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RESUMO

Sona Filho, Celso R. Efeito da preseng¢a de SiO;, CaO e MgO em biocerdmicas de
nitreto de silicio, avaliando a microestrutura, comportamento biolégico e
propriedades mecanicas. 2020. 67 p. Dissertagdo (Mestrado em Tecnologia Nuclear) —

Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN-CNEN/SP. Sao Paulo.

Ceramicas de nitreto de silicio tém despertado o interesse para aplicagdes na area médica
e odontolégica devido a sua tenacidade a fratura relativamente alta, elevada resisténcia ao
desgaste, e baixo coeficiente de atrito, bem como adequada osseointegragao. Além disso,
€ de conhecimento que a presenga de magnésio estimula o crescimento de 0sso novo,
favorecendo a proliferacao e diferenciagao celular, bem como a formagao de colageno. A
silica auxilia na densificacdo do material durante a sinterizagdo, devido sua baixa
temperatura de fusao, e interfere positivamente no crescimento dsseo. A calcia influencia
positivamente nas atividades osteoblasticas, estimulando formacgéo do tecido ésseo. Este
trabalho tem como objetivo analisar o efeito da presenca dos aditivos de sinterizagao SiOy,
CaO e MgO em ceramicas de nitreto de silicio, avaliando a microestrutura, comportamento
biolégico e propriedades mecanicas, a fim de melhorar a resposta biologica desses
materiais in vivo. Para tanto, diferentes composi¢cées foram preparadas e conformadas por
prensagem uniaxial, isostatica a frio, e sinterizagdo convencional (atingindo 1750°C). Os
materiais sinterizados foram avaliados quanto a densidade, microestrutura, propriedades
mecanicas e comportamento biolodgico in vitro. A avaliagdo microestrutural mostrou que as
composic¢des estudadas resultaram em uma microestrutura contendo graos alongados de
B-SisN4 dispersos em fase secundaria amorfa. No entanto, os valores de densidade
variaram de cerca de 79 a 97% da densidade tedrica, de acordo com a composicdo, sendo
maiores para as composi¢cdes com maiores teores de SiO,. Apds as imersdes das amostras
em SBF (Simulated Body Fluid), observou-se a presencga de depdsitos ricos em calcio e
fosforo, com morfologia tipica da hidroxiapatita. Os valores de dureza Vickers das
composi¢des variaram de 9 a aproximadamente 12 GPa, sendo maiores para as
composi¢cdes com maiores teores de SiO.. Os valores de tenacidade a fratura variaram
entre 4 e aproximadamente 7 MPa.m"2, sendo que composigdes com altos teores de SiO;
obtiveram os maiores valores desta propriedade, enquanto os valores de mdodulo de

elasticidade variam de 132 a aproximadamente 269 GPa, sendo os menores valores



encontrados nas composi¢cdes com maiores teores de MgO e menores teores de SiO,, e
os valores de resisténcia a flexao variaram entre 180 MPa e aproximadamente 620 MPa,
sendo maiores para as composicdbes com maiores teores de SiO,. Todas as amostras
apresentaram bioatividade nos testes de imersdo em SBF, sendo os melhores resultados
nas composi¢gdes com maiores teores de CaO e MgO. Todas as composi¢gdes também
apresentaram néo citotoxicidade nos testes de atividade de adesao celular, atividade de
proteina durante o estagio de diferenciagao no ensaio de ALP, e as células alcangaram
diferenciagcdo celular no ensaio de mineralizacdo da matriz extracelular, sendo que os
melhores resultados foram obtidos pelas composi¢cdes com maiores teores de MgO e CaO.
Dessa forma, os materiais estudados tém grande potencial para aplicagdes em implantes
na area ortopédica. As composi¢cdes que apresentam os melhores resultados mecanicos
foram SNM2 e SNM3, enquanto as que apresentaram melhores resultados biolégicos
foram SNM5 e SNM6.

Palavras-chave: nitreto de silicio, bioceramicas, biomaterial, propriedades

mecanicas.



ABSTRACT

Sona Filho, Celso R. Effect of the presence of SiO2, CaO and MgO on silion
nitride bioceramics, evaluating the microstructure, biological behavior and
mechanical properties. 2020. 67 p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia
Nuclear) — Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN-CNEN/SP. Sao

Paulo.

Silicon nitride ceramics have aroused interest for applications in the medical and
dental field due to their relatively high fracture toughness, wear resistance, and low
friction coefficient as well as adequate osseointegration. In addition, it is known that
the presence of magnesium stimulates new bone growth, enhancing cell
proliferation and differentiation, and the collagen formation. Silica assists in the
densification of material during sintering, due to its low melting temperature, and
positively interferes with bone growth. Calcium enhance osteoblastic activities,
stimulating the formation of bone tissue. This Project aims to analyze or affect the
presence of SiO—2, CaO and MgO sintering additives in silicon nitride ceramics, to
evaluate a microstructure, biological behavior and mechanical properties, in order
to improve the response of these materials in vivo. Different compositions were
prepared and formed by uniaxial, cold isostatic pressing, and conventional sintering
(reaching 1750°C). The sintered materials were evaluated for density,
microstructure and biological behavior in vitro. The microstructural evaluation
showed that the studied compositions resulted in a microstructure containing
elongated grains of 3-Si3N4 dispersed in secondary amorphous phase. However,
the density values varies from 79 to 97% of the theoritcal density, according to the
composition, with the compositions with higher values of SiO2 being the ones with
higher values of density. After immersing the samples in SBF (Simulated Body
Fluid), the presence of deposits rich in calcium and phosphorus was observed with
a typical hydroxyapatite morphology, and the compositions with higher values of

MgO and CaO showed better results. The Vickers hardness values of the



compositions ranged from 9 to approximately 12 GPa, with the compositions with
higher values of SiO2 showing higher values. The fracture toughness values ranged
from 4 to approximately 7 MPa.m"2, with better results in compositions with higher
values of SiO2, while the values of Young’s modulus ranged from 132 to
approximately 269 GPa (the compositions with higher values of MgO and CaO
showed higher values of this property), and the flexural strength values varied
between 180 MPa and approximately 620 MPa, with the compositions with higher
values of SiO2 presenting higher values of flexural strength. All samples showed
bioactivity and non-cytotoxicity in the ALP activity tests, and the cells achieved
differentiation in the extracelular matrix mineralization test, with the best results
being obtained by the compositions with hiher levels of MgO and CaO. Thus, the
materials studied seem to have great potential for applications in implants in both

orthopedic and dental areas..

Key words: silicon nitride, bioceramics, biomaterial, mechanical properties.
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1.INTRODUCAO

Existem diversas definicdes de biomateriais, e na Conferéncia de Consenso em
Biomateriais para aplicagdes clinicas, 1982, foi definido que biomaterial € qualquer
substancia ou combinagéo de substancias, com excegao de farmacos, de origem natural
ou sintética, podendo ser usadas durante qualquer periodo de tempo, como parte de um
sistema ou como os sistemas que tratam, aumentando ou substituindo qualquer tipo de
tecido, 6rgao, ou fungdes do corpo (1). Outra definicdo é que sao materiais (naturais ou
sintéticos) capazes de interagir sistematicamente com um biossistema de maneira benéfica
(2). Chen et al. 2015 (3) define um biomaterial como sendo “uma substancia que tenha sido
manipulada para assumir uma forma que, por si s6 ou como parte de um sistema complexo,
seja usada para direcionar, pelo controle das interagdes com os componentes dos sistemas
vivos, o curso de qualquer procedimento terapéutico ou de diagnéstico”.

Os biomateriais podem ser metalicos, ceramicos, poliméricos ou compdésitos (4).
Devido as suas boas propriedades mecanicas e alta resisténcia quimica, as ceramicas sao
aplicadas na area ortopédica e odontolégica, como por exemplo a alumina (AlO3) e a
zircbnia (ZrO;) (5). Porém, a baixa tenacidade a fratura e alto médulo de Young da alumina
(6), além das altas taxas de fratura de proteses fabricadas com a zircdnia (7) gerou a
necessidade de encontrar materiais alternativos para substitui-las como biomaterial.

O nitreto de silicio (SisNs) apresenta grande potencial para aplicagdo como
implantes estruturais devido aos altos valores de resisténcia mecénica, relativamente alta
tenacidade a fratura, alta resisténcia ao desgaste (8), biocompatibilidade e boas
caracteristicas de imagem (5).

Dessa forma, o presente trabalho visa avaliar o desempenho mecanico e bioldgico
de cerémicas de nitreto de silicio para aplicagbes ortopédicas, principalmente como
espagadores intervertebrais. Para isso, sao adicionados 6xidos de silicio (SiOz), de calcio
(Ca0) e de magnésio (MgO), para promover a sinterizagao via fase liquida e formar uma
fase secundaria que, apds o resfriamento, favoreca o processo de remodelamento 6sseo.

A selecao dos oxidos foi, entdo, baseada nas caracteristicas terapéuticas de seus
cations. O silicio deve auxiliar o crescimento 6sseo, estimulando a mineralizagdo e
aumentando a quantidade de agua e colageno no osso (9). Por outro lado, o célcio tende
a regular a ativacdo de osteoblastos e osteoclastos, melhorando as propriedades de

adesao e crescimento celular das células ésseas (10). E por fim, 0 magnésio possui efeito
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positivo na regeneragao 6ssea, como também favorece a adesao e proliferagao celular de
células osteoblasticas, sem afetar negativamente as propriedades mecanicas do principal

material utilizado como implante (11).

2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo analisar o efeito da presenca dos aditivos de
sinterizagdo SiO,, CaO e MgO em cerdmicas de nitreto de silicio, avaliando a
microestrutura, propriedades mecanicas, e comportamento biolégico in vitro, considerando

sua aplicacdo como espacgadores intervertebrais.

3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomateriais

A etimologia da palavra biomaterial vem do fato que a primeira parte da palavra,
“bio”, ndo é uma referéncia a biologia, bioldgico ou biomedicina, mas a biocompatibilidade
(3), pois é necessario que o material seja biocompativel para ser chamado de biomaterial
(12). Biocompatibilidade pode ser definida de diversas maneiras, uma delas é a
propriedade que determina a toxicidade potencial de uma interagao entre um corpo vivo e
um material (ou dispositivo médico) (13). Outra definigdo de biocompatibilidade é a
habilidade/caracteristica de um material de induzir uma resposta biolégica apropriada em
uma determinada aplicagdo dentro de um corpo vivo (14). Esta interagao pode gerar
reagdes em todo o sistema vivo, e ndo somente no local onde o contato aconteceu (15).

Deste modo, para a utilizacdo de biomateriais € necessario que os materiais
cumpram certos requisitos para que sejam aceitos pelo sistema bioldgico e possam dar

assisténcia a este em suas propriedades fisicas e mecanicas (16).

3.2 Classificagao dos biomateriais

Biomateriais podem ser classificados em quatro grupos: biomateriais metalicos,

biomateriais ceramicos, biomateriais poliméricos e biomateriais compésitos (17).
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3.2.1 Biomateriais metalicos

Uma grande variedade de materiais metalicos pode ser utilizada como implantes e
dispositivos protéticos, sendo o ago inoxidavel, as ligas de cobalto-cromo (Co-Cr) e ligas
de titdnio, os mais comuns. A biocompatibilidade de implantes metalicos gera certa
preocupacdo, pois esses materiais tendem a sofrer corrosdo dentro do corpo vivo, com
consequente desintegragao do implante, perda de funcionalidade e liberagéo de produtos
corrosivos toxicos (8). Essa corrosédo € atribuida ao ion de cloreto, as macromoléculas
bioldgicas, e especificamente as proteinas nos fluidos extracelulares (18). Metais mais
nobres como o ouro e certos tipos de platina, ou mesmo aqueles com maior facilidade de
se passivar, como o titdnio ou o cromo, permitem manter as taxas de corrosdo em niveis
aceitaveis (18).

As vantagens de utilizar biomateriais metalicos sdo a alta resisténcia mecanica,
elevada dureza, alta resisténcia a fadiga e ao impacto, além da facil fabricacao e facilidade
na esterilizacdo. As desvantagens sao a alta corrosao que o material sofre em ambiente
biolégico, a alta taxa de desgaste, alto coeficiente de atrito, alta densidade (baixa relagéo

resisténcia/peso), e a alta condutividade elétrica e térmica (17).

3.2.2 Biomateriais poliméricos

Os polimeros sintéticos tém sido utilizados de diversas maneiras na area médica.
Uma das vantagens dos biopolimeros (se comparados com os biometais, ou bioceramicas)
séo a facilidade de fabricagéo para produzir varias formas (latex, filme, folha, fibras, etc.),
custo razoavel e propriedades fisicas e mecanicas adequadas (16).

As propriedades necessarias para os biomateriais poliméricos sdo parecidas com
as exigidas para os outros biomateriais, como biocompatibilidade, capacidade de ser
esterilizado, determinadas propriedades fisicas e mecénicas, e facil manufatura (19).

Alguns exemplos de polimeros sao: PVC (policloreto de vinila) utilizado no formato
de filmes e bolsas para armazenar sangue em alguns hospitais, PLA (acido polilatico) e
PLGA (poli (acido lactico-co-acido glicélico), ambos utilizados em aplicagbes médicas
devido a sua boa biocompatibilidade e biodegradabilidade controlada (16).

Como principais vantagens, tém-se que os biopolimeros sdo normalmente

biodegradaveis e faceis de serem produzidos. Por outro lado, estes materiais adsorvem
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agua e proteinas, contaminam a superficie, desgastam facilmente e sao dificeis de
esterilizar (16, 18).

3.2.2.2 Biomateriais ceramicos

Bioceramicas sdo ceradmicas biocompativeis, ou seja, que possibilitam sua
utilizacdo em corpos vivos como implantes, devido as suas boas propriedades mecanicas
e alta resisténcia quimica (20). Algumas das vantagens das bioceramicas sédo as altas
resisténcias a compressdo, a corrosao e ao desgaste, além de poderem ter composicdes
similares aquelas dos tecidos duros. No entanto, esses materiais apresentam alto médulo
de elasticidade, alta fragilidade e dificuldade na fabricagéo (16).

As bioceramicas podem ser classificadas como:

- Bioativas: sédo bioceramicas que induzem atividade bioldgica especifica, como a
hidroxiapatita [Ca1o(PO4)s(OH);], € os biovidros (18);

- Bioinertes: apresentam uma resposta interfacial minima que nao resulta na ligagéao
ou na rejeicao do tecido hospedeiro, formando uma capsula fibrosa ao redor do material.
Como exemplo dessas bioceramicas, citam-se a alumina (a-Al.O3), a zirconia (ZrO;), e o
nitreto de silicio (SizN4) (16);

- Reabsorviveis: ceramicas que sdo degradadas e substituidas lentamente pelo
tecido vivo, como é o caso do fosfato tricalcico (18, 21).

No caso das ceramicas bioinertes, o nitreto de silicio (SisN4) tem se destacado por
possuir alta resisténcia ao desgaste em condi¢des agressivas, alta resisténcia mecéanica,
biocompatibilidade comprovada, além de apresentar capacidade bactericida e boas
caracteristicas de imagem. (22-25). Tal ceramica ja & consagrada em aplicagbes
estruturais, podendo substituir, inclusive, o aco rapido e o metal duro em componentes de

maquinas (26), em altas temperaturas (27).

3.2.2.3 Biomateriais compésitos

O nome “compdsito” vem do fato de que este tipo de material € composto por dois
ou mais materiais ou fases distintas (28). Muitas de suas propriedades podem ser alteradas
de maneira significante em comparagdo com os materiais homogéneos. Assim, os

cientistas ou engenheiros podem controlar de maneira consideravel certas propriedades,
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fazendo com que existam biomateriais compdsitos rigidos, resistentes e leves, assim como
materiais altamente resilientes (29, 30).

Algumas das aplicagdes de biocompdsitos sdo: compdsitos para enchimento
dentario e implantes ortopédicos porosos. Exemplos tipicos sdo o termoplastico PEEK com
adigao de fibra de carbono (31) e os compdsitos formados com o fosfato tricalcico (TCP)
para aprimorar a integridade mecéanica do componente (32), como um composto associado
a uma base de hidroxiapatita ou TCP (fosfato tricalcico) que permite seu uso no tecido

0sseo quando maleavel ou injetavel (33).

3.3 Nitreto de silicio

3.3.1 Estrutura cristalina do nitreto de silicio

O nitreto de silicio possui ligagdes quimicas predominantemente covalentes (onde
ha compartilhamento de elétrons) e possui agrupamento atdbmico com a forma tetraédrica,
onde um atomo de silicio localizado onde seria o centro deste tetraedro é cercado por
atomos de nitrogénio, que formam os vértices do tetraedro, conforme é apresentado na
Figura 1. Estes tetraedros sdo conectados pelos vértices, de modo que cada atomo de N
participa de trés tetraedros, em uma rede tridimensional, e se liga a trés atomos de Si,
enquanto cada atomo de Si possui quatro atomos de nitrogénio como vizinhos mais

proximos (34, 35).

Figura 1: Unidade tetraédrica do nitreto de silicio

N

Fonte: Adaptado de WANG, et al., 1996 (34)
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As duas fases cristalinas do nitreto de silicio mais conhecidas s&o alfa (o) e beta
(B), e as duas possuem estrutura hexagonal, diferenciando-se apenas na simetria e
empilhamento dos planos cristalinos. Enquanto a fase alfa apresenta simetria trigonal
em uma sequéncia de planos cristalinos ABCD, a fase beta apresenta simetria
hexagonal estruturada em sequéncia de planos ABAB, com o dobro da largura da
célula unitaria da fase alfa, o que possibilita difusdo de atomos no interior da estrutura
(36-38).

A morfologia dos graos de nitreto de silicio da fase alfa é diferente da beta, por
conta das especificidades de cada estrutura cristalina. Enquanto na fase alfa a
morfologia é equiaxial, em beta os graos sao alongados, motivo pelo qual o nitreto de
silicio possui elevados valores de tenacidade a fratura, pois seus graos desempenham
o papel de reforgo na microestrutura do material, viabilizando a absor¢cao de energia
na deflexdo das trincas (36, 35). A fase alfa € comumente encontrada em pds de SizNs4
(39).

Por meio de tratamento térmico em elevadas temperaturas e pressodes (2000 K e
acima de 15 GPa) é possivel obter o nitreto de silicio em uma terceira fase: a fase
gama (y), que possui estrutura do tipo espinélio, onde existe uma coordenacao
octaédrica formada por dois atomos de silicio com seis atomos de nitrogénio, e uma
coordenagéo tetraédrica formada por um atomo de silicio e quatro de nitrogénio (39).
Uma curiosidade sobre esta fase é que é considerado o terceiro material mais duro

(35,31 GPa), sendo o primeiro o diamante e em segundo o nitreto de boro cubico (40).

Figura 2: Estrutura cristalina de SisN4 o (a), B (b) e y (¢)

Fonte: Adaptado de PETZOW, et al. 2002.

A historia das aplicagdes de nitreto de silicio tém inicio em 1955, na Inglaterra, onde

foi primeiramente utilizado em revestimentos de termopares e cadinhos para fusdo de
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metais. O motivo desta aplicacao aconteceu devido a algumas de suas propriedades (boa
estabilidade térmica e quimica em banhos metalicos) (27).

Em comparagdo com os motores de ignigdo convencionais, quando o nitreto de
silicio é utilizado em determinados componentes de turbina a gas, possibilita uma maior
eficiéncia na queima do combustivel, além de menor emissdo de gases e um nivel
relativamente baixo de particulados, e por isso esta aplicagdo se tornou comum entre 1960
e 1980 (26, 41).

Hoje em dia as propriedades deste material que mais chamam a atencdo sédo sua
resisténcia mecanica, alta resisténcia ao desgaste, baixo coeficiente de dilatagao,
condutividade térmica moderada, estabilidade quimica (42), alta resisténcia ao desgaste e
baixa densidade (26). E aplicado em ferramentas de corte e meios de moagem (43),
componentes de motores de combustao interna (valvulas de exaustao, sedes de valvulas
e rolamentos) (26).

Devido as suas o6timas propriedades mecanicas, ndo citotoxicidade e capacidade
de osteointegragao, cerdmicas a base de nitreto de silicio vém sendo muito considerada
para aplicacdes na area médica (componentes de préteses de quadril, espacadores e
discos intervertebrais), além de placas e pinos para fixagdo Ossea. No entanto, suas
caracteristicas bioinertes dificultam sua fixagao junto ao tecido vivo, além de conduzirem a
maiores periodos de tempo de osteointegracao. Uma forma de contornar tais limitacoes é
promovendo a bioatividade da superficie dessas ceramicas, seja pela utilizacdo de
recobrimentos bioativos, ou mesmo pela formagao de biocompdsitos (44, 45).

Biocompdsitos porosos de nitreto de silicio e biovidro foram estudados por
Frajkorova et al. (46), avaliando suas propriedades mecanicas e biolégicas, e resultando
em uma confirmacao de bioatividade do material, porém sem melhorias na densificagao
final (o0 maximo valor obtido foi 65,7%) e propriedades mecanicas (maximo valor de dureza
Vickers foi de 1,19 GPa, enquanto a tenacidade a fratura atingiu um valor maximo de 1,28
MPa) (46).

Com o intuito de verificar o impacto que aditivos de sinterizacado diferentes dos
normalmente utilizados (Al.O3 e Y.03) teria nas propriedades bioldgicas e superficiais, Fu
et al. (47) prepararam amostras de SisN4 utilizando SrO, MgO e SiO, como aditivos de
sinterizagcdo, em diferentes proporgées. Como resultado, os autores notaram que as
composicdes estudadas obtiveram baixa afinidade bacteriana nos testes in vitro, e que
houve alta proliferagao e diferenciacao de células pré-osteoblasticas, devido a presenca
dos ions Sr?*, Mg?* e Si**. (47)
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Em 2014, Wananunuruksawong et al. (48) realizaram experimentos de
citotoxicidade e microdureza em amostras de nitreto de silicio. Amostras de nitreto de silicio
revestidas com vidros de borosilicato, e amostras de nitreto de silicio revestidas com vidros
de borosilicato e com 5% em peso de ZrO, foram estudadas. Os materiais foram
sinterizados sem aplicagéo de pressao, em atmosfera de nitrogénio, e em temperatura de
sinterizagao relativamente baixa (1650°C). Como aditivos de sinterizagdo, o autor do
trabalho utilizou Y203, SiO2 e MgO. Esta pesquisa resultou em materiais nao citotoxicos e
com valores de microdureza préximos ao do dente humano (3 - 5 GPa). (48)

Buscando somar as propriedades bactericidas do nitreto de silicio ao PEEK, que ja
é utilizado em aplicagbes médicas, Xu et al. (49) recobriram o Poli (éter-éter-cetona) com
SisN4. Os autores realizaram testes de imersao em SBF, analisaram a rugosidade, forga
de ligagao do revestimento de nitreto de silicio, cultura, morfologia, adesao e proliferagao
celular. Foi concluido que as amostras revestidas com SisN4 tiveram suas propriedades
melhoradas em comparagdo ao PEEK sem o recobrimento, aprimorando a adeséo,
proliferacao e diferenciagao celular, além de desenvolver atividade bactericida no material,
bem como citocompatibilidade (49).

Guedes-Silva et al., 2018, (50) estudaram as propriedades microestruturais,
mecanicas e in vitro de ceramicas de nitreto de silicio. Como aditivos eles utilizaram a silica
(SiO2), a célcia (CaO) e a alumina (Al2O3), atingindo um valor de cerca de 97% da
densidade tedrica apds a sinterizagao, bem como transformagao completa da fase a->f3-
SisN4. Apds ensaio bioldgico de imersdo em SBF, foi observada a deposi¢do de apatita,
enquanto os testes in vitro com células osteoblasticas resultaram em proliferacéo celular e
até mineralizacdo. Com boas propriedades mecanicas analisadas, como valores de dureza
satisfatorios (até 12,40 GPa), valores relativamente altos de tenacidade a fratura (até 5,76
MPA.m"2) e valores relativamente baixos de médulo de elasticidade (de até 265,40 GPa),
as composicdes estudadas por Guedes-Silva et al., demonstraram potencial para as
aplicagdes em dispositivos de substituicdo 6ssea.

Dessa forma, as 6timas propriedades mecanicas combinadas com bioatividade
superficial aumentam ainda mais o campo de aplicagdes de cerdmicas de nitreto de silicio
na area biomédica, trazendo diversos beneficios a populacdo pela obtengdo de proéteses
mais resistentes e que promovam interacdo quimica com o tecido hospedeiro, como € a

intencdo no caso de espacgadores intervertebrais (20).
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3.3.1  Sinterizacao do nitreto de silicio

Devido a natureza covalente de suas ligagdes quimicas, materiais como o nitreto
de silicio possuem baixo coeficiente de difusdo e séo dificeis de serem densificados pelo
processo de difusdo no estado sélido. Deste modo, a densificacdo deve ocorrer por
sinterizagao via fase liquida, o que torna a utilizagdo de 6xidos (6xido de terras raras ou de
elementos de transicdo) como aditivos de sinterizacdo uma necessidade. Estes aditivos de
sinterizagdo permanecem nos contornos de graos e pontos triplos como uma fase
secundaria (amorfa ou cristalina) (43).

A reagao dos aditivos de sinterizagao com a silica da superficie do p6é de SisN4
forma uma fase liquida, gerando assim uma reagdo de dissolugédo da fase a- SisN4 e
reprecipitacdo na fase B- SisN4s. Compreender o papel dos aditivos de sinterizagcao nas
propriedades finais do material é fundamental, pois existem fases cristalinas secundarias
ou amorfas nos contornos de grao que afetam as propriedades finais do material (26). Isso
acontece de acordo com os aditivos selecionados e a quantidade utilizada de cada um
destes (20).

Para um material ser utilizado como aditivo de sinterizagdo existem algumas
propriedades que este deve possuir: estabilidade a altas temperaturas, a existéncia de uma
regiao que permita formagao de fase liquida no sistema, e a fase liquida resultante deve
ser capaz de promover a dissolugdo do material a ser sinterizado (que no caso ¢é o nitreto
de silicio) (51).

Os oOxidos de terras raras tém se destacado dos demais aditivos utilizados
atualmente devido ao fato de elevarem a viscosidade da fase intergranular, e por poderem
formar fases cristalinas durante o processo de resfriamento ou apds tratamentos térmicos
especificos, promovidos apos a sinterizagdo, o que gera materiais de elevada resisténcia
mecanica mesmo a elevadas temperaturas. E possivel aumentar a tenacidade a fratura do
material, pois os 6xidos de terras raras desenvolvem estruturas com graos finos, com
elevada razao de aspecto (26).

Nesse trabalho, os aditivos de sinterizagao utilizados deverdo nédo s6 promover a
sinterizacao via fase liquida do material, por meio da técnica de sinterizacdo sem pressao,
mas também deverado formar uma fase bioativa, amorfa ou parcialmente, cristalina nos
contornos de grao do nitreto de silicio para promover a bioatividade do material final. Tais
aditivos sdo os oxidos de silicio e de calcio e de magnésio, sendo os primeiros que ja

demonstraram ser eficientes na densificacdo, propriedades mecénicas e bioatividade do
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nitreto de silicio (6). Como exemplo disso temos o estudo de Guedes-Silva, et al. 2018, ja
citado anteriormente (50), e de Fu, et al. 2018, (52) que utilizaram Sr, Mg e Si como aditivos
de sinterizagcao do SisN4 e realizaram ensaios de caracterizacao superficial e bioldgicos
para fus&o espinhal. Oxido de magnésio também é introduzido as composicdes estudadas,
considerando que magnésio é um dos substitutos do calcio em apatitas bioldgicas, e é
associado a mineralizacao de tecidos calcificados e estimular as atividades osteoblastica
e osteoclastica (22).

Deste modo, este trabalho tem como foco estudar o efeito da presenca de 6xido de
magnésio (MgO), em conjunto com a silica e a célcia, em biocompdsitos de nitreto de

silicio, avaliando a microestrutura, bioatividade e propriedades mecanicas.

3.3.2. lons terapéuticos

Existem ions metalicos capazes de aprimorar a formacao dssea, estimulando a
osteogénese e a angiogénese. Alguns exemplos destes ions sdo os de cobre, estréncio,
zinco, cobalto, boro e silicio. Eles vém sendo estudados nas ultimas décadas, e receberam
0 nome de ions inorganicos terapéuticos (Tll). Comparando este tipo de ions com as
biomoléculas organicas, os ions inorganicos terapéuticos apresentam vantagens, como a
habilidade de interagir com outros ions para alterar fungdes biolégicas, e também permitir
ser processado nas condicdes necessarias para a producao de scaffolds de biomateriais
inorganicos (53).

Uma estratégia utilizada na aplicagdo destes ions é vincula-los com um substrato
adequado, como a hidroxiapatita, vidros bioativos, silica ou fibras de carbono, que
permitem aumentar a duragao que os ions sao liberados (54).

Estudos sobre os efeitos dos Tll em biovidros revelam que scaffolds contendo TlI
aumentam a bioatividade, promovem novas funcionalidades aos biovidros, como indugao
de formagao éssea e angiogénese e podem aumentar sua taxa de degradagéao, o que é
vantajoso dependendo da aplicagao (53). No entanto, € importante que exista um controle
na quantidade de ions liberados dentro do corpo vivo, pois existem efeitos adversos, como
a corrosdo em implantes metalicos, o que significa alta concentragao de ions metalicos no
tecido vivo, com consequente aumento na probabilidade de inflamagdes (55, 56).

Os trabalhos de Wu, et al. (57), 2011 indicaram que ions de boro incorporados em
vidros a base de silicato influenciaram positivamente na proliferacdo celular e expressao

génica relacionados a osteogénese, enquanto Isaac et al., 2011 (58) apresentaram
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resultados onde ions de estréncio apresentaram melhorias na diferenciacao de células
osteoblasticas quando comparados aos vidros a base de silicato sem estes ions.

He, et al., 2016 demonstraram por meio de experimentos in vitro em que células
humanas e os ions de magnésio interagiam, que estes TIl auxiliavam na viabilidade,
proliferagéo e diferenciagao celular, o que explica o magnésio impactar no remodelamento
0sseo e osteogénese (59).

Também realizando estudos in vitro Zhou, et al., 2010 (60) avaliaram algumas
propriedades modificadas pelo calcio. Seus resultados mostraram que ions de calcio
estimulam a proliferagdo de osteoblastos e expressdo génica, assim como a viabilidade
celular, o que mostra o impacto positivo deste material em implantes ortopédicos.

Segundo Dashnyam, et al., 2017 (61) ions de silicio impactam positivamente em
aplicagdes biomédicas, estimulando a angiogénese, enquanto Gotz, et al., 2019 (62) afirma
que este tipo de ion também influencia positivamente na diferenciacdo de células

osteoblasticas.

4. MATERIAIS E METODOS

4 1 Materiais

Os materiais utilizados neste trabalho foram o nitreto de silicio (a-SisN4, UBE, SN-
E10, 99,89% de pureza), o 6xido de magnésio (MgO, Vetec, 94,12% de pureza), silica (SiO-,
Sigma-Aldrich, 96,58% de pureza) e carbonato de célcio (CaCOs, Merck, 99,98% de pureza).

4.2 Caracterizacao dos materiais de partida

A primeira etapa do trabalho consistiu em caracterizar quimica e fisicamente os
materiais de partida. Dessa forma, os materiais foram caracterizados quanto ao teor de
impurezas (fluorescéncia de raios X por dispersao de energia, Shimadzu EDX-720) e fases

cristalinas (difragéo de raios X, difratbmetro BRUKER: D-8, radiagdo CuK-a).



4.3 Métodos

4.3.1 Obtencao dos corpos de prova
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As composicdes foram preparadas com base na Tabela 1. Com os materiais

devidamente dosados, foi realizada a moagem de cada composigdo em moinho de bolas

durante 24 horas, utilizando esferas de alumina e alcool isopropilico como meio liquido. Os

pos secos em rotoevaporador a 90°C e em estufa a 100°C por 24 horas foram

desaglomerados em almofariz. Pastilhas e barras foram compactadas por prensagem

uniaxial (50 MPa para as pastilhas e 40MPa para as barras) e isostatica a frio (200 MPa para

ambas).

Tabela 1: Composic¢des estudadas (% em massa)

Composicao| SizN4 | SiO2 | MgO | CaO
SNMO 80 | 12 0 8
SNM1 80 | 12 4 4
SNM2 80 | 12 6 2
SNM3 80 | 12 8 0
SNM4 80 8 4 8
SNM5 80 6 6 8
SNM6 80 4 8 8

As amostras colocadas em um cadinho de grafite e imersas em uma cama de pé de

nitreto de silicio foram sinterizadas em forno de resisténcia de grafite (Thermal Technology),

com taxa de aquecimento de 5°C/min até 400°C, sob vacuo. De 400°C até a temperatura de

patamar (1750°C por uma hora) a taxa de aquecimento foi de 10°C/min.
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4.3.2 Caracterizacao das amostras
4.3.2.1 Densidade a verde e perda de massa.

A massa e as dimensbes geométricas das amostras (n=6) foram medidas antes da
sinterizagao, permitindo calcular a densidade a verde das amostras. O percentual de perda

de massa ap0ds a sinterizagao também foi determinado.
4.3.2.3 Densidade e porosidade aparentes

Ap6s sinterizagao, a densidade e a porosidade aparentes das amostras (n=6) foram
determinadas pelo método de Arquimedes (Equagdes 1 e 2), utilizando-se agua destilada
como liquido de imersao. Para o calculo da densidade relativa, foi realizada uma estimativa

da densidade tedrica das amostras sinterizadas por meio da regra das misturas.

dc = (m—) .d, (eq.1)

Mumida~Mimersa

Na Equacéo 1, d. € a densidade aparente da composicao, msecs representa a massa
seca, Mumida € @ Massa saturada, minersa € @ Massa imersa, e d. € a densidade do liquido.
Estas mesmas variaveis sao utilizadas na Equacdo 2, para determinar a porosidade

aparente de cada composicao.

Porosidadespgrente = (M) .100 (eq. 2)

Mymida —Mimersa
4 .3.2 .4 Difratometria de raios X

A técnica de difratometria de raios X foi empregada para verificagdo da ocorréncia
de fases cristalinas nos contornos de grao e da transformagdo a—->f nas amostras
sinterizadas. O equipamento utilizado foi um difratbmetro de raios X Bruker D-8, com

radiacdo CuKa.
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4.3.2.5 Microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

A distribuicao das fases e a forma e distribuicdo dos graos foram observadas por
meio de microscopia eletrbnica de varredura. Para isso, as amostras foram lixadas na
sequéncia das lixas com mesh #200, 400, 800, 1200 e 2400, respectivamente.

Apos o lixamento, as amostras foram submetidas a ataque por plasma com mistura
dos gases SFe e O2 € em seguida recobertas com ouro. As analises foram, entéo, realizadas

utilizando um microscépio eletrénico de varredura (Phillips, XL-30).
4.3.3 Propriedades mecanicas
4.3.3.1 Dureza e tenacidade a fratura

A dureza e tenacidade das amostras (n=6) foram determinadas utilizando o método
da impresséo Vickers, com 100 N de carga no durdmetro (BUEHLER VMT-7). Apds o ensaio,
as amostras (ja contendo impressdes Vickers) foram analisadas no microscépio optico
(Mitutoyo) acoplado ao durémetro e com base nas medidas das trincas e semi-diagonais das
impressdes (n=7) foram calculados os valores de dureza e de tenacidade a fratura de cada
uma das composi¢cdes, conforme pode ser visto, respectivamente, nas Equagdes 3 e 4 (56).

Na Equacao 3, H, representa a dureza Vickers, P representa a carga aplicada

(Newton), e a representa o comprimento médio da diagonal impressa (metros).

Hy = 1,8544 xP (eq 3)

a?

Na Equacéo 4, Kic representa a tenacidade a fratura (MPa.m'?), E representa o
modulo de elasticidade (GPa), ¢ representa o tamanho da trinca em metros e P representa
a carga aplicada ao corpo de prova (Newton). Para o calculo de tenacidade a fratura foram
utilizados os valores de modulo de elasticidade (E) especificos de cada composigao,

determinados de acordo com o item 4.3.3.2

ENY/2\ p
Kyc = 0,016.((m) ) — (eq.4)
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4.3.3.2 Mdédulo de elasticidade

O mddulo de elasticidade (E) dos corpos de prova (n=5) foi determinado por meio
de um método dindmico nao destrutivo (ASTM E1876 — 15) (65), no qual o equipamento
(Grindosonic) capta a frequéncia de ressonéncia emitida pelo material excitado em um
determinado modo de vibragdo. As amostras utilizadas neste ensaio possuiam formato de
barras com secgao retangular, com suas superficies retificadas. Com os dados das
dimensdes geométrica das amostras e da frequéncia de ressonancia captada, foi possivel

determinar o médulo de elasticidade.

4.3.3.3 Resisténcia a flexdo

Os valores de resisténcia a flexdo (S) (MPa) dos corpos de prova (n = 4) foram
determinados por meio de um ensaio destrutivo (ASTM C1161 — 13) (66) de trés pontos, no
qual a amostra (em formato de barra com secgéo retangular) é fixada em uma base no
equipamento (Instron 4400R), e recebe uma carga aplicada, que aumenta gradativamente,
no centro de sua face, até que ocorra a ruptura da amostra. A velocidade de avanco utilizada
foi de 0,2 mm/min. Com os dados do ensaio, foi possivel calcular o valor de resisténcia a
flexdo de cada amostra, conforme pode ser visto na Equagao 5, onde P representa a carga
maxima aplicada a amostra, L a distancia entre os roletes inferiores onde a amostra foi
posicionada (no caso foi 20 mm, pois as amostras tinham 40 mm de comprimento), b

representa a largura da amostra, e d a espessura da amostra:

3 PL
= 2 ba? (eq. 5)

4.3.4 Propriedades biolégicas
4.3.4.1 Reatividade in vitro
Para a realizagdo dos testes de reatividade in vitro, corpos de prova em duplicata

foram limpos com agua em equipamento de ultrassom, e alcool isopropilico, e entdo imersos

em SBF (Simulated Body Fluid) pelos periodos de 9 e 24 dias, tendo a solugao renovada a
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cada 60 horas. Os testes foram realizados considerando uma razédo de area da amostra em
fungdo do volume da solugdo de 0,17cm™

Apds as imersdes, as amostras tiveram suas superficies caracterizadas por
microscopia eletrénica de varredura (Hitachi, TM-3000 e FEG (Field EmissionGun) JEOL,
JSM-6701F) e EDS (espectroscopia de raios X, Thermo, 6706C-3UUS-SN).

4.3.4.2 Testes celulares in vitro

Todos os procedimentos foram realizados em acordo com as normas da Comissao
de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo
(protocolo 027/2019).

4.3.4.2.1 Obtencéo e cultura de células:

Foram eutanaziados dois ratos machos, Wistar, com 4 semanas de vida e pesando
aproximadamente 200 g. Para a eutanasia foi utilizada dose excessiva (1 mg/kg) de
Tiopental Sodico 1% (Thiopentax, Cristalia, Brasil), via intraperitoneal, e em seguida os
ratos foram decapitados. Os fémures dos ratos foram removidos e transportados para o
fluxo laminar em meio de transporte, constituido por Meio Essencial Minimo modificagao
alfa (a-MEM) (Gibco-Life Technologies, EUA) suplementado com 500 pg/ml de gentamicina
(Gibco-Life Technologies) e 3 ug/ml de fungisona (Gibco-Life Technologies). As epifises
passaram por antissepsia, € em seguida foram removidas, enquanto a medula éssea foi
coletada por lavagem do canal medular com irrigagdo com 10 ml meio de expansao (ME)
que possuia o-MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco-Life
Technologies), 50 ug/ml de gentamicina (Gibco- Life Technologies) e 0,3 pg/ml de
fungisona (Gibco-Life Technologies). Apds coletada, a medula éssea foi mantida em
frascos de poliestireno de 75 cm? (Corninglncorporated, NY, EUA) contendo 20 mL de ME.
Ap6s 72 h, os frascos foram limpos com PBS (Gibco-Life Technologies) com o objetivo de
remover as células ndo aderidas e para selegao das CTMs (células tronco-mesenquimais)
que permaneceram aderidas ao poliestireno. As células foram mantidas em atmosfera
umidificada (5% de CO2 e 95% de ar atmosférico), a 37°C, e até que as células atingissem
a subconfluéncia, o meio foi trocado a cada 48 h.

O meio de cultura das garrafas onde estavam as CTMs durante a subconfluéncia

foi removido, e as garrafas lavadas com PBS aquecido. Foram adicionados as garrafas 9,5
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ml de solucao de tripsina a 0,25% (Gibco-Life Technologies) e 500 yl de EDTA a 1mM
(Gibco-Life Technologies). Estas garrafas foram mantidas em incubadora a 37°C por 5
minutos, visando a suspensao de células. Apds isso, a tripsina foi inativada com metade
do volume de ME, e as células foram contadas no hemocitdmetro (Fischer Scientific, PA,
EUA) para determinar qual seria o volume necessario para o plaqueamento na densidade
de 10* células/pogo em placas com 48 pogos (Corning, EUA) onde estavam os sete grupos
experimentais (SNMO, SNM1, SNM2, SNM3, SNM4, SNM5 e SNM6). As células foram
cultivadas em 1,8 ml de meio osteogénico (ME suplementado com 5 ug/ml de &acido
ascorbico (Gibco-Life Techonologies), beta-glicerofosfato 7 mM (Sigma-Aldrich) e
dexametasona 10-7 M (Sigma-Aldrich)) para diferenciacdo em osteoblastos. Células
crescidas sobre o poliestireno foram utilizadas como controle. As culturas foram mantidas
em meio osteogénico por periodos de até 21 dias, em incubadora a 37°C, em atmosfera

umidifacada (5% CO: e 95% ar atmosférico), e seu meio trocado a cada 48h.

4.3.4.2.2 Avaliacao das respostas celulares:

4.3.4.2.2.1 Adesao e morfologia celular

Ao fim de 24 h de cultivo, os osteoblastos em fase inicial cultivados sobre discos de
cada grupo experimental foram fixados em uma solucao de paraformaldeido 4% (Labsynth,
SP, Brasil) em tampao fosfato (PB) 0,1 M, pH 7,2, por 10 minutos a temperatura ambiente
e colocados na geladeira por 48 h. Apés isso, foi realizado a permeabilizagdo com a
solugao de Triton X-100 (AcrosOrganics, NY, EUA) 0,5% em PB, durante 10 minutos. Foi
utilizada faloidina conjugada com AlexanaFluor 488 (Molecular Probes, Invitrogen, OR,
EUA) 1:200 para visualizagdo das membranas, enquanto para os nucleos celulares foi
utilizado 4’6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride (DAPI, Molecular Probes) 300 nM.
Depois da montagem da laminula de vidro (Fisherbrand, PA, EUA) sobre os discos com
meio de montagem anti-fade Prolong (Molecular Probes), as marcagbes foram examinadas
em um microscopio de epifluorescéncia Axio-Imager (Zeiss) nas objetivas de 10X,

acoplado a uma camera fotografica digital AxionCamMRm (Zeiss).
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4.3.6.1.2.2 Medida da atividade de fosfatase alcalina (ALP):

A atividade de ALP das amostras foi avaliada nos dias 10 e 14 do ensaio, através
da liberacao de timolftaleina pela hidrélise do substrato de timolftaleina monofosfato, com
o uso de um kit comercial (Labtest, Brasil). Foram utilizados tubos de ensaio branco, padrao
e os testes. Foram adicionados 50 ul de substrato e 500 ul de tampao em todos os tubos.
No tubo padrao foram acrescentados 50 pl da solugéo padrdo. Os pogos onde estavam as
células foram incubados com 1ml de solugdo de lauril sulfato de sédio 0,1% (Sigma-
Aldrich). Apos 30 minutos, a solugdo em cada pogo foi homogeneizada e 50 ul do
lisadoforam colocados nos tubos de ensaio por 10 minutos. Estes tubos ja estavam
aquecidos a 37°C, por banho maria. Entao, todos os tubos receberam 2 ml do reagente de
cor, 150 pyL da solugdo de cada tubo foram transferidas para placas de 96 pocos
(Corninglncorporated) e a densidade 6ptica foi lida em comprimento de onda de 590 nm
em espectrofotdbmetro yQuant (BioTek). Para calcular a atividade de ALP, a medida do tubo
padrao foi normalizada pela quantidade de proteina total, que foi obtida de acordo com o
que Lowry et al.,, 1951, descreveram (67). Assim, 1ml do mesmo lisado utilizado para
quantificar a atividade de ALP e 1 mL da solugao de Lowry (Sigma-Aldrich) foram colocados
em tubos de ensaio, em repouso durante 20 minutos e em temperatura ambiente. Depois
deste periodo, 0,5 ml da solugdo de reagente de fenol de Folin e Ciocalteau’s (Sigma-
Aldrich) foi adicionado em cada tubo, e mantido em temperatura ambiente por 30 minutos.
Cada tubo teve absorbancia lida no espectrofotdmetro utilizando o comprimento de onda
de 680 nm, enquanto a concentragao de proteina total em mg/ml foi calculada por meio de
uma curva padrao feita com albumina bovina (BSA, Sigma-Aldrich). A partir de triplicatas
(n=3), sem repeticdo, e com resultados de uma unica cultura, os dados foram expressos
por absorbancia calculada, como descrito acima e expressa como pmol de
timolftaleina/h/mg de proteina. O grupo Controle (células cultivadas na auséncia do
biomaterial) foi utilizado para avaliagéo das condigdes da cultura, e nao foi utilizado para

fins de comparacéo.
4.3.4.2.2.3 Detecgéao e quantificagdo de matriz extracelular mineralizada
A formacgao de matriz extracelular mineralizada foi detectada nos dias 17 e 21 do

experimento, por meio da coloragdo com vermelho de alizarina S (Sigma-Aldrich), que cora

areas de mineralizagao ricas em calcio. O meio foi removido, os pogos foram lavados com
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PBS aquecido (37°C) e as células fixadas em paraformaldeido 4% por 24 h. Apds isso, as
células foram submetidas a desidratacao em séries crescentes de alcoois e secos em
temperatura ambiente por 24h. Depois, elas foram coradas com vermelho de alizarina S
(Sigma-Aldrich) 2%, pH 4,2, em temperatura ambiente por 15 minutos, e lavadas com PBS
(Gibco-Life Technologies). Para quantificar a matriz extracelular mineralizada foi utilizada
a extragao de calcio, conforme Gregory et al., 2004, descreveu (68). 280 ul de acido acético
(Acros Organics) a 10% foi adicionado em cada pogo, e mantido em temperatura ambiente
por 30 minutos, sob agitagao, e entdo as solugdes foram homogeneizadas e transferidas
para tubos de 1,5 ml. Os tubos foram incubados por 10 minutos, a 85°C, e depois colocados
em recipientes contendo gelo, onde foram mantidos por 5 minutos. Estes tubos foram
centrifugados a 13000 rpm por 20 minutos (Fischer Scientific) e 100 yl do sobrenadante
foram transferidos para placa de 96 pogos (Corning Incorporated). Apds isso, cada pogo
recebeu 40 pl de hidréxido de amdnia 10% (Reagen, Brasil) com o objetivo de neutralizar
0 &cido. Para a leitura, em espectrofotdmetro pQuant (BioTek) em comprimento de onda
de 405 nm, foi utilizado o volume final do sobrenadante. As amostras cultivadas sem células
foram submetidas ao mesmo procedimento, e os valores de absorbancia descontados. Os
dados foram obtidos em triplicatas (n=3), sem repeticdo, em uma Unica cultura e expressos
por absorbancia. O grupo Controle foi utilizado apenas para avaliar as condi¢gdes da cultura,

nao sendo utilizado com o propdsito de comparagao estatistica.
4.3.4.2.2.4 Andlise estatistica
Atividade de ALP e a produgéo de matriz extracelular mineralizada foram avaliadas
por analise de variancia com dois fatores (two-way ANOVA), seguido pelo pos-teste de

Student-Newman-Keuls, quando indicado. O indice de significancia foi adotado de 5% (ou
p<0,05).

5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao dos pos de partida

A caracterizacdo dos pos de partida € importante para a interpretacdo dos

resultados aqui obtidos. Observando a Tabela 2, é possivel perceber que a pureza dos
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materiais de partida € relativamente alta, com exceg¢do do MgO que contém uma
quantidade significativa de calcio, e da silica que possui 3% em massa de Al,Os em sua

composigao.

Tabela 2: Fluorescéncia de raios X dos pds de SisN4, MgO, CaCOs e SiOz utilizados como material

de partida.
Elemento | SiiN4 MgO CaCOs SiO;

Si 99,897% | 0,448% - -

Cr 0,047% - - -

Mn 0,044% - - -

Cu 0,012% | 0,109% - -

Mg - 94,119% - -

Ca - 4,206% | 99,979% -

S - 0,793% - -

Fe - 0,325% - -

Sr - - 0,021% -
SiO- - - - 96,584%
Al2O3 - - - 3,287%
FeOs - - - 0,054%
TiO2 - - - 0,04%
Sc203 - - - 0,021%
CuO - - - 0,015%

As Figuras 3, 4, 5 e 6 apresentam os difratogramas de raios X dos materiais de
partida. A partir delas é possivel identificar os picos caracteristicos do difratograma de cada

material, como a fase a-SizN4, a periclase, MgO, a calcita-CaCOs, e 0 quartzo-SiOs,.
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Figura 3: Difratograma de raios X do p6 de SisN4 (UBE) utilizado como material de partida, e os
picos caracteristicos da fase a-SizNa.
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Figura 4: Difratograma de raios X do pé de MgO (Vetec) utilizado como material de partida, e os
picos caracteristicos da periclase.
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Figura 5: Difratograma de raios X do p6 de CaCOs (Merck) utilizado como material de partida, e os
picos caracteristicos da calcita.
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Figura 6: Difratograma de raios X do p6 de SiO2 (Sigma-Aldrich) utilizado como material de partida,
e 0s picos caracteristicos do quartzo.
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5.2 Densidade a verde e perda de massa
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A Tabela 3 apresenta os dados de densidade a verde das composi¢des. Os valores

de densidade a verde das composi¢des variaram entre 51 e 53% da densidade tedrica do

material, 0 que representa eficiéncia e reprodutibilidade no processo de prensagem.

Tabela 3: Valores de densidade a verde (g.cm) de cada composi¢do

L Densidade a verde Densidade relativa Perda de massa
Composicao
(9.cm?) (%) (%)
SNMO 1,61+0,01 51,83+0,41 7,86+0,06
SNM1 1,63+0,01 52,19+0,38 7,44+0,04
SNM2 1,64+0,01 52,36+0,45 9,67+0,01
SNM3 1,63+0,02 52,18+0,54 8,18+0,03
SNM4 1,66+0,02 52,69+0,51 8,95+0,02
SNM5 1,69+0,02 52,73+0,66 7,360,01
SNM6 1,70+0,01 53,14+0,35 7,57+0,01

Com a Tabela 3 pode-se notar que altos teores de MgO somados aos altos teores

de CaO das composicdes SNM5 e SNM6 resultaram em aumento nos valores de

densidade a verde, quando comparado as demais composigdes.

Sobre os valores de perda de massa, é possivel notar que todas as composi¢des

apresentaram valores proximos, que variam entre 7,5 e 9,5%, sendo a composi¢ado SNM5

a composicdo com menor valor de perda de massa, e a composicdo SNM2 com o maior

valor de perda de massa.

5.3 Densificagao e porosidade

A densidade e porosidade aparentes das amostras € uma caracteristica importante

para aplicagdes desses materiais como implantes estruturais, pois influenciam tanto o

processo de remodelamento 6sseo, como as propriedades mecanicas. A Tabela 4 apresenta

os dados de porosidade aparente e densidade.
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Tabela 4: Dados de porosidade, densidade, e perda de massa das composigdes estudadas

. Densidade )
Composicio Porosidade aparente Densidade
(%) relativa (%)
(g.cm?)

SNMO 2,69+0,24 2,94+0,16 94,30£1,95
SNM1 2,38+0,35 2,97+0,06 94,88+0,59
SNM2 2,2940,31 3,04+0,03 97,08+1,94
SNM3 2,45+0,88 3,05+0,02 97,14%£2,19
SNM4 2,60+0,39 2,99+0,01 94,67+1,12
SNM5 8,52+1,03 2,64+0,19 82,44+2,33
SNM6 9,44+0,97 2,52+0,17 78,77+0,04

Analisando a porosidade das amostras, pode-se notar a influéncia da composicéo
nesta caracteristica. Os valores de porosidade variaram de cerca de 2,4% até
aproximadamente 9,5%, e as amostras mais porosas foram SNM5 e SNM6, e isto
provavelmente deve-se ao fato do baixo teor de SiO,, ja que as demais composi¢des
possuem valores relativamente baixos de porosidade e maiores teores de SiOa.

Sobre densidade apds a sinterizagao, altos teores de SiO, aparentam impactar
positivamente na densidade relativa das composi¢cdes, bem como altos teores de SiO-
somados a altos teores de MgO, conforme pode ser visto pelos dados das amostras nas
composi¢cdes SNM0O, SNM1, SNM2 e SNM3.

A variagao nos dados de densidade e porosidade das amostras esta relacionada com
a temperatura de liquidus da composi¢ao, solubilidade do sélido no liquido, viscosidade da
fase liquida, e molhabilidade das particulas na fase liquida formada.

A molhabilidade é importante neste processo de difusdo das particulas dos materiais
durante a sinterizagao via fase liquida, pois quanto maior a molhabilidade dos materiais na
temperatura utilizada na sinterizagao, mais rapida e eficiente sera a sinterizacdo. Deste
modo, o processo de densificacdo exige um baixo angulo de contato para ser favorecida
(69). Ja a viscosidade da fase liquida impacta na sinterizacdo das composi¢oes estudadas
afetando a densidade e a porosidade, pois quanto maior a viscosidade na temperatura de
sinterizagdo, mais lenta sera a difusdo durante a sinterizagao.

No diagrama de fases SiO,-MgO-CaO da Figura 7, estao indicadas as composi¢des
da Tabela 1, sendo possivel notar a temperatura de formagao de liquido para cada uma
delas. Estes valores sdo importantes, pois como a temperatura de liquidus € um dos fatores

que influenciam na densificacdo, nota-se que conforme a temperatura de liquidus das
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composi¢des aumenta, maiores valores de densificacdo sao encontrados na Tabela 4.
Analisando a Figura 7, verifica-se que as composigdes com maiores teores de SiO, possuem
menores valores de temperatura de formacao de liquido, ou seja, as composi¢cées com teor
de silica de 12 % em massa apresentam temperatura de liquidus entre 1500 e 1600°C, o
que também justifica suas altas densidades e baixas porosidades.

A composicdo SNM5 apresenta valor de temperatura de liquidus superior a 1700°C,
enquanto a composicao SNM6 possui 0 maior valor de temperatura de liquidus: ~2200°C,

que devem ter influenciado na baixa densificagcdo dessas amostras.

Figura 7: Diagrama de equilibrio de fases para a mistura CaO-SiO2-MgO e as composigdes

estudadas neste trabalho
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Os difratogramas de raios X das amostras apoés sinterizagdo podem ser vistos na

Figura 8. Os difratogramas foram similares para as diferentes composi¢des, contendo

exclusivamente picos referentes a fase 3-SisNa.

A presencga exclusiva da fase B-SisNs demonstra que tanto a temperatura como os

aditivos de sinterizacdo foram adequados para promover a dissolucao da fase a-SisN4 e

reprecipitagdo na fase [B-SisNs. Caso contrario, seria possivel visualizar os picos

caracteristicos da fase a-SisNa.

Figura 8: Difratogramas de raios X das composi¢des estudadas
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Para analisar a morfologia dos grdos das amostras de cada uma das composigoes,

observa-se as micrografias eletrénicas de varredura, onde foram obtidas as imagens da

Figura 9. Esta analise mostra, para todas as composigdes, a presenga dos graos de SizN4

(fase B-SisNs) em diversas orientagbes e distribuidos homogeneamente em uma fase

secundaria. Tal microestrutura & desejavel, pois a fase B- SisNs permite melhores

propriedades que a fase a devido a forma alongada dos graos.



Figura 9: Micrografias eletronicas de varredura das amostras de cada uma das composi¢des
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A Tabela 5 apresenta os valores de dureza Vickers, tenacidade a fratura, modulo de

elasticidade, e resisténcia a flexdo de cada composigéo.

Tabela 5: Dureza Vickers (Hv), tenacidade a fratura (Kic), médulo de elasticidade (E), e resisténcia

a flexao (0).

Composigio | Hv(GPa) | Kic (MPa.m'?) E (GPa) o (MPa)
SNMO 10,82+0,49 | 5,66+0,14 | 268,90+4,03 | 527,01+65,51
SNM1 11,57+0,29 | 6,83+0,49 | 268,55+5,57 | 569,01+40,33
SNM2 10,54+0,29 | 6,93+0,40 | 219,48+4,33 | 515,48463,70
SNM3 11,70£0,35 | 6,81+0,64 | 259,75+2,34 | 620,11+54,23
SNM4 9,3410,20 | 6,32+0,37 | 252,78+5,98 | 621,25t61,81
SNM5 9,29+0,49 | 5,04+0,13 150,18+5,93 | 229,09+62,58
SNM6 8,98+0,29 | 4,85+0,17 132,2846,63 | 182,52+25,82

Os valores de dureza variaram de aproximadamente 9 GPa até aproximadamente 12
GPa, e as composigcbes que apresentaram os maiores valores de dureza foram SNM1,
SNM2 e SNM3, enquanto SNM4, SNM5 e SNM6 apresentaram os menores valores de
dureza. Altos teores de SiO, levaram ao aumento dos valores de dureza das amostras
(SNMO, SNM1, SNM2 e SNM3). Além disso, na auséncia de CaO, o alto teor de SiO, somado
com alto teor de MgO influenciou positivamente para o aumento da dureza na composi¢ao
(SNM3).

Neste trabalho nao foi analisada a razdo de aspecto dos graos, nem a amplitude de
deflexdo da trinca, porém é importante ressaltar que a tenacidade a fratura em ceramicas
de nitreto de silicio depende, dentre outros fatores, da forma alongada dos gréos de B-SizNa,
pois quanto maior for a razdo de aspecto dos graos, maior € a amplitude de deflexdo da
trinca (71).

Os valores de tenacidade a fratura variaram de aproximadamente 4 MPa.m"? até
aproximadamente 7 MPa.m'2. As composicbes que apresentaram os maiores valores de
tenacidade a fratura foram SNM1, SNM2, SNM3 e SNM4, enquanto as composi¢cées SNMO,
SNM5 e SNM6 apresentaram valores relativamente baixos de tenacidade a fratura.
Novamente é possivel notar a relagdo entre a composigcao e a propriedade, onde alto teor
de SiO; resultou em um aumento no valor de tenacidade a fratura nas amostras SNM1,

SNM2, SNM3 e SNM4. A excecao é a composi¢gdo SNMO, que possui um menor valor de
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tenacidade a fratura, demonstrando que o MgO impactou positivamente, junto a determinado
teor de CaO e um alto teor de SiO-.

E importante entender que baixos valores de tenacidade & fratura podem significar
um risco de propagagéao de trincas nas préteses, podendo lesionar o local do implante (68,
72). O PEEK, material utilizado em préteses dsseas, como espagadores intervertebrais,
apresenta valores de tenacidade a fratura entre 2 e 8 MPa.m"2, o que significa que os valores
de tenacidade a fratura aqui apresentados estao dentro da faixa aceitavel para a aplicagao
do nitreto de silicio neste tipo de proteses 6sseas. (73, 74, 75, 76, 77, 78)

Os valores de modulo de elasticidade variaram entre aproximadamente 130 GPa até
cerca de 270 GPa, sendo que os maiores valores de moédulo de elasticidade foram das
composi¢cdes SNMO e SNM1, e os menores valores foram das composi¢cdes SNM5 e SNM6.

O mddulo de elasticidade parece ser influenciado pelos teores de MgO e SiO», pois
composig¢des com maiores teores de MgO e menores teores de SiO; apresentam menores
valores de médulo de elasticidade (SNM5 e SNM6, por exemplo), e o contrario também é
visto: composi¢coes com menores teores de MgO e maiores teores de SiO, (SNMO e SNM1)
apresentaram maiores valores de modulo de elasticidade. A porosidade, impactada pela
composigao, também parece influenciar esta propriedade (médulo de Young).

Visto que as ceramicas visam sua utilizacdo como espacadores intervertebrais, é
interessante que o valor de seu médulo de elasticidade seja o mais proximo possivel ao do
0sso humano (varia de 7 a 25 GPa), o que faz com que valores relativamente baixos de E
sejam pontos positivos. Isto se deve ao fato de que quanto mais préximo o valor do médulo
de elasticidade entre a protese dssea e 0 0sso, menor a probabilidade de falha devido ao
fendmeno de stress shielding (79). Além disso, um alto valor de médulo de elasticidade pode
resultar em lesdes no local implantado devido ao desgaste por fadiga (80).

Os valores de resisténcia a flexao das composicoes estudadas variaram entre 182
MPa e 621 MPa, e parecem ser impactados pela composi¢ao, onde composi¢gdes com altos
teores de SiO2 (SNMO, SNM1, SNM2, SNM3 e SNM4), apresentam valores de resisténcia a
flexdo superiores as composi¢cdes com teores menores de SiO, (SNM5 e SNMG6). Esta
relagdo é visivel até mesmo na diferenga de valores de resisténcia a flexdo entre SNM5 e
SNM6, onde SNM5 possui um valor de resisténcia a flexao e de teor de SiO, maior do que
SNM6. E valido notar também que um aumento nos teores de MgO em composigdes com
relativos baixos valores de SiO; resultam em menores valores de resisténcia a flexao (SNM5

possui valor de resisténcia a flexao superior a SNM6).
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Assim, € possivel assumir que as composi¢cdées com maiores teores de SiO; e de
MgO apresentaram melhor combinagcao de valores de dureza, tenacidade a fratura e
resisténcia a flexdo para a aplicagao de SisN4 para proteses ortopédicas. As composicoes
com menores teores de SiO; apresentaram os melhores valores de madulo de elasticidade
para o nitreto de silicio ser utilizado nesta aplicacdo, porém devido aos baixos valores de
resisténcia a flexao apresentadas por estas composi¢cdes (SNM5 e SNM6) elas ndo devem
ser consideradas para as aplicacbes em questdo. Analisando todas as composigdes, as
composicdes SNM2 e SNM3 destacam-se positivamente para suas aplicacdes em proteses
Osseas, a primeira devido aos seus valores nestas propriedades mecéanicas, com destaque
para seu relativo baixo valor de modulo de elasticidade (aproximadamente 219 GPa), e a
segunda devido ao alto valor de resisténcia a flexao apresentado (aproximadamente 620
MPa).

5.6 Analise do ensaio de reatividade in vitro

Para os ensaios de reatividade in vitro, as amostras foram divididas em dois grupos.
O primeiro grupo foi utilizado em um ensaio com nove dias de imersdo em SBF, enquanto
para o segundo grupo um ensaio com 24 dias de imersdo em SBF foi realizado. Ambos
tiveram o pH inicial de suas solugbes de SBF de 7,28.

A Figura 10 apresenta as micrografias eletronicas de varredura das superficies de
cada composicao. Nelas, € possivel observar que apos nove dias de imersdo em SBF, ja
ocorreu a deposigao de pequenas estruturas, que provavelmente sao nucleos de apatita.

A amostra de composicdo SNM6 foi a que teve maior quantidade de cristais
depositados, possivelmente devido a alta porosidade aparente combinada aos altos teores
de MgO e CaO.

Apos 24 dias de imersao em SBF o ensaio com o segundo grupo de amostras foi
finalizado e as amostras foram analisadas via micrografias eletrénicas de varredura (MEV),
conforme mostrado na Figura 11. A partir desta figura, € possivel notar claramente a
semelhanga entre a morfologia dos cristais depositados nas superficies das amostras e a
dos cristais de hidroxiapatita formados nas amostras de nitreto de silicio em trabalho anterior
(45). Além disso, é possivel notar que as composi¢des contendo CaO + MgO e maior teor
de silica tiveram os melhores resultados de reatividade in vitro, ja que as amostras SNM1,
SNM2 e SNM4 resultaram na formacao de uma grande quantidade de cristais superficiais,

e as composicoes SNM0O, SNM3 e SNM5 ndo contém quaisquer depodsitos superficiais.
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Apenas nao seguiu este comportamento a amostra SNM6, com o menor teor de silica,

mostrando que o efeito da porosidade ocultou o efeito da composicéo.
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Figura 10: Micrografias eletrénicas de varredura com ampliagdo de 600x das amostras apos 9 dias

de imersao em SBF
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Figura 11: Micrografias eletrénicas de varredura com ampliagcdo de 600x das amostras pés SBF —
24 dias
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Com o intuito de identificar o material depositado nas superficies das amostras
estudadas, analises de espectroscopia de energia dispersiva (EDS) foram realizadas (Figura
10). Os dados obtidos nas analises de EDS confirmam a presenca de ions de calcio (Ca),
fésforo (P), silicio (Si), oxigénio (O) e carbono (C), elementos estes que compde a
hidroxiapatita carbonatada (HCA) (45). As Figuras 13 e 14 apresentam os elementos
identificados na composigdo SNM4, representando os elementos encontrados em todas as

composigdes.

Figura 12: Microscopia eletrénica de varredura da amostra SNM4. Os pontos de 1 a 10 indicam os

locais onde foram realizadas as analises de EDS
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Figura 14: EDS realizado no ponto 6 da amostra SNM4
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As imagens das amostras apos ensaio de imersao em SBF com duragio de nove e
24 dias, obtidas por FEG, confirmaram a morfologia globular e porosa da hidroxiapatita.
Para representar a morfologia da hidroxiapatita encontrada em todas as composicdes, a
Figura 15 apresenta as imagens do FEG das estruturas observadas na superficie das
amostras da composigdo SNM2 apés imersdo em SBF por nove e 24 dias (imagem na

esquerda e imagem na direita, respectivamente).

Sossa et al., 2018, (81) estudaram hidroxiapatita natural e sintética em ensaio de
SBF durante 14 dias. Comparando as imagens dos cristais depositados na superficie dos
materiais aqui estudados (Figura 15) com as imagens da hidroxiapatita estudada no
trabalho de Sossa et al., é possivel notar grande semelhanga na morfologia. Esta
semelhanga também é notada ao comparar as imagens dos cristais deste trabalho com as
encontradas em Kayagili et al., 2016, (82) que estudou o efeito do SBF em propriedades
estruturais de hidroxiapatita sintetizada sob presenca de acido citrico. Outro trabalho que
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possui imagens de cristais de hidroxiapatita muito parecidos com as aqui estudadas € o de
Sooksaen et al., 2015 (83), que pesquisou a formacido de uma camada porosa de apatita
durante um estudo in vitro (SBF por 28 dias) de compdsitos de vidro a base de

hidroxiapatita-AW (apatita wollastonita).

5.7 Testes celulares in vitro

5.7.1 Adesao celular

A Figura 16 apresenta fotomicrografias de células-tronco mesenquimais em estagio
inicial de diferenciacgéao, cultivadas sobre as diferentes superficies por 24 horas. As imagens
evidenciam o citoesqueleto (em verde) e o nucleo celular (em azul). Diferengas na
morfologia celular identificadas por aparentes estagios de espraiamento, correspondem as
ranhuras das superficies das amostras, conforme mostra a Figura 17.. Estas ranhuras sao
causadas pela retificagdo apos a sinterizagdo. Pode-se notar que a morfologia destas
células é semelhante as registradas no trabalho de Ferraz, 2016 (84), onde as células

proliferaram na superficie do material estudado.
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Figura 16: Imagens obtidas por microscopia de epifluorescéncia das células-tronco mesenquimais

aderidas sobre a superficie das amostras apos 24 h de cultura celular
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Figura 17: Micrografia de epifluorescéncia da amostra da composigcdo SNMO apds 24 h de cultura
celular onde é possivel visualizar as ranhuras na superficie da amostra, além das células que
aderiram a esta superficie.

5.7.2 Medida da atividade de fosfatase alcalina (ALP)

A fosfatase alcalina (ALP) € um marcador durante o estagio de diferenciacéo que
mede a atividade da proteina, mostrando que ela esta ativa.

A atividade de ALP apresentou diferenca estatisticamente significante na
dependéncia do tempo (p = 0,002), do material/Grupo (p < 0,001), e na interagdo material
x tempo (p < 0,001). Em relagédo aos tempos experimentais, nota-se aumento da atividade
de ALP de 7 para 14 dias nas células crescidas sobre a superficie dos grupos SNMO (p =
0,002) e SNM3 (p < 0,001), enquanto nos grupos SNM1, SNM2, SNM4, SNM5 e SNM6
nao houve diferenca (p=789, p=0,794, p=0,109, p=0,772 e p=0,089, respectivamente)
(Figura 18 E Tabela 6).

Comparando a Figura 18 com os encontrados em Ferraz, 2016, (84) no Capitulo 3-
Efeitos do BioS-2P nos OBs e UMRs (onde BioS-2P é um biosilicato com 2 fases
cristalinas, OBs significa osteoblastos em estagio inicial de diferenciagao, e UMRs significa
osteoblastos derivados de ratos da linhagem UMR-106 (ATCC®, VA, EUA)), nota-se que
as amostras SNMO e SNM3 refletiram um perfil semelhante ao observado nas células do
trabalho de Ferraz, pois seu valor de ALP também aumentou com o tempo. Em Ferraz et
al., 2012 (86), o objetivo foi avaliar em cultura de células osteoblasticas o efeito das

modificagdes da superficie de Ti provocadas pelo tratamento por duas diferentes técnicas
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de nitretagdo (catodo oco e planar), e uma das avaliagdes foi pela andlise de dados de

fosfatase alcalina (ALP), onde os valores também aumentaram com o avango temporal.

Figura 18 — Gréfico representando a atividade de ALP das células crescidas sobre a

superficie de cada uma das composig¢des nos dois periodos de tempo (7d. e 14d.) (p < 0,05).
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Tabela 6 — Dados referentes a analise pelo método ANOVA da atividade de ALP das células
crescidas sobre a superficie de cada composigéo nos dois periodos do tempo (7d. e 14d.) (p <

0,05).
Composicdes
analisadas entre p
7d. e 14d.
SNMO 0,002
SNM1 0,789
SNM2 0,794
SNM3 <0,001
SNM4 0,109
SNM5 0,772
SNM6 0,089

Aos 10 dias de cultivo, a atividade de ALP apresenta diferengas estatisticamente
significantes em relagdo aos grupos experimentais. A Figura 19 apresenta os valores de
atividade de ALP médio de cada composigdo, enquanto os valores de p estao
representados na Tabela 7. E possivel notar que SNMO apresentou maior atividade de ALP

se comparado a SNM2 (p=0,025) e SNM3 (p=0,048), enquanto n&o apresentou diferenca
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quando comparado as células crescidas sobre SNM1, SNM4, SNM5 e SNM6. As células
crescidas sobre SNM1 apresentaram menor atividade de ALP comparadas a SNM5
(p=0,04), porém, nao ha diferenca quando comparadas as células crescidas sobre as
outras superficies SNM0, SNM2, SNM3, SNM4 e SNM6. Células crescidas sobre SNM2
apresentaram menor valor de atividade de ALP comparadas a SNMO (p=0,025), SNM4
(p=0,011), SNM5 (p<0,001) e SNM6 (p=0,009), enquanto ndo apresentaram diferengas
estatisticas significantes se comparadas as células crescidas sobre a superficie de SNM1
e SNM3. Células crescidas sobre a superficie de SNM3 apresentaram menores valores de
atividade de ALP comparado a SNMO (p=0,048), SNM4 (p=0,011), SNM5 (p<0,001) e
SNM6 (p=0,009), enquanto ndo apresentaram diferengas estatisticas significantes se
comparadas as células de SNM1 e SNM2.Em SNM4, as células crescidas sobre sua
superficie apresentaram maiores valores de ALP que SNM3 (p=0,03), mas n&o apresentou
diferenca estatistica significativa diante das demais composi¢des. Células crescidas sobre
a superficie de SNM5 apresentaram maiores valores de atividade de ALP que SNM1,
SNM2 e SNM3 (p=0,04; p<0,001 e p=0,003, respectivamente), enquanto ndo apresentou
diferencas estatisticas significativas quando comparadas as demais composi¢des. Por
ultimo, células crescidas sobre a superficie de SNM6 apresentaram maiores valores de
atividade de ALP quando comparadas as composicoes SNM2 (p=0,009) e SNM3
(p=0,023), enquanto nenhuma diferenga estatistica significativa foi apresentada nas

demais comparagoes.

Figura 19 - Grafico representando a atividade de ALP das células crescidas sobre a superficie de
cada composig¢ao e controle no dia 7 do experimento (p<0,05).
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Tabela 7 — Dados referentes a analise pelo método ANOVA da atividade de ALP das células
crescidas sobre a superficie de cada composicdo no dia 7 do experimento (p < 0,05).

Grupos Atividade de ALP (7 dias)

experimentais SNMO SNM1 SNM2 SNM3 SNM4 SNM5 SNM6
SNMO - 0,204 0,025 0,048 0,813 0,364 0,59
SNM1 0,204 - 0,228 0,255 0,242 0,04 0,171
SNM?2 0,025 0,228 - 0,609 0,011 <0,001 0,009
SNM3 0,048 0,255 0,609 - 0,03 0,003 0,023
SNM4 0,813 0,242 0,011 0,03 - 0,307 0,944
SNM5 0,364 0,04 <0,001 0,003 0,307 - 0,517
SNM6 0,59 0,171 0,009 0,023 0,944 0,517 -

Apds 14 dias de cultivo, a atividade de ALP também apresentou diferencas
estatisticas significantes em relagdo aos grupos experimentais. Os valores de p estdo
representados na tabela abaixo. A Figura 20 apresenta os valores de atividade de ALP
médio de cada composicdo, enquanto os valores de p estdo representados na Tabela 8.
As células crescidas sobre a superficie de SNMO apresentam valores de atividade de ALP
superiores a SNM1 (p=0,001), SNM2 (p<0,001) e SNM4 (p=0,002), enquanto nao
apresentou diferencas estatisticas significativas quando comparadas as células crescidas
sobre a superficie de SNM3, SNM5 e SNM6. As células crescidas sobre a composi¢cao
SNM1 apresentou valores de atividade de ALP inferiores a SNM0, SNM3, SNM5, porém
nao apresentou diferenga estatistica quando comparada as demais composicao. Células
crescidas sobre SNM2 apresentou valores de ALP inferiores quando comparados a SNMO
(p<0,001), SNM3 (p<0,001), SNM4 (p=0,033), SNM5 (p<0,001) e SNM6 (p<0,001),
enquanto nao apresentaram diferenca estatistica significativa quando comparados a
SNM1. As células crescidas sobre a superficie de SNM3 apresentaram valores de atividade
de ALP superiores quando comparados as composi¢des SNM1 (p<0,001), SNM2 (p<0,001)
e SNM4 (p=0,001), enquanto ndo apresentaram diferenga estatistica significativa quando
comparado as demais composi¢des (SNMO, SNM5 e SNM6). Células crescidas sobre a
superficie de SNM4 apresentaram valores de atividade de ALP inferiores quando
comparados aos encontrados em SNMO (p=0,002), SNM3 (p=0,001) e SNM6 (p=0,01),
além de valores de ALP superiores a SNM2 (p=0,33), e ndo foram apresentadas diferengas
estatisticas significativas quando comparados os valores de atividade de ALP de SNM4
com SNM1 e SNM5. Células crescidas sobre a superficie de SNM5 apresentaram valores
de atividade de ALP superiores quando comparados a SNM1 (p=0,022), SNM2 (p<0,001)

e SNM4 (p=0,056), enquanto ndo apresentou diferenca estatistica significativa quando
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comparados as demais composigcdes (SNMO, SNM3 e SNMG6). Por ultimo, células crescidas

sobre a composicao SNM6 apresentaram valores de atividade de ALP superiores quando
comparadas as composi¢cdées SNM1 (0,006), SNM2 (p<0,001) e SNM4 (p=0,01), enquanto

nao apresentou diferenca estatistica quando comparados as demais composicdes.

Dessa forma, as composicdoes SNM0O, SNM5 e SNM6 apresentaram melhores

resultados de atividade ALP apdés 10 dias de cultivo e também apds 14 dias. Nesse ultimo

periodo a amostras SNM3 também apresentou elevada atividade ALP.

Figura 20 - Grafico representando a atividade de ALP das células crescidas sobre a superficie de
cada composigéo e controle no dia 14 do experimento (p<0,05).
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Tabela 8 — Dados referentes a analise pelo método ANOVA da atividade de ALP das células
crescidas sobre a superficie de cada composicdo no dia 14 do experimento (p < 0,05).

Grupos
experimentais
SNMO
SNM1
SNM2
SNM3
SNM4
SNM5
SNM6

Atividade de ALP (14 dias)

SNMO SNM1 SNM2 SNM3 SNM4 SNM5 SNM6
- 0,001 <0,001 1 0,002 0,243 0,599
0,001 - 0,082 <0,001 1 0,022 0,006
<0,001 0,082 - <0,001 0,033 <0,001 <0,001
1 <0,001 <0,001 - 0,001 0,151 0,337
0,002 1 0,033 0,001 - 0,056 0,01
0,243 0,022 <0,001 0,151 0,056 - 0,358
0,599 0,006 <0,001 0,337 0,01 0,358 -
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5.7.3 Deteccao e quantificagdo de matriz extracelular mineralizada

Quando a célula alcanga o estagio de mineralizacdo, ela se torna uma célula
osteoblastica, formando uma matriz extracelular mineralizada, rica em calcio. A
mineralizacdo € uma das variaveis mais importantes em termos de bioatividade, pois
significa que as células alcangaram seu objetivo: tornarem-se células osteoblasticas (87).
Como algumas composigbes estudadas possuem calcio, os ensaios foram realizados
primeiro nas amostras sem células e depois com as amostras com células, para que os
valores fossem normalizados.

Os valores de matriz extracelular mineralizada de cada composigéo apresentaram
diferenga estatisticamente significante na dependéncia do tempo (p<0,001), do
material/Grupo (p<0,001), e na interagdo material x tempo (p<0,001) (Figura 21 e Tabela
9). Em relacdo aos tempos experimentais, nota-se aumento de matriz extracelular
mineralizada de 17 para 21 dias nas células crescidas sobre a superficie dos grupos SNMO
(p<0,001) e SNM6 (p<0,001), enquanto nos grupos SNM1, SNM2, SNM3, SNM4 e SNM5
nao houve diferenga (p=0,266 p=0,23, p=0,219, p=0,254 e p=0,114, respectivamente).

Figura 21: Grafico representando a produgédo de matriz extracelular mineralizada das composigdes
e controle nos dois periodos do experimento (17d. e 21d.) (p < 0,05).
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Tabela 9 — Dados referentes a analise pelo método ANOVA da produgado de matriz extracelular
mineralizada na superficie de cada composigdo nos dois periodos do experimento (17d. e 21d.) (p

<0,05).
Composicoes
analisadas entre p
17d. e 21d.
SNMO 0,622
SNM1 0,256
SNM2 0,22
SNM3 0,209
SNM4 0,244
SNM5 0,106
SNM6 <0,001

Os valores de producido de matriz extracelular mineralizada apresentados pelas

composi¢cdes no 17 dia de experimento sé tiveram diferencas significativas nas

comparagdes relacionadas a composicdo SNM5, onde seus valores de produgéao de matriz

extracelular mineralizada s&o superiores quando comparados com todas as composi¢des,
sendo p<0,001 para a comparagdo com SNMO, SNM1, SNM4 e SNM6, p=0,001 para a
comparagdo SNM5 x SNM3, e p=0,002 para a comparagdo SNM5 x SNM2. Estas

informacgdes sao apresentadas na Figura 22 e Tabela 10.

Figura 22: Grafico representando a produgédo de matriz extracelular mineralizada das composigdes

e controle no dia 17 do experimento (p < 0,05).
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Tabela 10 - Dados referentes a analise pelo método ANOVA da produgao de matriz extracelular
sobre a superficie de cada composigéo no dia 17 do experimento (p < 0,05).

Grupos Produgdo de matriz extracelular mineralizada (17 dias)
experimentais SNMO SNM1 SNM?2 SNM3 SNM4 SNM5 SNM6
SNMO - 0,976 0,741 0,884 0,998 <0,001 0,187
SNM1 0,976 - 0,637 0,764 0,976 <0,001 0,365
SNM2 0,741 0,637 - 0,629 0,485 0,002 0,13
SNM3 0,884 0,764 0,629 - 0,506 0,001 0,251
SNM4 0,998 0,976 0,485 0,506 - <0,001 0,505
SNM5 <0,001 <0,001 0,002 0,001 <0,001 - <0,001
SNM6 0,187 0,365 0,13 0,251 0,505 <0,001 -

No 21° dia do experimento (Figura 23 e Tabela 11), os valores de matriz extracelular
mineralizada apresentados pela composicdo SNMO apresentaram-se inferiores a
composicao SNM6 (p<0,001), enquanto nenhuma diferenga estatistica significativa foi
detectada quando comparada as demais composi¢cées. SNM1 também apresentou valores
de matriz extracelular mineralizada inferiores a SNM6 (p<0,001), e nenhuma diferenca
estatistica nas demais comparacdes. SNM2 apresentou valores de matriz extracelular
mineralizada superiores a SNM4 (p=0,009) e inferiores quando comparados a SNM6
(p<0,001), e sem diferenga estatistica quando comparados as demais composi¢des. Os
valores de matriz extracelular mineralizada de SNM3 apresentam valores superiores aos
encontrados em SNM4 (p=0,019) e inferiores quando comparados a SNM6 (p<0,001),
porém seus valores nao apresentaram diferenga estatistica significativa nas demais
comparagdes. SNM4 teve valores de matriz extracelular mineralizada inferior a SNM1
(p=0,074), SNM2 (p=0,009), SNM3 (p=0,019), SNM5 (p=0,003) e SNM6 (p<0,001),
enquanto ndo apresentou diferenga estatistica significativa na comparagao com SNMO.
SNM5 apresentou valores de matriz extracelular mineralizada superiores a SNM4
(p=0,003) e inferiores a SNM6 (p<0,001), enquanto nenhuma diferenga estatistica
significantes foi apresentada nas demais comparacdes. SNM6 apresentou valores de

matriz extracelular mineralizada superiores a todas as composic¢oes (p<0,001).
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Figura 23: Grafico representando a produgédo de matriz extracelular mineralizada das composigdes

e controle no dia 21 do experimento (p < 0,05).
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Tabela 11 - Dados referentes a analise pelo método ANOVA da produgao de matriz extracelular
sobre a superficie de cada composigao no dia 21 do experimento (p < 0,05).

Grupos Produgdo de matriz extracelular mineralizada (21 dias)
experimentais SNMO SNM1 SNM2 SNM3 SNM4 SNM5 SNM6
SNMO - 0,506 0,223 0,305 0,121 0,133 <0,001
SNM1 0,506 - 0,414 0,415 0,074 0,318 <0,001
SNM2 0,223 0,414 - 0,65 0,009 0,65 <0,001
SNM3 0,305 0,415 0,65 - 0,019 0,635 <0,001
SNM4 0,121 0,074 0,009 0,019 - 0,003 <0,001
SNM5 0,133 0,318 0,65 0,635 0,003 - <0,001
SNM6 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 -

Analisando os dados de produgcdo de matriz extracelular mineralizada das
composicdes nos 2 periodos de tempo, percebe-se que no 17° dia do experimento a
composi¢ao que se destaca positivamente € SNM5, com um valor relativamente alto de
matriz extracelular mineralizada produzida, enquanto no 21° dia do experimento a
composicao SNM6 é a que mais se destaca positivamente. Isso pode significar que um
aumento nos teores de CaO e MgO influenciam positivamente para a produgdao de matriz

extracelular mineralizada.



64

Os resultados de producao de matriz extracelular mineralizada deste trabalho
apresentaram valores que permite ser constatado que todas as composigdes atingiram o

objetivo: a diferenciagao celular aconteceu.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho mostrou que as ceramicas de nitreto de silicio utilizando os
aditivos SiOz, Ca0 e MgO, possibilitaram transformacao da fase a > 3-SisN4, com formacao
de gréos alongados, com variagcao de densidade entre 82 e 97% da densidade tedrica. As
composi¢cdes com maiores valores de densidade foram aquelas com maiores teores de
SiOa.

Os ensaios mecanicos apresentaram resultados animadores para a utilizacdo do
nitreto de silicio em aplicacbes de substituicdo 6ssea. Os valores de dureza (de até
aproximadamente 12 GPa), de tenacidade a fratura (de até aproximadamente 7 MPa.m"?)
e de resisténcia a flexao (préximo a 621 MPa), somados aos satisfatdrios valores de
modulo de elasticidade (tdo baixos quanto 132 GPa), demonstram que esta ceramica é
promissora para certas aplicacbes ortopédicas, que necessitam de materiais bioativos,
como espacadores intervertebrais.

De um modo geral, altos teores de SiO-, resultaram em maiores valores de dureza,
tenacidade a fratura, médulo de elasticidade, e resisténcia a flexao, embora a porosidade
também tenha refletido nisso, se mostrando inversamente proporcional (quanto menor a
porosidade da composigdo, maior os valores destas propriedades). Para 0 modulo de
elasticidade é importante notar que o alto teor de MgO somado com uma redugéo no teor
de SiO; resultou em baixos valores, o que é positivo ao cogitar utilizar estas composigbes
em materiais utilizados para proteses ortopédicas. Ja para a tenacidade a fratura,
composi¢cdes com maiores teores de MgO apresentaram uma tendéncia a atingirem
maiores valores dessa propriedade.

Os resultados do ensaio de reatividade in vitro sugeriram que a bioatividade das
amostras foi influenciada por sua composigao e porosidade. Os melhores resultados foram
obtidos pelas amostras contendo os trés aditivos (SNM1, SNM2 e SNM4) e para aquelas
com alta porosidade aparente (SNM5 e SNM6)

Avaliando as respostas celulares as composicdes, percebe-se que todas as
composi¢cdes aqui estudadas sao bioativas e nao citotoxicas. As composigdes
influenciaram na atividade de ALP e matriz extracelular mineralizada. Todas as
composic¢des alcangaram o estagio de diferenciagéo celular em células osteoblasticas e
relativamente boa atividade de ALP, destacando-se positivamente as composicoes SNM5

e SNM6 que apresentaram os melhores resultados. Estes experimentos demonstram ainda
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mais o potencial das ceramicas estudadas em determinadas aplicagbes como espagadores
intervertebrais, por exemplo.

As composi¢cdes contendo MgO estudadas neste trabalho sao inéditas, e
apresentaram resultados satisfatorios e promissores para a aplicacdo de ceramicas de
nitreto de silicio como biomateriais em casos onde é necessario um material bioativo, que

permita a osteointegragéao.
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