved surface and its hydrophilic character.

Keywords: plasma nitriding, Ti6Al4V, biomaterials, surface characterization,

cytotoxicity.



Introducao

1. Introdug¢ao

A engenharia tem hoje, entre suas prioridades, adaptar-se as condi¢cdes que a vida
humana exige em conforto, seguranca e praticidade. Muitas dessas adaptagdes sdo
projetadas e planejadas para a area da sadde, através da engenharia de biomateriais, que

cresce com o aumento da demanda de uma populagdo envelhecida [1].

Um dos materiais mais proeminentes, o titdnio, é um dos metais mais aplicados [2]
no organismo humano, sendo usado ha décadas com a finalidade de ter propriedades
biocompativeis e assegurar um tempo de vida util com seguranca ao paciente. A liga
Ti6Al4V é uma das ligas do titdnio que possui diversas aplicagdes biomédicas e,
especialmente, em implantes ortopédicos [3-5]. Dentre as desvantagens da liga, porém,
encontram-se a baixa resisténcia ao cisalhamento e a baixa resisténcia ao desgaste. Os
detritos provenientes do desgaste podem induzir respostas inflamatérias [6] ou o
desprendimento do implante [7]. Ha ainda a possibilidade de efeito téxico resultante da
liberacdo de ions vanadio e aluminio. H4 uma grande discrepancia em médulos de
elasticidade entre as ligas de titdnio (103-120 GPa) e ossos (10-30 GPa), o que é

desfavoravel para a recuperacao dssea e sua remodelagem.

Revestimentos ou tratamentos de superficie sdo de grande importancia para
promover uma aceleracdo no processo de deposicdo e integracdo dssea, especialmente
em estagios iniciais [8]. Como a proliferacdo de bactérias é um dos grandes problemas que
ocorrem em implantes 0sseos, muitas alternativas na engenharia de superficies buscam
alcancar o efeito inibidor de bactérias; o nitreto de titanio (TiN) € um dos mais relevantes
revestimentos utilizados com essa finalidade. Seu carater antimicrobiano ja foi diversas

vezes caracterizado [9].

A nitretagdo por plasma para funcionalizar a superficie do titanio e suas ligas é um
método ja estabelecido [10,11], o qual melhora suas propriedades fisico-quimicas e
tribolégicas e mantém - ou melhora, suas propriedades de biocompatibilidade. Além
disso, o carater nao poluente e a aplicabilidade a nivel industrial de processos por plasma
€ um dos mais atraentes entre os processos de modificacdo superficial e muitos trabalhos

e revisoes foram gerados com essa tematica [12-15].
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Introducao

1.1.0bjetivos

1.1.1.

Objetivo geral

Obter condi¢des aprimoradas de nitretagdo por plasma para a modificacdo da

superficie de Ti6Al4V, visando a formag¢ao de uma camada de TiN.

1.1.2.

Objetivos especificos

Formular um planejamento experimental apropriado para o estudo proposto,
delimitando condic¢des e limites inferiores e superiores de varidveis e tipos de
analises estatisticas a serem realizadas.

Realizar nitretacdo a plasma em amostras de Ti6Al4V com o equipamento
existente no Laboratdrio de Engenharia de Superficies e Tratamentos Térmicos |
(LESTT I), alterando variaveis tempo e temperatura.

Caracterizar fisico-quimicamente as amostras, a fim de verificar os principais
mecanismos de modificacdo da superficie causados apds a nitretacdo a plasma na
liga.

Estimar uma condig¢do ou faixa adequada no qual o processo de nitretacdo deve ser
conduzido.

Caracterizar biologicamente a condicdo mais adequada, a fim de investigar os
efeitos bioldgicos do contato com a superficie do biomaterial, a partir de testes de
viabilidade celular e citotoxicidade;

Caracterizar as resisténcias ao desgaste e a corrosdo da liga ndo-tratada e a

condicdo mais adequada da nitretacao a plasma.

A partir da perspectiva proposta nesta breve introdugdo, a continuidade ao trabalho

segue com um referencial teérico, de modo a contextualizar o trabalho dentro da linha de

pesquisa ja consolida e também nos esforgos atuais da ciéncia dos materiais.
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2. Referencial Teodrico

2.1. Titanio e suas ligas

Titanio e suas ligas sdo materiais de grande importancia dentro do subgrupo de
biomateriais. Sua aplicacdo se da em diversos componentes, especialmente em
substituicdes 6sseas ou equipamentos cardiovasculares [2]. O titanio pode ser puro, com
fase o ou ligado, sendo este o que apresenta melhor resisténcia a corrosao e maior
resisténcia mecanica, exibindo, a temperatura ambiente, fases o e . A resisténcia a fadiga
do Ti6Al4V é dependente do tamanho dos graos da colonia a. Diminuindo-o0s, aumenta-se
as propriedades de resisténcia a fadiga do material. Além disso, mostra-se que
aumentando a resisténcia a tragdo, aumenta-se a resisténcia a fadiga do Ti6Al4V [16]. A
fase o possui estrutura cristalina hexagonal compacta (HC), enquanto que a fase
apresenta a estrutura cubica de corpo centrado (CCC), sendo, portanto, mais ductil que a

anterior. A Figura 1 ilustra ambas formas alotrépicas do titanio.

CcCce HC
Figura 1 - Formas alotrépicas do titanio, adaptado de [17].

Dentre as ligas de titanio a e B, ocupa lugar de destaque o Ti6Al4V, sendo a mais
comumente usada em aplicagdes biomédicas. Comumente usada na industria aeronautica
e chamado de grau 5, em aplicagcdes biomédicas ela tem a denominacao ELI (extra-low
interstitial), cuja menor presenca de elementos intersticiais, como oxigénio, nitrogénio e
carbono a tornam mais resistente a fadiga, mais tenaz a fratura e mais ductil. Também é

conhecida por titanio grau 23 ou ASTM F136.

Para ligas de titdnio o+p, o parametro microestrutural mais importante em
determinar propriedades mecanicas é o tamanho dos sitios a. Quanto menor for a colénia

a, maiores o limite de escoamento, a resisténcia a nucleacdo de trinca e a resisténcia a
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propagacgdo de microtrinca. A Unica vantagem de se ter um sitio a de tamanho grande é
uma maior resisténcia a propagacdao de macrotrinca. O tamanho do sitio a depende da
taxa de resfriamento da fase B e no tamanho de grao f, limitando as dimensdes maximas

da colonia a [18].

0 Ti6Al4V apresenta duas formas alotrépicas em equilibrio termodinamico. Acima
de 980 °C, a liga possui estrutura cubica de corpo centrado (CCC), que constitui a fase
matriz . Abaixo disso, apresenta estrutura hexagonal compacta (HC), denominada por
fase a. No diagrama de fases visto na Figura 2, a divisdo é dada pela linha f-transus, cujo
deslocamento é determinado pela adi¢do de elementos de liga, estabilizando a fase
favorecida, através da presenca dos elementos em questdo !. As transformacdes
dependem da temperatura de trabalho, taxa de resfriamento e microestrutura inicial.
Além dessas, ha as fases martensiticas o’ e o”, obtidas através de transformacao

martensitica que ocorre em altas taxas de resfriamento a partir de temperaturas > 800 °C.

F—transnus

Temperatura —

8 _ 3
Ti-6Al 4V 0. %V —

Figura 2 - Diagrama de fases ternario do Ti6Al4V, adaptagdo de [19].

Nao ha uma microestrutura do titdnio que possua melhores propriedades para
todas aplicagbes. Os grandes problemas enfrentados com o uso da liga sdo: sua baixa
tensao de cisalhamento, sua baixa resisténcia ao desgaste e a liberacdo de ions aluminio e

fons vanadio. Devido a esses problemas, a modificacdo da superficie do Ti6Al4V ainda é

lvanadio, em massa, no caso do diagrama supracitado
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necessaria. A dureza relativamente baixa do Ti6Al4V fez com que ligas como CoCr e
CoCrMo (15% mais duras) o substituissem em proéteses femorais. Propriedades
tribologicas desfavoraveis [1] também influenciaram na preferéncia por ligas de cobalto,
embora o desgaste do Ti6Al4V/PEUAMM (polietileno de ultra-alta massa molar) seja
controverso na literatura [20]. Ligas de titanio em implantes de articulagdes ortopédicas,
de maneira geral, precisam de modificacdo superficial que aumente sua dureza e diminua

o desgaste [21].

A Tabela 1 traz um resumo dessas e de algumas outras das mais importantes

propriedades da liga.

Tabela 1 - Propriedades mecanicas do Ti6Al4V ELI recozido

Propriedade Valor
Densidade 4430 kg/m?
Moédulo de elasticidade 114 GPa
Coeficiente de Poisson 0,342
Tensao de escoamento 880 MPa
Resisténcia a tracao 950 MPa
Dureza 350 HV

Fonte: adaptado de [22].

2.2. Nitretacao a plasma

Esforcos atuais da engenharia de superficies enfatizam em modificar superficies,
de forma a evitar problemas em biomateriais em ambiente biolégico, como reacoes
adversas, risco de infeccdo, inflamacgao, ostedlise [23], fibrose [24] e trombose [25]. A
funcionalizacdo por plasma em biomateriais para aplicacgio biomédica vem sendo
estudada recentemente como uma ferramenta para esterilizar um biomaterial, aumentar
sua vida util frente ao desgaste e evitar efeitos indesejaveis, tais como a adesdo celular
nociva, adesdo de bactérias, ou baixa viabilidade celular. A nitretagdo é um dos
procedimentos que pode ser utilizado como agente promovedor das melhores

propriedades de biocompatibilidade [26-28].
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A nitretacdo a plasma é um processo realizado em uma camara de vacuo, na qual
sdo injetados gases que reagem com as superficies metalicas a serem processadas. Os
gases de interesse em nitretacdo sdo o nitrogénio e o hidrogénio, comumente. Os gases
sao ionizados através de uma diferenca de potencial, a qual ioniza o gas. O gas ionizado é
chamado de descarga luminescente ou plasma. O plasma é uma regido intensa de gas
ionizado. Ha varias maneiras e configuragdes na qual o plasma pode ser obtido. O plasma
por catodo oco é uma técnica empregada para maximizar-se o potencial da descarga,
geometricamente gerando uma confinacao do plasma. Nessa configuracao, a descarga é
mais energizada e compreende maiores excitacao do gas (até 90%), ionizacdo e densidade

de corrente (1013 a 1015 cm3) [29].

A nitretac¢do da superficie de metais como acos, titanio, aluminio, zircénio e outros
pode ser atribuida ao bombardeamento de ions NH* e N* e a absorc¢ao de radicais NH e N,
seguidos de enriquecimento da regido superficial com nitrogénio e difusao de nitrogénio
ao material. A camada nitretada é composta de duas camadas diferentes, uma camada de

compostos (CL) e camada de difusao (DL) [30].

O nitrogénio em forma ionizada e com alta energia entra em contato com o metal,
dentro da camara de vacuo. O titdnio é ativado a altas temperaturas, entdo uma
transferéncia de massa do meio para o sdélido ocorre. O nitrogénio é absorvido na
superficie e se difunde para o substrato, formando uma solugao intersticial de nitrogénio
na fase o — a qual é denominada de o(N). Quando a concentrac¢do de nitrogénio na matriz
o é maior que o limite de solubilidade, uma reacao na interface ocorre, levando a formacao
de uma nova fase, Ti2N, que possui uma estrutura cristalina tetragonal. Nesse caso, apenas
metade dos sitios intersticiais do titanio sdo ocupados por nitrogénio. Se o processo
continua, os sitios restantes sao ocupados por atomos de nitrogénio, formando uma nova

fase, TiN [31].

A camada nitretada se divide 3 niveis, do mais externo para o mais interno: camada
de compostos de TiN e Ti2N = zona de difusao composta de a(N) = substrato, que no caso
do Ti6Al4V é o+p. Esse esquema pode ser visualizado na Figura 3. O nitrogénio forma
solucdo sélida proveniente da sua implantagdo no titanio, precipitados de TiN, o que acaba
ocasionando o travamento do movimento das discordancias, devido aos campos de tensao

[32]. Os atomos de nitrogénio, intersticios e solutos, causam expansdao das células
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cristalinas, fazendo com que a superficie retenha tensdes compressivas [33]. Os campos
de tensdo interagem com as discordancias e, portanto, maiores tensdes sdo necessarias
para movimenta-las. O bloqueio nos movimentos das discordancias confere maior dureza
aos materiais nitretados, o que também confere, em alguns casos, maior resisténcia a

fadiga.

oTi(N) Ti2N TiN Camada de
compostos
Ti;N
__________________________ oTi(N)
aTi(N)

Tempo —

Figura 3 - Segmentacao das camadas representando a cinética, formagao e crescimento
de camadas na nitretagdo do titanio, adaptado de [31].

As tensoes residuais também podem ser atribuidas as tensdes intrinsecas devido
ao crescimento da camada nitretada e a tensdes térmicas produzidas pelo resfriamento a
partir de uma temperatura alta (hd uma discrepancia na expansao térmica entre a camada
e o substrato) [34]. As tensdes residuais podem inibir a nuclea¢ao de trincas devido a
inibicdo de deslizamento ciclico e, portanto, aumentar as propriedades de resisténcia a
fadiga [35,36], porém atencdo especial deve ser dada a temperatura do processo. Outra
propriedade que é afetada nesses tratamentos termoquimicos é a resisténcia a fluéncia,
uma vez que as tensoOes residuais e a propria camada de compostos agem como uma

barreira para a difusdo de oxigénio [28].

A nitretacdo do titdnio aumenta sua microdureza [37,38] e a energia de superficie
do substrato [31]. Quanto maior a temperatura do processo, possivelmente, maior sera a
dureza do substrato. A adi¢do de hidrogénio durante a nitretacdo por plasma pode
aumentar a taxa de nitretacao e contribui para a fase TiN-a ser preferencialmente
formada, em temperaturas mais baixas. A baixa resisténcia ao desgaste do Ti6Al4V pode
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ser melhorada com o processo de nitretacao [39-41], principalmente devido a formacao
da fase TiN no plano (111). O TiN formado superficialmente, além disso, é duro e diminui
a deformacao plastica e causa menor area de contato de desgaste [40], além de melhor
resisténcia a corrosdo. A nitretacdo por plasma do titanio traz resultados muito
semelhantes a revestimentos de TiN. Ambos demonstram resultados muito melhores que
uma amostra de titanio pura [42]. Propriedades ligadas com a biocompatibilidade, como
valores mais altos de rugosidade e de molhabilidade, sdo também atingidos em

tratamentos por plasma de nitrogénio [29].

A estrutura e propriedades das ligas depende da composicdo do plasma de
nitrogénio. O hidrogénio promove a formacdo de fases € e 9, enquanto que o argonio
promove a fase ¢; conforme a quantidade de hidrogénio é aumentada, numa mistura de
hidrogénio e nitrogénio, uma mudan¢a na orientacdo preferida do TiN ocorre de TiN
(220) para o pico TiN (200). A orientacao preferida de TiN (220) aumenta quando a
quantidade de argonio na mistura de argonio e nitrogénio é aumentada, em estudos que
analisaram padroes de difracdo de raios X (DRX) [43]. Com 50% de N2, obtém-se maior
formacdo de 6-TiN, composto de composicdo estequiométrica, visto também pela
coloracao dourada da amostra [44]. O diagrama de fases Ti-N, na Figura 4, mostra quais

fases sdo favorecidas a diferentes temperaturas e concentracdes de nitrogénio.

Uma vez que a camada nitretada é constituida de ligagcdes quimicas idnicas entre
as espécies do plasma e o substrato, formando um composto ceramico, proveniente de
solucdes sélidas supersaturadas e precipitados, ha uma forte forca de ligacao entre a
camada e o substrato. Para a nitretagcdo a plasma, recomenda-se a realizacdo de um
etching, de argbnio ou misturas, anterior ao tratamento, para a remoc¢ao de 6xidos e

contaminantes.
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Porcentagem massica de nitrogénio
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Figura 4 - diagrama de fases para Ti-N, adaptado de [45].

2.3. Interfaces bioldgicas

As interfaces bioldgicas, em contato com superficies metalicas, precisam de
diversas propriedades que auxiliem na melhor integracao do implante ao corpo humano.
A Tabela 2 busca exemplificar algumas propriedades de superficies e suas desejadas

caracteristicas em aplicacdes ortopédicas.

A topografia superficial e sua rugosidade afetam a osteointegracdo [46].
Superficies moderadamente rugosas tendem a ter uma melhor integracdo 6ssea do que
superficies altamente rugosas ou pouco rugosas [47,48]. Em relacdo a molhabilidade,
bactérias hidrofébicas geralmente aderem a superficies hidrofébicas, assim como
bactérias hidrofilicas tendem a aderir a superficies hidrofilicas. Estudos afirmam que a
adesdo de patogénicos humanos, como Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis, esta correlacionada ao aumento da hidrofobicidade da superficie de um
biomaterial; com isso, a hidrofobicidade é considerado um agente que favorece a adesao

de bactérias [49].
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Tabela 2 - Superficies ideais em componentes ortopédicos metalicos

Propriedade — ~ AL
priec: Objetivo Observacgoes Referéncias
superficial
Anoulo de Carater hidrofilico, Superficies hidrofilicas induzem
C(;gntato com angulos de atividade osteoblastica e diminuem [50-52]
contato < 80°C adesdo fibroblastica.
<200 nmem
superficies .
upe . Rugosidade aumentada pode levar a
metdalicas e até .
desgaste excessivo de componentes
2000 nm em . s
. D associados ao componente metéalico. A
Rugosidade aplicagdes de . . . [48]
) ~ rugosidade moderada é considerada a
osteointegracio, . ~ s
i melhor para osteointegracio, devido a
com revestimentos .
melhor e mais difusa ancoragem celular.
de CaP, por
exemplo.
2100 HV para
. P A dureza deve ser aumentada apenas
Dureza revestimentos de . [53]
TiN superficialmente, sem alcancar o bulk.
CeP (ceramico em
polietileno) tem
Tipo de taxas de desgaste Juntas CeP sdo geralmente aplicadas em [54,55]
acoplamento menor que MeP pacientes mais jovens e ativos. ’
(metal em
polietileno)

Na investigacdo de resposta celular de fibroblastos as camadas nitretadas, pode-se

considerar o namero de crescimento de células, suas caracteristicas morfoldgicas e

resisténcia bioldgica a corrosdo [56]. A adesdo celular e atividade de fosfatase alcalina

(ALP) se mostram maiores em superficies de titanio nitretado a plasma, comparado

aqueles sem tratamento; no mesmo estudo notou-se a reducdo da osteocalcina,

considerada um regulador negativo da formacao 6ssea [57]. A formacdo de uma camada

de apatita e a atracdo de certos tipos de proteinas com reac¢des desejaveis para células

formadoras de ossos sdo mecanismos importantes que uma superficie deve conter para

facilitar a osteointegracdo em implantes [58]. A formac¢do de coagulos sanguineos,

desencadeada pelo acimulo de plaquetas em implantes, é considerada um agente na

formacdo de crescimento celular e 6sseo [59-61]. A adesdo inicial, proliferacdo e

7

diferenciacdo de osteoblastos é

essencial para a osteointegracdo e, nesse caso,

propriedades como molhabilidade e rugosidade superficiais sdo importantes.
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No contexto das ligas de titanio, que fazem parte do grupo bioinerte de materiais,
elas tém ganhado espago entre materiais metalicos em odontologia, cardiologia,
ortopedia, angiologia e outros [4,62,63]. Enquanto elas oferecem um ambiente favoravel
em aplica¢des direcionadas a inércia [64,65], faltam as ligas de titanio as propriedades de
superficie para osteointegracdo [63,66,67] e elas até podem, contrariamente, formar um
encapsulamento que leva a rejeicdo do corpo estranho [68]. Por essas e outras razoes [4],

a modifica¢do da superficie das ligas de titanio deve ser considerada.

Fibroblastos desempenham papéis cruciais no corpo humano, sendo os pilares
para tecidos conjuntivos. Porém ha muitos outros aspectos em relagdo a essas
importantes células. Para nomear alguns, serve como pivo na cicatrizacdo de feridas,
inflamagdo, angiogénese, progressdo do cancer, fibrose do tecido fisiolégico e
patolégico[69]. A fibrose pode acontecer através de vdarias circunstancias em humanos,
incluindo cicatrizes anormais em individuos que receberam um biomaterial implantado
[24,70]. O encapsulamento fibroso de um implante ocorre devido a proliferacdo de
miofibroblastos induzidos por corpo estranho e estes sdo derivados de varias fontes,
incluindo - mas ndo apenas - a diferenciacao de fibroblastos teciduais [69,71]. Enquanto
o encapsulamento é necessario para isolamento e integracdo no meio biologico [72],
excesso de tecido fibrético pode levar a artrofibrose. A artrofibrose afeta o ciclo normal
de caminhada, causa dor e, em circunstancias extremas, resultam na falha do implante
[73-75]. Da mesma forma, detritos em aplicacdes de articulacdes podem causar processos
inflamatérios que, em caso extremo, promovem o afrouxamento asséptico do material
implantado [7,76-78]. Os efeitos da modificacdo da superficie na relacdo dicotdomica da
reducdo em resposta fibrotica, enquanto simultaneamente melhora a osteointegracao, ja
serviu de tema de um trabalho [78].

O desgaste abrasivo é um grande problema, especialmente em juntas onde
diferentes materiais sdo colocados em contato e atrito constante. Na artroplastia, uma
peca central de polietileno (PEUAMM) é usualmente intercalada entre duas placas
metalicas para servir como um dispositivo de apoio. Os acoplamentos de metal em
polietileno (MeP), ceramico em polietileno (CeP) tém sido os mais comuns em aplica¢des
para proéteses de artroplastia de terceira geracao. Os acoplamentos CeP tém menores
taxas de desgaste em comparacdao com os acoplamentos MeP [53,79,80] e sao usados

principalmente em pacientes mais jovens [54], pois estes sdao mais ativos e tendem a
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impor cargas com maior frequéncia em uma articulagcdo. A osteélise é uma ocasido rara

nas aplicacdes em que os acoplamentos CeP foram aplicados.

2.4. Artroplastia

Os tecidos Osseos, em humanos, sofrem danos de diversas naturezas, como o
envelhecimento natural, acidentes, desgaste causado por esforgos continuos, obesidade,
doencas como a artrite, artrose, entre outros. O joelho, por exemplo, é a maior e uma das
mais importantes juntas no corpo humano, além de ser uma das que podem apresentar
problemas com mais facilidade, por estar em constante uso e suportar grande parte do
impacto e do peso de uma pessoa. Além disso, é de grande complexidade e estd mais

predisposta a sofrer danos do que qualquer outra junta do corpo [81].

Problemas nas articulagdes muitas vezes ndo tém uma solugdo simples e proteses
sdo recomendadas em pacientes com grande deformacao na junta. Esses procedimentos
sdo chamados de artroplastia. A cirurgia de substituicdo de uma junta pode ser total ou
parcial e a protese permite a movimentacao do joelho do paciente, sem dor. Esse tipo de
operacdo causa dor pds-operatéria e requer uma vigorosa reabilitacdo do paciente. O
periodo de recuperacdo pode levar seis semanas ou mais. Por esse motivo, a colocagao de
um corpo estranho, como uma protese, requer uma extensiva avaliacao pré-cirurgica. O
material utilizado deve ser compativel com o tecido humano, ndo trazer risco de
contaminacdo ou toxicidade, e ter propriedades mecanicas que lhe confiram uma vida util
entre uma e duas décadas. A Figura 5 ilustra um joelho artritico, antes e apds a

artroplastia total.
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Artroplastia total do joelho

Joelho artritico Joelho apos cirurgia

Componente \ Componente
femoral patelar

Cartilagem

Osteoartrite
Componente
tibial

Figura 5 - Esquema do antes e depois de uma artroplastia total do joelho, adaptado de
[82].

Atualmente, a engenharia se preocupa em proporcionar o bem-estar de pacientes
que precisam passar por tal procedimento e avangos vém sendo feitos, especialmente no
que diz a respeito da melhoria das propriedades dos materiais no ambiente biolégico.
Para um individuo saudavel, por exemplo, o carregamento tibiofemoral é entre 3 e 4 vezes
a massa corporal para caminhada, de 4 a 5 vezes a massa corporal para escalada e até 8
vezes andando morro abaixo [83] . Muitas pesquisas estimaram que a carga compressiva
maxima na junta do joelho estd entre duas e quatro vezes o peso corpéreo de um
individuo, durante uma marcha normal. Algo entre 2.100 N, para um corpo de 70 kg é uma

boa estimativa [84].

A substituicdo total do tornozelo, analoga ao procedimento de substituicdo total do
joelho, é uma solugdo alternativa a artrodese para solucionar problemas relacionados a
osteoartrite no tornozelo humano, quando os problemas sdo sintomaticos [85,86] . O
tornozelo, assim como o joelho e o quadril, é uma articulacdo que esta sujeita a grandes
esforgos axiais (de quatro a sete vezes o peso corporal) e a grandes forcas cisalhantes
(80% do peso corporal) [87]. A articulacao do tornozelo também tem seu biomecanismo
associado a um ciclo de caminhada (gait cycle). A movimentacao natural da junta é
claramente modificada apds procedimentos como a artroplastia, embora sugira-se que a

mudanga é menor do que a vista em abordagens como a artrodese [88] .
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Uma protese de artroplastia total consiste de cabeca femoral, componente tibial,
componente patelar e componente de substituicdo do menisco. Componentes metalicos
sdo impactados no osso ou fixados, usando-se cimento de poli(metilmetacrilato) (PMMA).
Técnicas alternativas fixam o implante sem uso do cimento e requerem osteointegracao,
incluindo prétese de metal poroso. Atualmente, grande parte dos implantes é constituido
de ligas como CoCrMo e ligas de titanio. Materiais para pessoas com hipersensibilidade
sao disponibilizados por algumas companhias, entre eles revestimentos de TiN e proteses
de titanio [89]. A osteointegracdo é um processo, cujas propriedades do implante como
superficie e geometria desempenham um papel fundamental no comportamento celular.
Embora haja algumas diferengas, os mecanismos sdo 0os mesmos que os da cura apos

fratura 6ssea [61].

Processos que modifiquem a superficie de biomateriais sdo de constante uso, para
melhoria de suas propriedades. A nitretagcdo, por exemplo, ¢ um dos processos que
confere uma caracteristica de boa dureza, boas condi¢des tribolégicas, mas ha uma
preocupacao com a fragilizacdo do material utilizado [90,91]. Apesar da falha em um
componente metalico de uma junta ortopédica prostética ter baixa incidéncia [92], o
comportamento mecanico de um material modificado em condi¢des de uso, durante o

ciclo humano de marcha (gait cycle), pode ser previsto por meio de simulacdes [93].
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3. Metodologia

3.1. Planejamento dos experimentos

A fim de conhecer o processo e a influéncia das variaveis, um planejamento fatorial
de experimentos foi aplicado ao trabalho. Essa metodologia permite tornar uma série de
experimentos mais sucinta e, com os resultados, avaliar e determinar fatores que exercem

maior influéncia nas respostas obtidas.

Optou-se por um delineamento composto central rotacional (DCCR) 2%, com duas
variaveis. Um total de 11 amostras foi planejado, conforme visto na Tabela 3. Os
experimentos estdo codificados da seguinte forma E-nlimero(temperatura do processo, tempo do
processo). Os parametros variados dados pelas varidveis codificadas x1 e x2 sao,
respectivamente: temperatura (°C) e tempo (min). Os parametros 1 e -1 representam uma
faixa escolhida e 0, o ponto médio. Em planejamentos do tipo 2k, o valor o representa a
distancia dos pontos axiais que estendem o delineamento a uma faixa maior de variaveis.

Para k=2, o valor de a é 1,4, que é calculado pela féormula vista na Equacgao 1.
(Eq.1) o= (2K)1/4

Tabela 3 - Delineamento de experimentos composto central

E)f:g:igrz;lr?to X1 x2 x1(°C) x2z'(min)
E-1(660,170) -1 -1 660 170
E-2(940,170) 1 -1 940 170
E-3(660,430) -1 1 660 430
E-4(940,430) 1 1 940 430
E-5(600,300 -1,4 0 600 300
E-6(1000,300) 1,4 0 1000 300
E-7(800,120) 0 -1,4 800 120
E-8(800,480) 0 1,4 800 480
E-9(800,300) 0 0 800 300
E-10800,300) 0 0 800 300
E-11(800,300) 0 0 800 300

Optou-se por usar erro puro, com uma confiabilidade de 95%. Assim, diagramas
de Pareto e analises de varidncia (ANOVA) foram obtidos e superficies de resposta foram
tracadas para as respostas quantitativas. Para ANOVA, foi utilizado o método quadratico
de duas vias. As medi¢des com desvio-padrdo abaixo de 10% foram utilizadas [94]. Os
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valores de temperatura e tempo foram baseados na literatura consulta no referencial
tedrico e em experimentos preliminares realizados na camara de nitretagdao, bem como

sua caracterizacdo superficial.

3.2. Preparacao de amostras

As amostras de Ti6Al4V ELI foram cortadas a partir de uma barra (Sandinox,
Brasil), cuja composicdo é vista na Tabela 4, em discos de didametro 15,8 mm e espessura
1 mm através de discos de corte de SiC (Microdiamant, Alemanha) em uma serra de
precisao (Buehler, Estados Unidos da América) e lixadas de forma uniaxial em 4 etapas,
com abrasivos de granulometrias de 400, 600, 800 e 1.000 até um acabamento superficial
de aproximadamente 85 nm. Apds isso, foram limpas em banho ultrassonico, imersas em
acetona P.A. por 30 minutos e secadas ao ar. Este acabamento superficial ndo precisa de
polimento, uma vez que a norma nao restringe a rugosidade das superficies metalicas
para implantes. Além disso, esse procedimento de prepara¢do é comumente aplicado na
industria. Como foi discutido, a viabilidade celular e a osteogénese sao favorecidas em

superficies com maior rugosidade.

Tabela 4 - Composicdo quimica da liga Ti6Al4V ELI, de acordo com a norma [95]

Elemento H N C Fe (0] Vv Al Ti

Composicao <£0,012 <0,050 <0,080 <0205 <0130 3,5-45 55-6,5 Saldo

3.3 Nitretacao a plasma

Cada amostra foi colocada individualmente na camara de nitretacdo, disposta em
uma cavidade formadora do fendmeno catodo oco, em um porta-amostras também feito
de Ti6Al4V. As amostras foram tratadas termicamente em plasma gerado por fonte de
radiofrequéncia (RF) de frequéncia 13,56 MHz e poténcias que foram variadas conforme
a temperatura. A pressao de base de 0,1 mbar foi usada e pressdo de trabalho em todos
os tratamentos foi de 1 mbar. A Figura 6 mostra um esquema da camara de nitretagdo em

funcionamento.

30



Metodologia

Janela de
quartzo

Config.
catodo oco

Posigdo da
amostra

Fornecimento de
poténcia

detalhe

Figura 6 - Esquema de camara de nitretagao a plasma

O plasma gerado para realizagdo de um etching, processo para limpeza e remog¢ao
de 6xidos, foi composto, em volume, de 70% de Hz e 30% de Ar. O plasma gerado para o
processo de nitretacdo foi de uma composi¢ao, em volume, de 80% de N2 e 20% de Ha.
Apés os tratamentos, as amostras foram mantidas em vacuo até o total resfriamento da

camara. A temperatura foi medida na superficie da amostra.

3.4. Caracterizacao fisico-quimica

3.4.1. Angulo de Contato

Medidas de angulo de contato (AC) estatico foram realizadas nas amostras, através
de um tensiémetro (Modelo 300, SEO Phoenix, Coreia do Sul), a partir de 6 medi¢oes, com

a técnica da gota séssil, utilizando-se de agua destilada.

3.4.1. Microscopia Optica

A textura foi analisada utilizando-se microscopia 6ptica. Foi utilizado um

microscépio Epiphot, localizado no Laboratério de Metalografia da UCS.
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3.4.2. Rugosidade

Arugosidade Ra foi avaliada através de medi¢cdes em um perfilometro (112, Taylor
Hobson, Inglaterra), com a média de 3 trilhos de 10 mm em 3 direg¢des diferentes (0°, 45°,
90°). O equipamento encontra-se no Laboratdério de Engenharia de Superficies e

Tratamentos Térmicos II (LEST II).

3.4.3. Difracdo de raios X com angulo rasante

Difragdo de raios X por angulo rasante foi realizada para observar-se a formagéao
de diferentes compostos na regidao préxima a superficie, utilizando um difratémetro
(Modelo XRD-6000, Shimadzu, Japdo) e uma radiacdo Cu-Ko de A = 1,5406 A. Um angulo

rasante de 2° foi utilizado, variando-se 20 entre 33-45°.

3.4.4. Microdureza

A microdureza foi avaliada por meio de medidas através de um aparelho de dureza
ultra-micro (modelo DUH211S, Shimadzu, Japao), equipado com indentador de diamante,
com cargas de 100 mN e profundidades inferiores a 1 um por, pelo menos, trés medicdes.

0 equipamento encontra-se no Laboratorio de Materiais Ceramicos — LMCer da UCS.

3.4.5. Espectroscopia de emissao Optica por descarga luminescente

A penetragdo de nitrogénio foi avaliada por espectroscopia de emissao éptica por
descarga luminescente (GD-OES), através de um espectrometro (GD-Profiler 2, Horiba,
Japao) com pressao de 630 Pa e poténcia RF de 40 W. Dos espectros de GD-OES também
foram obtidos dados da razdo titanio/nitrogénio, integrando as linhas de ambos

elementos e dividindo suas areas.
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3.4.6. Microscopia eletronica de varredura e analise quimica elementar de varredura

As amostras supracitadas foram cortadas transversalmente em uma serra de
precisao e entdo embutidas em resina condutora, lixadas e polidas com pasta de diamante
até obtencao de superficie espelhada e atacadas com reagente Kroll (1-3 mL de HF + 2-6
mL de HNOs + 100 mL de H20) para realizar microscopia transversal através de
microscopia Optica de varredura por emissdo de campo, MEV-FEG (Mira 3, Tescan,
Republica Tcheca), para medir-se a camada nitretada e verificar a microestrutura. Junto a
microscopia, espectroscopia por dispersdo em energia (EDS) foi realizada, em um
detector (X-act, Oxford Instruments, Reino Unido), a fim de obter um mapa de

composicodes da superficie. As microscopias foram realizadas no LCMic.

3.5. Defini¢do da condicao ideal

A condi¢do ideal da nitretacio a plasma da liga foi obtida levando-se em
consideracdo as caracterizagdes supracitadas. Além disso, ponderou-se sobre a
microestrutura obtida nas diferentes condi¢coes e sobre os aspectos de produgdo e

aplicabilidade, dando especial preferéncia a tempos mais curtos.

3.5.1. Caracterizacdo fisico-quimica da condicao ideal

Asa subsecdes seguintes descrevem os métodos utilizados na caracterizacao da
condicdo ideal selecionada com base nos dados estatisticos das caracterizagdes fisico-

quimicas preliminares.

3.5.1.1. Espectrometria de retro-espalhamento de Rutherford (RBS)

Para quantificar o nitrogénio difundido na superficie da amostra, foi realizada a

espectrometria de retroespalhamento de Rutherford (RBS) em um acelerador Tandem 3
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MYV, do Laboratério de Implantacdo I6nica do Instituto de Fisica da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS), com um feixe idbnico monoenergético de He* de 2 MeV e
um angulo de retroespalhamento de 165°. A simulacdo foi feita usando SIMNRA [96],

através do qual uma comparacdo fornece a composi¢cdo da amostra.

3.5.1.2. Perfilometria 6ptica

A andlise da topografia de superficie formada apds PN foi realizada através de um
perfildmetro éptico (CountouGT-K, Bruker, EUA), localizado no Instituto de Materiais
Ceramicos (IMC) da UCS. As medic¢des foram feitas em areas de varredura de 1 mm?
(ampliacdo de 10x) e 0,2 mm? (ampliacio de 50x), com cut-offs de 0,8 mm e 0,08 mm,

respectivamente.

3.5.1.3. Teste de micro-abrasao

O teste de desgaste foi realizado com um equipamento modificado, anteriormente
descrito em [97], que se encontra no LMCer-UCS. Uma suspensdo abrasiva aquosa de
carboneto de silicio (SiC), com didmetro de particulas de 0,5 um, foi gotejada sobre uma
esfera rolante através de uma bomba peristaltica e um agitador magnético foi usado para
manter a suspensdo em constante movimento. A for¢a de contato da esfera de ago duro
na superficie da amostra é medida com uma célula de carga. O deslizamento da esfera
contra a superficie da amostra gera crateras, cujos diametros (relacionados a resisténcia
ao desgaste da amostra e condi¢cOes de teste), foram medidos com o auxilio de um
microscopio dptico e software de aquisicdo de imagens. O coeficiente de desgaste é obtido
como a inclinacdo da linha reta ajustada ao volume de desgaste por forca normal versus
os dados da distancia de deslizamento. A Figura 7 ilustra o mecanismo, descrito acima,

que gera as crateras nas amostras.
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Figura 7 - Esquema do equipamento para principio de funcionamento do ensaio de
microabrasdo, reprodugdo [97].

3.5.1.4. Ensaios eletroquimicos

Estudos eletroquimicos foram realizados utilizando técnicas de polarizacao
potenciodinamica e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) empregando um
equipamento Gamry Interface 1010E. As amostras foram mantidas por 1 h até que o
potencial de circuito aberto (OCP) fosse alcangado antes de qualquer experimento
eletroquimico. Os ensaios eletroquimicos foram realizados em fluido corporal simulado
(SBF) a 36 = 0,5 °C utilizando uma configuracao de trés eletrodos com eletrodo de
referéncia Ag/AgCl, um fio de platina (Pt) como contra-eletrodo e a liga Ti6Al4V como
eletrodo de trabalho (4rea de amostra de 1,6 cm?). Todos os potenciais foram
referenciados ao eletrodo Ag/AgCl. A solucdo de SBF foi preparada de acordo com [98]
usando produtos quimicos de grau reagente: 8,035 g L-1 NaCl, 0,355 g L-1 NaHCOs, 0,225
g L-1KCl, 0,231 g L-1 K2HPO4 - 3H20, 0,311 g -1 MgCl2.6H20, 1,0 M HCI (39 mL), 0,292 g L-
1 CaClz e 0,072 g L1 de Na2S04 e agua deionizada. A solugdo de SBF foi tamponada a pH
7,4 com 6,118 g L1 de tris (hidroximetil) aminometano e 1,0 M de HCI. O pH foi aumentado
gradualmente para evitar a precipitacao do fosfato de calcio, em cada passo foi dada uma
grande atencdo para garantir que a solu¢cdo permanecesse incolor e transparente. Quando
ocorreu qualquer precipitacao, a preparacao da solugao foi interrompida e reiniciada. A
solucao preparada de SBF foi mantida entre 5 - 10 °C no refrigerador antes de ser

utilizada, dentro de um prazo de 30 dias ap6s sua preparac¢do. Os experimentos de EIS
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foram realizados em potencial de circuito aberto com uma amplitude de 10 mV de 10 kHz
a 100 mHz. Curvas de polarizacdo potenciodinamica (PDP) foram realizadas a partir do
EIS para avaliar a caracteristica das camadas de nitreto crescidos nas superficies das ligas.
0 potencial de corrosao (Ecorr), a densidade de corrente de corrosao (Icorr) e a taxa de
corrosao foram calculados a partir das curvas de potenciodindmica usando o método de
extrapolacdo de Tafel. Imagens pds-corrosao foram obtidas com o auxilio de um

microscoépio eletronico de varredura (SSX-550, Shimadzu, Japao).

3.5.2. Caracterizacdo biolodgica in vitro da condicao ideal

Ensaios de citotoxidade e viabilidade celular foram realizados conforme métodos
descritos na norma ISO 10993-5-2009 e ISO 10993-12-2004 utilizando-se células L929
(fibroblasto de camundongo) para determinar a citotoxicidade e a biocompatibilidade das
amostras de Ti6Al4V puras e nitretadas. Primeiramente, para a obten¢dao de uma solucgao
de extracao, o meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
e 1% de penicilina/estreptomicina (P/S) foi colocado em contato com as amostras: 1)
condicdo pura; 2) condi¢ado nitretada de Ti6Al4V com tratamento de plasma; (3 cm? mL-1)

durante 24 ha 37 °C em 5% de CO-.

3.5.2.1. Citotoxicidade indireta - MTT

A citotoxidade foi avaliada pelo método indireto do ensaio de MTT. Este método é
baseado na reducao do MTT (brometo de 3- (4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)
pela enzima desidrogenase mitocondrial, na formacgdo de cristais de formazan (Denizot &
Lang, 1986). Resumidamente, as células L929 foram semeadas a uma densidade de 5x10%
células mL-1 em 100 pL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina (P/S). Apds 24 horas, as células foram
tratadas com a solucao de extracdo obtida pela imersdo das amostras durante 1, 2 e 7 dias.
Para o controle negativo, utilizou-se meio DMEM (10% de SFB e 1% P/S) e para o controle
positivo utilizou-se DMSO 5% (dimetilsulféxido) a 37°C em 5% de CO2. O meio foi
removido e 1 mg mL-t de MTT em meio isento de SFB e P/S foi adicionado aos pocgos. As
placas foram incubadas a 37 °C durante 2 h em atmosfera umidificada com 5% de CO-.

Subsequentemente, retirou-se a solucao de MTT e dissolveu-se os cristais de formazan em
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100 pL de DMSO (dimetilsulféxido). Realizou-se a leitura espectrofotométrica a 570 nm
em um leitor de microplacas (espectros Max190, Molecular Devices, EUA) e os resultados
foram expressos em porcentagem de viabilidade. A absorbancia do controle negativo
representou 100% de viabilidade e os valores das células tratadas foram calculadas como
porcentagem do controle. As alteragdes na viabilidade celular analisadas pelo método
indireto foram observadas e documentadas, apés 1, 2 e 7 diasde
exposicao ao tratamento das amostras. O grupo de controle negativo foi tratado com meio
DMEM (10% de SFB e 1% P/S).

A significancia estatistica foi avaliada utilizando t-teste e analise de sentido tinico
de variancia (ANOVA) com o teste de comparacdo de multiplas médias (Tukey) para
avaliar as diferencgas estatisticas no caso da distribuicdo normal. Significancia foi aceita
para p inferior a 0,05 utilizando o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, versao

19.0) para Windows.

3.5.2.2. Ensaio de alteracao morfoldgica - Giemsa

Para verificar alteragdes morfologicas nas células L929 utilizou-se a coloracao de
Giemsa, para isso as mesmas foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de
5x10% células mL-1 com 100 pL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina (P/S). Ap6s 24 horas, as células
foram tratadas com a solugdo de extracao, citada anteriormente, e incubadas por 1,2 e 7
dias. Para o controle negativo, utilizou-se meio DMEM (10% de SFB e 1% P/S) e para o
controle positivo utilizou-se DMSO 5% (dimetilsulféxido), incubou-se a 37 °C em 5% de
CO2, no mesmo tempo citado acima. O meio foi removido e fixaram-se as células com
metanol durante cinco minutos e adicionou-se solu¢do de Giemsa durante 10 minutos na

mesma placa. Apds, visualizou-se a placa em microscopia com ampliacdo de 100x.

3.5.2.3. Determinacgao de morfologia, distribuicdo topografica e parametros de adesao de

células L929
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Para a determinacdao de parametros de adesao, distribuicdo topografica e
morfologia células L929 foram semeadas em placas de 6 po¢os a uma densidade de 5x104
células mL1 sobre as amostras citadas anteriormente para as andlises de 1,2 e 7 dias.
Sendo assim, utilizou-se 2000 pL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina (P/S) sobre as amostras
durante 1, 2 e 7 dias. Posteriormente fixou-se as células com solugao de glutaraldeido 3%
em PBS (v/v) durante 15 minutos e com etanol 30, 50, 70, 90 e 100% (v/v) durante 10
minutos para cada concentragdo, para permitir o seu manuseio no interior do microscépio
eletronico. Apds, as amostras foram mantidas em dessecador até a realizacao da andlise

de MEV-FEG.
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4. Resultados e discussao

O presente capitulo traz os resultados obtidos para as caracterizagoes fisico-
quimicas e bioldgicas das amostras, incluindo as andlises estatisticas para dados
quantitativos e semi-quantitativos e correlacdes com a literatura dentro das possiveis

aplicagdes das superficies resultantes em aplicacdes biomédicas.

4.1. Analise estatistica dos dados

A andlise estatistica dos dados foi realizada para todas as varidveis quantitativas
estudadas. Andlise de varidncia (ANOVA) e superficies de resposta serviram de base na
definicdo de alguns parametros, incluindo na determinacdo de uma condi¢do ideal. Os
dados utilizados nas andlises estatisticas se encontram na Tabela 5, onde para cada

caracterizacdo encontram-se os dados de referéncia.

Tabela 5 - Resultados qualitativos e semi-quantitativos para as respostas avaliadas

e)fl;’)::iriign(:::il:)to AC () Rug((r)lsrind)ade (inilecl?s’ir(;l:de Dureza (HV) l'{I‘aij?\lo
areal)

Sem tratamento 721 86 +14 0 353 £8 -
E-1(660,170) 55+2 139 £ 6 0 715 +37 23,8
E-2(940,170) 47 +3 384 £19 30 1464 +75 11,1
E-3(660,430) 61+5 169 +4 17 1057 +37 20,7
E-4(940,430) 37+4 474 +35 30 1492 +41 12,5
E-5(600,300) 44 +3 87 6 0 659 +19 25,0
E-6(1000,300) 363 474 +3 61 1605 + 39 10,5
E-7(800,120) 671 247 +17 24 1279 +39 16,0
E-8(800,480) 48 +5 342 +22 24 1334 +97 13,1
E-9(800,300) 46+ 2 369 +7 27 1212 +105 14,7
E-10(800,300 46 + 3 370 =6 25 1223 +102 14,4
E-11(800,300) 49+3 389 +21 24 1213 + 74 14,5

O fator mais relevante de nitretacao, de acordo com os dados estatisticos, foi a
temperatura. Os diagramas de Pareto na Figura 8 mostram como a temperatura linear
(L) em todos os casos é o fator mais relevante, acima do cut-off estabelecido para o valor
de p. Os fatores quadraticos (Q) e as interacdes LXL também aparecem entre os principais

fatores nas respostas, porém com menor significancia. Sendo assim, o fator temperatura
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linear é o principal influenciador nos resultados para as caracterizagdes estudadas, sendo
decisivo na diminuicdo do dngulo de contato, no aumento da rugosidade, na intensidade
do pico referente ao TiN (111) nos difratogramas, na microdureza superficial e na
diminuicdo da razdo entre o titdnio e o nitrogénio nessas superficies. Os resultados
baseados nas caracterizagdes servem de embasamento para corroborar algumas das
hipéteses levantadas na literatura, tais como a presenca do composto ceramico TiN
acompanhada de aumento na microdureza e a difusdo de nitrogénio em regides proximas

a superficie de pecas tratadas em processos assistidos por plasma.

DV: Angulo de Contato (°)

(1)Temperatura (°C)(L) -—9
Tempo (min)(Q) 18

(2)Tempo (min)(L) %

1Lby2L 5

Temperatura (°C)(Q) -4

a

de efeito p: izado (valor

luto)

DV: Rugosidade Ra (nm)

(1)Temperatura (°C)(L) _34
Temperatura (°C)(Q) -10
Tempo (min)(Q) -8
(2)Tempo (min)(L) 8
1Lby2L 3
b p=05
Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)
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DV: Intensidade TiN (111) DRX

(1)Tempe‘atura (OC)(L) - - "

1Lby2L | -6
Tempo (min)(Q) -4
(2)Tempo (min)(L) 4
Temperatura (°C)(Q) 1

C p=05

Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)

DV: Dureza (HV)
(1)Temperatura (°C)(L) -147
(2)Tempo (min)(L) 26
1Lby2L -26
Temperatura (°C)(Q) 20
Tempo (min)(Q) 14
d p=.05
Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)
DV: Razdo TiN
(1)Temperatura (°C)(L) —-25
Temperatura (°C)(Q) | 8
1Lby2L 4
(2)Tempo (min)(L) -3
Tempo (min)(Q) 1

e

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 8 - Diagramas de Pareto para as variaveis estudadas: a) AC, b) rugosidade Ra, c)
intensidade do pico TiN (111), d) dureza e e) razao Ti/N das linhas de intensidade
obtidas em GD-OES
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Ja a Figura 9 mostra as superficies de respostas para as caracterizacdes em funcao

das variaveis. Nota-se que a superficie de resposta referente ao angulo de contato ndo

possui uma tendéncia Unica, como as demais, apresentando um paraboloide hiperbdlico

(sela). Elas complementam o que os diagramas de Pareto mostram, que a temperatura

provoca as mais impactantes alteracdes nas propriedades das superficies. Nota-se, por

meio destas, que tratamentos acima de 800 °C apresentam propriedades mais préximas

do esperado para um biomaterial aplicado, com aumentada molhabilidade, maior dureza,

maior rugosidade e presenca de nitrogénio, que confere o carater ceramico dessas

camadas.
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Figura 9 - Superficies de resposta para os parametros (a) angulo de contato, (b)
rugosidade Ra, (c) pico TiN (111), (d) microdureza e (e) razao Ti/N por GD-OES.
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E também através das superficies de resposta que podemos observar a interagio
de algumas variaveis. Por exemplo, a razao de Ti:N diminui ao longo da temperatura no
grafico e, de maneira andloga, o pico referente a TiN se intensifica, e esta ultima
informacgdo estd em consonancia com o aumento no perfil de microdureza, que aumenta

conforme a temperatura.

A tabela ANOVA, esquematizada na Tabela 6, na qual se observa o alto valor de F
calculado em comparac¢do com o valor tabelado, proveniente de uma tabela com percentis
95% da distribuicao F para os graus de liberdade, e o baixo valor de p para o modelo,

justificam a sua significancia estatistica.

Tabela 6 - Tabelas ANOVA para as variaveis estudadas

Variavel Varia(,‘ﬁo SS2 DF3 MS+ F calculado P
Regressao 782,7346 5 156,5469
Angulo de Residual 131,9927 5 26,3985 SRl Ly
contato (°) Total 914,7273 10

R2 = 0:8557; Frabelado = 5,05
Regressdo 1,7598E5 5 3,5197E4 510,968
Rugosidade Residual 344,4134 5 68,8827 8
(Ra) Total 1,7633E5 10
R2 = 0,9980; Frabelado = 5,05
Regressao 9,8933E3 5 1,9787E3
Residual 1,2703E3 5 254,0640

9,1407E-7

Intensidade 7,7881 0,0209

do (F’D‘;‘;(?N Total 1,1164E4 10
R? = 0,8862; Fiabelado = 5v05
Regressdo 8,766E5 5 1,7533E5
Dureza (HV) Residual 1,6186E4 5 3,2371E3 SlEIl ZpHrplie
Total 8,9285E5 10
R? = 0,9980; Fabelado = 5v05
Regressao 242,8671 5 48,5734
Razio Ti/N Residual 2,4747 5 0,4949 SRRlLA g RS
Total 245,3418 10

R? = 0,9980; Fiabelado = 5v05

4.2. Angulo de contato e rugosidade

0 Ti6Al4V, com acabamento de superficie de lixa de 1.000 graos, possui um carater
hidrofilico médio, com um angulo predominante de cerca de 72° + 1. Todas as amostras

tratadas mostraram reducdo nos valores do angulo de contato. Os experimentos E-

2SS: soma de quadrados
3 DF: graus de liberdade
4 MS: média quadratica
44



Resultados e discussdo

1(660,170) € E-3(660,430) exibiram um carater menos hidrofilico comparado ao experimento
E-5(600,300), apesar de ambos terem superficies mais asperas. E-5(600300) ndo teve sua
rugosidade afetada - quando comparada com amostras intactas; no entanto, a
molhabilidade aumentou. Embora a temperatura tenha maior influéncia do que o tempo,
na molhabilidade (de acordo com a Figura 9a), o experimento com menor variacdao na sua
molhabilidade foi o E-7(s00,120), tratado a 800 °C, pelo menor tempo (2 h). Pontos axiais no
DCRR, E-9(800,300)-E-11(800,300), também tratados a 800 °C por 5 h, apresentaram um AC
médio de 47°. A temperatura também é o principal efeito do aumento da rugosidade, um
fator que esta diretamente relacionado ao bombardeamento i6nico com maior
intensidade que leva a pulverizacdo catddica e a redeposicdo do substrato e da camada de
compostos [48,49]. Uma correlacao esquematica rugosidade-molhabilidade (Figura 10)
ilustra alguns dos principais efeitos observados, comparando os maiores e menores

angulos de contato experimentais.

Sem tratamento E7 Eo6
Ra: 85+ 14 nm Ra: 247 = 6 nm Ra: 474 + 3 nm
AC:72° =1 AC:65°x1 AC:34°+ 1

Figura 10 - Correlacao entre molhabilidade e rugosidade superficial, mostrando
extremos angulos de contato obtidos.

Angulos de contato menores de 90° caracterizam superficies hidrofilicas, enquanto
que acima disso, as superficies sdo consideradas hidrofébicas. De acordo com a literatura,
a hidrofilicidade mais alta de uma superficie, em contato com tecidos, promove cura
acelerada e osteointegracdo [66]. A molhabilidade é um indicativo precoce, em
biomateriais, de como pode ocorrer a adesdo e disseminacdo de tecido ou material celular
[51]. A baixa molhabilidade também esta relacionada com a incrustagao bioldgica, embora
o incremento da rugosidade possa auxiliar a adesdo das bactérias [99,100]. Os baixos
angulos de contato também s3o conhecidos por serem mais adequados para a
osseointegracao [66,101]. A adesdo e a proliferacdo de fibroblastos sdo diminuidas,

enquanto favorecem a atividade dos osteoblastos [102,103].
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A molhabilidade afeta quatro aspectos principais do sistema biolédgico, de acordo
com [104]: (1) adesao de proteinas e outras macromoléculas na superficie, (2) interacdes
dos tecidos mole e 6sseo com a superficie pré-condicionada, (3) adesdao microbiana e

formacao de biofilme e (4) taxa de osteointegracao in vivo.

Para investigar melhor esse padrao, a Figura 11 correlaciona o comportamento da
rugosidade superficial e do AC. As tendéncias observadas sdo como o angulo de contato
tende a diminuir junto com o aumento da rugosidade e como o tempo e a temperatura
impdem variagdes nos valores para ambas as variaveis. Como observado na Figura 5b, a
duracdo do processo, ap6s algum tempo, parece nao afetar de forma significativa a
variacdo da rugosidade e do AC. No entanto, a andlise estatistica prova que é dificil prever

resultados de molhabilidade com alta precisao, algo ja mencionado na literatura [105-
107].

500 , , , 80 500 : : : 80
S | ACsemtratamento » ¢ | ACsemuatamento >
< 400 0@ £ 400 . (705
~ [ ] c ~ % 2
i 03 & " 603
g 3007 & 3001 =
o O
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2 2001 i A 2 20 i A
=4 : t40° 2 _ L40 2
(T 100{ 5 Rugosidade sem tratamento 4| 3 100{ __ Rugosidade sem tratamento | >
, , , , .30 : : : 30
(a) 600 700 800 900 1000 (b) 100 200 300 400 500
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Figura 11 - Respostas obtidas para a rugosidade das superficies (W) e angulo de contato
com a agua (A) como funcgado de (a) variagcdo da temperatura do processo com tempo fixo
e (b) variacdo do tempo com temperatura fixa.

4.3. Aspecto visual e microscopia dptica

Aspecto visual é um dos primeiros indicativos da sintese de TiN. As amostras de
nitretadas exibiram principalmente uma coloracdo dourada apds os processos. Sabe-se
que o TiN estequiométrico tem uma cor dourada, enquanto variacdes sub-
estequiométricas de TiN tém tons de laranja ou cinza. Os tratamentos realizados a uma
temperatura mais baixa resultaram em uma mudanca de coloragao nao uniforme, com um
halo de aspecto chamuscado nos contornos das amostras, indicando que nenhuma
camada de composto foi formada, devido ao efeito de borda. O Anexo A1, ao final deste

documento, ilustra a aparéncia visual das amostras. Quanto menor a temperatura, maior
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esse halo se apresentou. A cor em amostras de temperatura mais baixa (<700 °C)
apresentou um aspecto cinza-amarelado, atribuido ao Ti2N [47]. Posteriormente, os

padrdes do DRX para essas amostras confirmam isso.

A Figura 12 mostra a textura da amostra através de microscopia 6tica, em uma
comparacao entre E-5(600,300), E-8(800,480) € E-6(1000,300) (de menor a maior temperatura); o
primeiro mostrando a mesma textura como na condi¢do ndo tratada, o segundo com uma
superficie texturizada, e o ultimo exibindo uma superficie altamente texturizada, com
picos e vales em micro-escala por toda a superficie, condizendo com os resultados

observados para rugosidade.

Figura 12 - Comparacao entre as texturas de diversas amostras (a) E-5(600,300), (b) E-
8(800,480) e (c) E-6(1000,300), com um aumento nas microcavidades da esquerda a
direita.

4.5. Difracao de raios X

Medi¢cbes de DRX elucidaram quais compostos se formaram na regido da
superficie. Os resultados mostraram o perfil predito de aumento na intensidade dos picos
de TiN (111) e TiN (200) com a temperatura, sendo o tempo uma variavel menos efetiva
para a formagdo de TiN estequiométrico. A Figura 13 mostra uma comparacao entre E-
5(600,300) € E-6(1000,300), que apresentam a maior variacdo nos picos totais. Tratamentos
realizados a temperaturas de 800 °C e abaixo apresentaram pico de TizN (111) mais
intenso que o de TiN e, a partir de 940 °C, o TiN tornou-se o cristal preferencial obtido

durante a nitretacao.
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Figura 13 - Comparativo entre difratogramas de amostras sem tratamento, E-5(600,300),
E-6(1000,300) € E-9(800,300).

A Figura 13 é uma comparac¢do valida, pois trés amostras foram submetidas a
tratamentos pelo mesmo tempo, mas diferentes temperaturas. Tanto para E-6(1000300)
quanto para E-9(800,300) é perceptivel um pico referente a € - TizN (002). Os picos de a-Ti,
inversamente, mostram uma diminuicdo na intensidade. Os picos de 5-TiN sdo claramente
vistos para E-6(1000,300) € E-9(800,300), mas particularmente no primeiro. Uma mudanc¢a nos
picos correspondentes a a-Ti (de 20 = 40,3° na amostra pura para 40,48° e 40,74° em E-
5(600,300) € E-6(1000,300)) é possivelmente atribuida a uma maior fase contendo nitrogénio
Ti(N) em direcao ao pico € - TizN (210). Os demais difratogramas podem ser vistos no
Anexo A2.

Os processos de nitretacdo foram feitos na faixa das fases a + 3, exceto em 1000 °C,
que esta acima da temperatura do  transus de 980 °C. Picos de Ti-3 ndo foram observados
em nenhuma amostra, devido ao fato de que o nitrogénio estabiliza a fase o [12,108], uma
vez que o Ti-B, quando enriquecido com nitrogénio, se transforma em Ti-o e acima da
solubilidade maxima do nitrogénio Ti-o, transforma-se em nitretos de titanio. O Ti2N é
termodinamicamente favorecido em temperaturas mais baixas, pois a entalpia de
formacdo para Ti2N é menor que a TiN [28,109]. Diagramas de fase binaria de nitrogénio-
titanio ilustram aproximadamente como a difusao de nitrogénio acontece no titanio, onde
menor concentracdo atomica de nitrogénio a temperaturas abaixo de peritectéide (1050

°C) favorece tanto a-Ti quanto TizN e além de 41%, TiN é favorecido [110]. Desvios nos
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picos o estdo associados a deformacdes de rede, indicando tanto as deformacdes
compressivas, que sao residuais do processo de nitretacdo [111], quanto a reducao no
espacamento d [31,40], ou ligeira mudanca na concentragdo da soluc¢do sélida [112], que
favorece essas mudancas em dire¢ao aos picos contendo nitrogénio. Tanto as tensdes de
compressao residuais quanto a concentra¢do de solucdo sélida contribuem para maior
dureza e, a primeira, para melhorar a resisténcia e a fadiga, a medida que o estagio de
nucleacdo de trinca é atrasado [113]. Além disso, ndo foram observados picos de 6xidos
de titanio (TiOx) nos difratogramas. A Equa¢ao 25 mostra de que profundidade a
intensidade desses picos vem, onde é mostrado que a intensidade desses picos é

majoritariamente (95%) dentro de uma profundidade de 3 um.

—In (1- Gy)
(Eq. 2) X= -
M(sin(a) 'sin(29—a))

O Anexo A3 exemplifica como a penetracdo dos raios X ocorre em funcao da
por¢do do pico em que se origina o sinal. Considerou-se um valor de coeficiente de

absorc¢ao dos raios X (u) para o TiN de 8,49 x 102 um-1 [38].

4.6. Microdureza

O endurecimento ocorreu em todas as amostras. Além disso, os valores de dureza
mostraram aumento ao longo do tempo e temperatura. O experimento E-6(1000,300),
tratado na temperatura maxima, apresentou a camada mais dura, enquanto a condicao
oposta, E-5(600,300), apresentava os menores valores de dureza. No entanto, E-5(00,300) teve
uma dureza medida de 659 HV, quase o dobro da dureza do material nao tratado (353
HV). A Figura 14 explora essa tendéncia juntamente com a mudancga de temperatura para

a amostragem experimental.

5 Equagdo da profundidade de penetragdo dos raios X, onde Gx é a porg¢ido do pico, 1 é o coeficiente de
absorg¢do dos raios X, a é o angulo de incidéncia fixo e 6 o angulo de difragdo.
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Figura 14 - Tendéncia dos resultados de microdureza para as amostras do
delineamento experimental, em fun¢ao da temperatura.

A dureza é um fator chave para o aprimoramento da superficie dos implantes
ortopédicos ao fornecer um material de contato que compartilha dureza semelhante a dos
0sso0s. A dureza também esta correlacionada com o desgaste, a resisténcia a tracao e a
resisténcia ao escoamento [1]. Amostras com maior teor de nitrogénio apresentaram
maior dureza. Quanto maior a quantidade de nitrogénio na superficie de Ti6Al4V, mais o
nitrogénio compartilha ligagdes com Ti, diminuindo as liga¢des de Ti-Ti. Portanto, uma
camada enriquecida com nitrogénio é de caracteristicas mais dura e ceramica [109]. Uma
simplificacdo da cinética de difusdo foi resumida como nitrogénio entrando na rede
cristalina do titanio e sedimentando-se em seus intersticios como solug¢do sélida. Acima
da solubilidade do nitrogénio em titanio, os precipitados de TizN e em altas temperaturas
acompanhados de maior difusdo de nitrogénio, os sitios octaédricos remanescentes sao
preenchidos e o TiN comega a se formar [114]. A solucdo sélida ancora os movimentos de

discordancia e, portanto, aumenta a dureza [113,115].

4.7. GD-OES

0 espectro de GD-OES esclarece a existéncia de um perfil de difusao de nitrogénio

no substrato. Para comparar a difusdo de nitrogénio no substrato, foi realizada uma
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relacdo semi-quantitativa de Ti/N, considerando a regido em que o nitrogénio esta
concentrado. A relagao Ti/N diminuiu significativamente de acordo com o tempo e a
temperatura. Uma propor¢do maxima de 25 para E-5(00,300) diminuiu para uma razao
minima de apenas 10,5 para E-6(1000,300), 0 que também é um indicador do maior carater
da ligacao Ti-N na regido da superficie. Uma camada enriquecida em aluminio, abaixo da
camada de compostos, também foi observada para quase todas as amostras (exceto para
E-5(600,300)). A Figura 15 mostra as linhas GD-OES de titanio, aluminio e nitrogénio; a
Figura 9a mostra o perfil detalhado para E-6(1000,300) e a Figura 9b a varia¢do da razao Ti
/ N para cada experimento no DCCR. O perfil sombreado mostra a difusdo de nitrogénio,

que chega até a zona enriquecida com aluminio.

30
2.0 A o 120 min
A 170 min
9 1.51 25 % é o 300 min
< Z 430 min
3 = 207 v 480 min
g 10- z%
g Area sob Ti: 67.8 5 15 é
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Figura 15 - Espectros de GD-OES de uma amostra nitretada (a) e tendéncia da razao
Ti/N nas camadas conforme incremento de temperatura (b)

A razao das intensidades de luz obtidas dos espectros de GD-OES de titanio e
nitrogénio comprovam que ha uma correlacao direta com a temperatura de tratamento
[116] no aumento dos atributos ceramicos da camada de composto. Todos os espectros

de GD-OES podem ser vistos no Anexo A4.

4.8. Avaliacao da microestrutura por microscopia eletronica de varredura

A espessura das camadas nitretadas mostrou uma inclinacao clara em relagdo aos
mesmos valores, com valores de espessura para a camada composta caindo entre 1,5-2,5
um. A Figura 16 traz um resumo dos principais resultados que foram observados,
mostrando microscopias da se¢do transversal das amostras de varios experimentos. A
camada de compostos, em geral, ndo mostrou sinais de porosidade. Além disso, a
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microestrutura varia com o incremento de temperatura. A formacao de graos colunares
em uma matriz de Widmanstatten foi observada em E-2(940,170), E-4(940,430) € E-6(1000,300)
(acima de 900 °C), abaixo da camada de composto e uma camada de fase «, na zona de
difusdo. Isto é visto na Figura 17b e Figura 17d. Outro resultado visto foi como a zona de
difusao foi maior em E-4(940,430) em vez de E-6(1000,300), com o tempo influenciando na
profundidade com que o substrato foi afetado. E-1(660,170) e E-3(s60430) (Figura 17a e
Figura 17d, respectivamente), mostraram presenca de particulas 3, uma vez que estes

tratamentos foram realizados a temperaturas mais baixas.

MATRIZ
WIDMANSTATTEN

CRESCIMENTO DE
GRAOS COLUNARES

Figura 16 - Micrografias das amostras em secao transversal: amostras E-5(600,300) (a) e
E-6(1000,300) (b). Maior magnificacdo evidenciando esses efeitos para (c) E-6(1000,300) € (d)
E-3(660,430).

Uma fina camada de composto e uma zona de difusdo muito mais espessa é uma
maneira de fornecer estabilizagdo para o primeiro, tornando menos provavel que ele falhe
por fadiga [117]. A caracteristica mencionada foi observada nas amostras E-2(940,170), E-

4(940,430) € E-6(1000300). Outra consideragdo é a possibilidade insignificante de ocorrer
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retencdo de martensita (a’) durante o resfriamento do sistema. A energia desligada
abruptamente fornecera uma taxa maxima de resfriamento de aproximadamente 19 °C.s-
1 enquanto a taxa minima de resfriamento para obtenc¢ao de martensita se 20 °C.s1 [114-
116]. Notou-se que o resfriamento rapido fazia com que a amostra sofresse
macrodeformacdes. Deste modo, a energia foi desligada suavemente (cerca de 1 °C.s1)
para evitar o efeito e fornecer uma taxa de resfriamento mais baixa, impedindo a obtenc¢ao
de martensita. A menor taxa de resfriamento resulta em uma estrutura de Widmanstatten

grosseira, ao invés de uma estrutura fina [118].

4.9. Caracterizacao da condi¢ao ideal

De todas amostras do planejamento amostral elencado, uma condigao ideal, a qual
reune as propriedades mais aplicaveis no contexto dos biomateriais foi eleita, com base
nos dados estatisticos obtidos, bem como na literatura consultada. As amostras com
maior dureza, concentracdo de nitrogénio e pico atribuido ao TiN foram aquelas
nitretadas em temperaturas mais elevadas. E-2(940,170), conduzidaa T=940°Ce t =170 min
foi designada como a melhor condigdo, uma vez que ha pouca diferenca na camada
resultante entre E-2(940,170) e E-4(940,430), por exemplo, que diferem no tempo de processo.
Dentro do contexto da engenharia, um processo com menor tempo e resultantes

semelhantes é empregado, a fim de diminuir custos.

4.9.1. RBS

Através da comparacao de espectros simulados e experimentais de dados de RBS,
Figura 17, é possivel estimar, com dados simulados pelo SIMNRA [96], a concentragao
dos elementos encontrados na liga. A relagdo quantitativa atdomica Ti:N €
aproximadamente 1,06 de acordo com o espectro simulado, confirmando a
estequiometria de TiN [109]. Tracos de ago inoxidavel AISI 304, como Fe e Ni, da camara
de vacuo foram encontrados. No entanto, as quantidades vestigiais para tais elementos

sdo baixas e, de acordo com os ensaios biologicos realizados (vistos em 4.9.5.), nao foi

observada a citotoxicidade.
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Figura 17 - Espectros de RBS simulados e experimentais para amostra nitretada a
plasma a 940°C

4.9.2. Perfilometria 6ptica

Resultados de perfilometria 6ptica representaram a topografia das superficies,
tanto antes quanto ap0s a nitretacdo a plasma. As superficies processadas mostraram,
conforme observado na analise prévia de rugosidade, um aumento no desnivel. Isto é
ainda confirmado através de superficies escaneadas tridimensionalmente, Figura 18,
onde as micro-ranhuras e micro-cristas podem ser vistas em detalhe na Figura 20d para
a amostra nitretada. Estudos anteriores mostraram que a temperatura da nitretacdo a
plasma cria graos mais difusos, o que pode ser devido a aglomeragdo de graos menores e
a ocultacao de linhas de polimento [67,119], algo ndo alcan¢ado aqui, provavelmente pela
escolha de um acabamento mais grosseiro. Em vez disso, a texturizacdo seguiu

aproximadamente as linhas de lixamento (a Figura 20c e a Figura 20d expdem este efeito).
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Figura 18 - Perfilometria 6ptica de amostras com aumento de 10x para (a) sem
tratamento e (b) nitretada e ampliacao de 50x para (c) sem tratamento e (d) nitretada.

A altura média, considerando-se picos e vales, em torno de 5 nm para a amostra
nitretada é um aumento consideravel em comparagdo com a amostra ndo tratada, cuja
altura média é de -0,115 nm. Essa intensificagdo na irregularidade se desenvolve a partir
do jateamento i6nico da descarga luminescente que deforma essas superficies
plasticamente [35,119].

O efeito de rugosidade desempenha um papel significativo nas aplica¢des de
osteointegracdo, pois a area superficial é aumentada e ajuda a proliferar os osteoblastos
e, portanto, induz a formacao de tecido d6sseo [67,120]. Superficies texturizadas
promovidas pela nitretagdo também tém um papel em outras implicagdes bioldgicas,

como discutido em 4.9.5.

4.9.3. Teste de micro-abrasiao

As amostras para os testes de microabrasao foram processadas a 660 °C e 940 °C,

ambas por 3 horas (etching de 10 minutos, seguida pela nitretacao de 170 minutos). Estes
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ultimos mostraram oferecer um menor coeficiente de desgaste, embora ambos tenham
apresentado melhora em comparac¢ao a amostra original, como pode ser inferido a partir
da andlise dos dados mostrados na Figura 19. Um exemplo de cratera gerada nos ensaios

de micro-abrasao pode ser visto no Anexo A5.

40

o Ti6Al4V sem tratamento
A Nitretado a 660°C
Nitretado a 940°C

30 +

20 O

10 +

Volume de desgaste
por forca normal (10 m3/N)

L (m)

Figura 19 - Resultados de desgaste por microabrasao para as amostras estudadas neste
trabalho. As regides sombreadas representam de nivel de confianca de 95%.

A Tabela 7 resume os coeficientes de desgaste para as trés condi¢des aqui
exploradas. Os resultados apontam uma diminui¢do no volume de desgaste para ambas
as condi¢Oes de nitretagdo testadas, mas um resultado melhor para aquele tratado na
condicdo ideal deste estudo, processada a uma temperatura mais alta. O primeiro, contém
uma camada composta de € - TizN e o outro, d — TiN. O TiN tem uma estrutura sal-gema e
TizN tem uma estrutura tetragonal, enquanto o Ti6Al4V puro apresenta formas a (HC) e
B (CCC). O TiN é de caracteristicas mais duras, com uma célula unitaria mais compacta, ja

que para ¢ - TizN apenas metade dos sitios octaédricos disponiveis sdo ocupados na rede
de titanio [109,121].

Tabela 7 - Coeficientes de desgaste para as amostras de Ti6Al4V

Amostra Coeficiente de desgaste (10-12.m2.N-1)
Sem tratamento 4,46 + 0,50
Nitretada a 660 °C 1,99 + 0,15
Nitretada a 940 °C 1,33 +£0,06
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A superficie mais dura - resultante da expansdo de rede e bloqueio de
discordancias - é causada pelos campos de tensao gerados pelas solugcdes sdlidas de
TiN/Tiz2N e pelos precipitados, o que, por sua vez, leva a uma maior resisténcia ao desgaste
abrasivo. Isto esta de acordo com a literatura [32,76,122] e quando tais superficies sdo
acopladas com o PEUAMM, por exemplo, a taxa de desgaste também é diminuida [123]
em comparacao a uma superficie restritamente metalica. Espera-se que este tipo de
sistema “CeP” reduza drasticamente a formacdo de detritos (em comparacao com o
sistema MeP) e as respostas imunoldgicas associadas que podem ou nao levar a
inflamacao e afrouxamento asséptico. Nao obstante, se criadas, as particulas de nitreto de
titinio tém uma fagocitose muito similar a das particulas de titanio [124], que oferecem

baixa toxicidade.

4.9.4. Testes eletroquimicos

Medidas de polarizacao potenciodindmica foram realizadas em solucao de SBF
para investigar o comportamento de corrosado das ligas Ti6Al4V ndo revestida e Ti6Al4V
nitretada. As ligas foram mantidas por 1 h para OCP e as curvas de polarizacdo obtidas de
-750 mV a + 500 mV a uma taxa de varredura de 1 mV/s. A Figura 20 apresenta as curvas
de polarizacao e a Tabela 8 os parametros de corrosao, potencial de corrosao (Ecorr),
curvas Tafel anddica e catédica (ba e bc) e valores de taxa de corrosao.

As curvas Tafel apresentadas na Figura 22 mostram que as ligas foram passivadas
em soluc¢do simulada de fluido corporal. O Ti6Al4V nitretado apresenta um potencial de
eletrodo mais positivo, Ecorr = -215 mV, contra Ecorr = -416 mV para Ti6Al4V nao
revestido, indicando que a superficie do primeiro é menos reativa, apresentando uma
superficie mais inerte. Para a liga revestida, os valores de Icorr e taxa de corrosao sao um
pouco maiores em comparagdo com a liga ndo revestida, indicando que ha outro processo
ocorrendo na superficie da liga devido ao filme nitretado. No entanto, os valores Icorr
estdo na ordem de nA, indicando uma excelente resisténcia a corrosao para a liga
conentendo a camada de TixNy. Os biometais devem ter uma taxa maxima de corrosao de

1 pm ano -1[125].
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Figura 20 - Curvas de polarizagdo potenciodindmica das ligas Ti6Al4V ndo revestidas e
Ti6Al4V nitretadas ap6s 1 h em fluido corporal simulado a 36 + 0,5 °C.

Os resultados da espectroscopia de impedancia eletroquimica na solugao SBF sdo
apresentados na Figura 21 na forma de diagramas de Nyquist e Bode. Pode ser visto nos
diagramas de Nyquist (Figura 23a) que mesmo havendo uma pequena diferenca na
impedancia real (6,7 kW.cm? para liga sem tratamento e 4,2 KW.cm? para liga nitretada)
os resultados mostram que a camada de nitretos nao afeta a resisténcia a corrosao da liga
em grandes proporg¢oes. Os diagramas de Bode (Figura 23b) mostram um angulo de fase
maximo de 77° para Ti6Al4V puro e 78° para nitretacao, estes valores proximos de w / 2
significam uma superficie com forte resposta capacitiva. E possivel também ver uma
constante de duas vezes para amostras nitretadas, Fig. 23b, sugerindo a presen¢a de um

processo de passivacdo extra devido a camada de TiN.

Tabela 8 - Parametros de corrosdo obtidos a partir de curvas de Tafel de discos de
Ti6Al4V puros e nitretados, imersos em fluido corporal simulado.

Amostra Ecorr Icorr Ba -Bc Taxa de corrosao
(mV) (A.cm?) (mV/dec) (mV/dec) (mmpy)
Ti6AlVsem ;05 9914109 617,0 143,1 11,5
tratamento
'1:16A14V -215,3 63,0x10° 247,0 82,7 28,8
nitretada
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Os resultados eletroquimicos mostraram que a camada de nitreto no Ti6Al4V nao
melhora a resisténcia a corrosdo da liga, nem contribui para uma perda significativa de
suas propriedades de corrosdo. Como a camada de nitreto é formada para melhorar a
biocompatibilidade, os resultados eletroquimicos mostraram que esse tratamento pode
ser realizado sem preocupa¢dao com o comportamento de corrosao da liga. Resultados
semelhantes foram encontrados anteriormente na literatura [32,119] e esta diminui¢do
nas propriedades de corrosao ¢ atribuida a: a) uma fina camada de 6xido formada sob a
camada de composto antes da NP, que aumenta a atividade quimica e b) a distribuicao
desigual de nitrogénio nas superficies de amostras tratadas com plasma, que resultam em
propriedades irregulares de corrosdao. Como mencionado anteriormente, se a taxa de
corrosao é tomada como o principal fator decisivo, ela ainda estd sob valores propostos

para implantes metalicos, com um limite de 1 um por ano [125].
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Figura 21 - (a) grafico de Nyquist e (b) grafico de Bode das ligas sem tratamento e
nitretada em solucdo simulada de fluido corporal apds 1 h de imersao.

Micrografias obtidas por MEV, Figura 22, deram uma melhor visao sobre as
superficies pds-corrosao. Foi possivel determinar que o mecanismo responsavel pela
corrosdao dessas amostras é a formacao de pites, corroborando que a corrosdo para
Ti6Al4V e outras ligas de titdnio acontece da mesma forma [126-128]. A principal
diferenca entre sua ocorréncia em amostras sem tratamento e nitretadas foi a distribuicdo
ao longo das superficies, distribuida mais uniformemente em nitretados e ligeiramente
em regides maiores. Além disso, pites mais pronunciados foram vistos em amostras
nitretadas. A Figura 24, com uma magnificacdo de 200x, representa um pite de proporgdes

maiores encontrado na amostra nitretada, embora essa ndo seja a geometria dominante
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detectada. A razdo para a corrosdo por pite ser favorecida em amostras nitretadas pode
ser devido a sua maior rugosidade, repleta de micro-sulcos e micro-cristas, que ajudam a
nuclear e propagar mais pites [129,130] e o fato de que quaisquer descontinuidades na

camada nitretada sdo sitios de propagacao de falhas e corrosdo [39].

Figura 22 - Ensaios de pds-corrosdo micrografias de (a) amostra pura com uma
ampliacdo de 500x, (b) amostra PN com uma ampliacdo de 200x e (c) amostra PN com
uma ampliacao de 500x.

4.9.5. Ensaios biolégicos in vitro

4.9.5.1. Citotoxidade indireta - MTT

A fim de avaliar o efeito citotéxico das amostras, prepararam-se extratos das
mesmas conforme descrito na norma ISO 10993-5-2009 e colocou-se em contato com as

células L929. Deste modo, a Figura 23 demostra os resultados obtidos no ensaio MTT.
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150~ .
=3 Controle Negativo
qa 24 ==  Controle Positivo
100- x 2 3 Sem tratamento
-;)L o Nitretada

Viabilidade (%)
(4]
o

1

Dias

Figura 23 - Efeito citotoxico obtido no ensaio ISO 10993-5-2009 e ISO 10993-12-4 de
extratos de Ti6Al4V intocadas e nitretadas, comparando ao controle negativo e controle
positivo em relagdo a viabilidade de células tratadas por 1, 2 e 7 dias. As letras
correspondem as diferencas estatisticamente significantes, usando o teste Tukey (p <
0,05).

Segundo a ISO 10993-5 (2009), um material desencadeia efeitos citotoxicos
quando provoca uma redugdo da viabilidade celular superior a 30% no periodo de 24 h.
Ao comparar os resultados de viabilidade celular da liga de titanio com a classificacdo dos
padrdes internacionais de avaliagdo para dispositivos médicos, foi possivel observar que
as amostras ndo apresentaram efeito citotoxico para as células L929. Em adicdo, nos
tempos testados de 1 e 2 dias verificou-se que a viabilidade dos extratos foi superior em

comparacao ao controle positivo de 1 dia (64,73%) e 2 dias (48,21%).

Do mesmo modo, quando avaliado o tempo de exposi¢cdo de 7 dias, observou-se
uma leve reducao da viabilidade celular para a liga nitretada: 1) amostra sem tratamento
(78,66%); 2) amostra com tratamento (77,24%). Porém, salienta-se que mesmo
ultrapassando o tempo recomendado pela normativa, as membranas continuam nao
apresentando efeito citotéxico e com viabilidade superior a encontrada para o controle

positivo (33,23%).
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4.9.5.2. Giemsa: Ensaios de alteracdo morfoldgica

Para verificar altera¢cdes morfolégicas colocaram-se as células L929 em contato
com os extratos citados anteriormente e realizou-se colora¢do de Giemsa. Corroborando
com os resultados obtidos no ensaio de MTT, no tempo de 1 e 2 dias observaram-se células
com morfologia arredondada e distendida, envolvida em citoplasma abundante, bem
definidas e integras, caracterizando uma cultura celular saudavel. Uma pequena reducao
na populacao de células e alteragdes morfolégicas pode ser observada apds 7 dias de

exposicao (Figura 24).

1dia 2 dias 7 dias

Controle
Negativo

Controle
Positivo

Sem Trat.

Nitretada

2mm
—

Figura 24 - Morfologia das células L929 dos extratos de Ti6Al4V incubados por 1,2 e 7
dias, comparados aos controles positivo e negativo. Fotomicrografias foram realizadas
em microscopio de luz (100x).
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4.9.5.3. Determinacdo de parametros de adesdo, distribuicdo topografica e padrdes

morfoldgicos de L929

Realizou-se o ensaio de determinacdo de pardmetros de adesdo, distribuicao
topografica e morfologia das células L929 depositadas sobre as condigdes citadas,
anteriormente. Pode-se observar através das imagens da Figura 25 que devido ao
material apresentar caracteristicas hidrofilicas houve pouca adesao e dispersao celular
sobre o material. Ambas superficies promoveram menos adesao celular ap6s a incubacgao

cronica, porém amostras tratadas mostram esse comportamento de forma pronunciada.

1 dia 2 dias 7 dias

Sem
tratamento

Nitretada

Figura 25 - Micrografias obtidas por MEV-FEG mostrando adesao celular e
disseminacdo ao longo dos periodos de 1, 2 e 7 dias; uma diminuicdo na presenca de
células é notada em ambas as superficies. No sétimo dia quase nenhuma célula pode ser
encontrada anexada a essas superficies.

Embora o ensaio de coloracdo Giemsa tenha apresentado células apés 7 dias, deve-
se considerar que este teste avalia a resposta das células apds a exposicdo do extrato.

Dessa forma, as células nao sdo expostas ao material diretamente. Uma vez que os
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fibroblastos foram crescidos na superficie do material, as células foram apresentadas a
superficies altamente ranhuradas, que se mostraram indspitas a adesao e a dispersao
celular, em maior extensdo na condi¢ao nitretada do que na superficie da liga pura.
Detritos celulares apareceram nas superficies da liga pura; a condi¢do nitretada mostra

células quase desprendidas das superficies metalicas.

A Figura 26 mostra a adesdo destas células a uma magnificacio maior. Por
exemplo, fibrilas de colageno nao apenas apareceram somente em superficies intactas,
mas as superficies contendo nitretos mostraram células quase separadas do substrato.
Isto pode ser explicado pelo aumento da rugosidade e da superficie preenchida por
ranhuras, o que nao facilita o espalhamento celular. A natureza dessas células, tratada
como hidrofébica por alguns autores, também teria um papel significativo em ndo aderir

a superficies mais hidrofilicas.

Figura 26 - Linha superior: amostras sem tratamento, em sua maioria, com
fibroblastos arredondados no primeiro (a) e sétimo dia (c); no segundo dia, algumas
células com fibrilas de colageno foram observadas (b) Linha inferior: nas nitretadas,

tanto no primeiro (d) como no sétimo dia (e), nota-se células quase destacadas da
superficie.
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A interacao entre as células e os discos, tanto para os puros quanto nitretados,
promoveu mudanc¢a na morfologia das células, gerando fibroblastos arredondados, que
sao principalmente influenciados pela topografia da amostra. Os picos e vales
encontrados através das superficies das amostras aumentam a rugosidade; varios estudos
que afirmam que o aumento da rugosidade esta correlacionado com uma diminui¢do da
proliferacao de fibroblastos in vitro [105,131-134] e do espalhamento celular [135].
Superficies mais hidrofébicas, além de serem menos favoraveis nesse ambiente, também
levam a maior adesdo e proliferacdo bacteriana [136]. Nas superficies de titanio, a
fibronectina induz a proliferacdo e ligacdo dos osteoblastos, enquanto a albumina sérica
ndo parece desempenhar um papel significativo [137]. A fibronectina prefere superficies

mais rugosas, quando se trata de ligas de titanio [138].

Este aspecto repelente de fibroblastos em superficies com caracteristicas
hidrofilicas e de maior rugosidade - acompanhado de uma &rea superficial maior - tem
sido comumente associado a uma adesao e atividade de osteoblastos reforcada [139], o
que seria ideal para promover a osteointegracdo, diminuindo uma possivel resposta

fibrotica [78].
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5. Conclusoes

A metodologia proposta mostrou-se apropriada para o estudo da modificacdo da
superficie do Ti6Al4V em diversas condi¢des de nitretacdo a plasma. Diversos tipos de
superficies podem ser obtidos, inclusive para aplicagdes biomédicas. A camada protetora,
se aplicada a um implante pode vir a aumentar sua vida util frente ao desgaste, interacdo

celular nociva e outros problemas relacionados a superficie. Pode concluir-se que:

a) A nitretacdo a plasma, com fonte de radiofrequéncia e configuragdo amostral de
catodo oco, com a metodologia descrita na se¢do 3.3, é eficiente na modificacdo da liga
Ti6Al4V. O objetivo de se obter uma complexa camada de nitretos foi atingido, com
camadas de espessuras entre 1,5 e 2,0 um. Além disso, aumento em propriedades como
rugosidade e molhabilidade foram observados;

b) A andlise estatistica é uma boa ferramenta para descrever quais parametros
exercem mais influéncia no sistema; neste caso, a temperatura mostrou-se o fator mais
importante a ser considerado. As amostras 2, 4 e 6 mostraram as melhores propriedades
de superficie, de maneira geral. Dentro do contexto da engenharia, E-2(940,170) sai em
vantagem por prover uma camada de compostos fina, seguida de uma zona de difusao

maior em tempo mais curto que as demais.

Para onde os processos assistidos por plasma nos levam, no campo dos
biomateriais? Diminuir a possivel resposta fibrética, para mencionar um dos achados
deste estudo, € uma das muitas vantagens. Processos assistidos por plasma tém
propriedades esterilizantes e fornecem texturizacdo acompanhada de aumento no carater
hidrofilico, propriedades muito buscadas em biomateriais. Em materiais metalicos,
aumentam a dureza, que esta proximamente relacionada a resisténcia ao desgaste. A
camada protetora composta de nitretos também pode servir como barreira de difusdo de

ions vanadio e aluminio em ligas TiAlV.
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6. Continuidade

Considerando todos os aspectos, a nitretacdo a plasma conduzida com esses
parametros para aliga Ti6Al4V pode ser pré-clinicamente testada em pecas odontolégicas
ou ortopédicas. A nitretagdo a plasma pode ser utilizada como modo de obter uma
intercamada de TiN prévia a deposicdo de revestimentos bioativos, tais como a

hidroxiapatita, visando maior adesao dos mesmos e melhor osteointegracao.

A influéncia de agentes bactericidas, tais como a prata e o cobre, incorporados em
camadas nitretadas é outro possivel objeto de estudo. Estudos mostram que a lixiviagdo a
longo prazo de agentes bactericidas previne a formacgao de biofilmes e subsequente
acarretamento em cirurgia de revisao de implantes. H4 uma escassez de trabalhos que

investiga esse fendOmeno e, ainda menos, na presenca de um substrato tratado a plasma.

A analise por método dos elementos finitos de componentes tratados a plasma em
aplica¢des biomédicas, nas quais estido sujeitos a esforcos ciclicos, é uma possivel linha de
pesquisa que pode ser seguida, a fim de avaliar a estabilidade e a durabilidade destes

materiais.
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ANEXOS

Anexo A1 - Fotografias das amostras apos os tratamentos realizados em diferentes
temperaturas.
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Anexo A2 - Difratogramas das amostras do planejamento experimental.
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Anexo A4 - Espectros GD-OES das amostras do planejamento experimental.
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Anexo A5 - Exemplo de cratera do ensaio de micro-abrasao.
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