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Martinelli CSM. Desenvolvimento e caracterizacao de ligas de Co-Cr-Mo [tese].
Sao José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP — Univ
Estadual Paulista; 2016.

RESUMO

As ligas de Co-Cr t€m o uso consagrado para reabilitagdo oral com proteses
dentarias. Os procedimentos reabilitadores orais por implantes osseointegrados
destacaram novas necessidades biomecanicas e estruturais das ligas metalicas. O
objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar trés ligas metalicas de Co-
Cr-Mo experimentais, para aplicagdao odontologica. Foram confeccionadas ligas
de Co-Cr-Mo, com percentuais crescentes de Mo (6, 7 ¢ 8% - A, B e C,
respectivamente), por duas técnicas de processamento: L2, fusdo para acréscimo
de Mo a uma liga comercial certificada (American Society for Testing and
Materials, 1996) (L1); e L3, fusdo dos metais Co, Cr ¢ Mo, comercialmente
puros. As ligas em estudo foram caracterizadas microestruturalmente por
microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia de energia
dispersiva (EDS), difracdo de raios X (DRX), fluorescéncia de raios X (XDR);
fisicamente por microdureza, resisténcia a corrosdo. Fibroblastos dérmicos
humanos foram utilizados para avaliar a citotoxicidade das ligas experimentais
ap6s 1, 4 e 7 dias de cultura celular. Organizagdo citoesquelética, adesao,
viabilidade, morfologia e diferenciacdo celular foram avaliados por microscopia
de fluorescéncia, analise bioquimica e MEV. Os resultados obtidos permitiram
concluir que as ligas experimentais (L2A, L2B, L2C, L3A, L3B e L3C)
apresentaram desempenho microsestrutural, mecanico e citotdoxico superior a
L1, sendo indicada para utilizagdo biomédica e odontologica.

Palavras-chave: Materiais biomédicos € odontologicos. Ligas dentarias. Ligas de
cobalto-cromo.



Martinelli CSM. Development and characterization of Co-Cr-Mo alloy
[doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Institute of Science and
Technology, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2016.

ABSTRACT

In Dentistry, the Co-Cr alloys are general used for oral rehabilitation by dental
prosthesis. The oral rehabilitation procedures by osseointegrated implants point
out to new metal alloys’ biomechanical and structural necessities. The aim of
this study was develop and characterize three experimental Co-Cr-Mo alloys,
for dental application. Three alloys will be made out with different Mo’s
percentages by two processing techniques: L2, casting by addition of Mo to a
certified commercial Co-Cr alloy (American Society for Testing and Materials,
1996) (L1); and L3, casting of purified commercial metals (Co, Cr, Mo). The
experimental alloys were characterized by microstructure by digital optical
microscopy, scanning electron microscopy, energy dispersive X-ray
spectrometry, X-ray diffraction and X-ray fluorescence; and mechanically by
microhardness and corrosion resistance. Human dermal fibroblasts were used
to evaluate the biocompatibility of experimental Co-Cr alloys after 1, 4 and 7
days of culture. Cellular adhesion, proliferation, viability, cytoskeletal
organization and morphology were investigated using fluorescence microscope,
biochemical assay and SEM. Based on data was possible to concluded that
experimental alloys (L2A, L2B, L2C, L34, L3B e L3C) shown higher
performance for microstructure, mechanical and cytotoxic as L1 and they are
recommend to biomedical and dentistry applications.

Keywords: Biomedical and dental daterials. Dental alloys. Cobalto-chromium
alloys.
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1 INTRODUCAO

Para a reabilitagdo oral em odontologia sdo utilizados, basicamente,
quatro tipos de materiais restauradores: metais, ceramicas, resinas acrilicas e
resinas compostas (Anusavice, 2005). O desafio atual € propor um material que
apresente resisténcia adequada, estética favordvel resultando em um excelente
prognostico clinico.

Atualmente, para reabilitacdo oral das regidoes de pré-molares e molares,
areas que apresentam maior esfor¢co mastigatorio (400 a 890 N)
(Anusavice, 2005), os melhores prognosticos clinicos sdo obtidos quando sao
utilizadas infraestrutura metalica ou ceramicas de alta resisténcia, em geral,
recobertos por material estético.

Devido a deficiéncia estética das ligas metalicas alguns profissionais e
pacientes subestimam sua utilizagdo acreditando em sua total substituicdo por
sistemas totalmente ceramicos. No entanto, varios procedimentos odontolégicos
ainda contraindicam a substituicao das ligas metélicas por ceramicas, uma vez
que, as ligas metalicas apresentam propriedades mecanicas, relacionadas a
resisténcia, mais adequadas do que as ceramicas de alta resisténcia (Matkovic et
al., 2004).

As ligas metalicas sdo utilizadas para reabilitacdes orais: em proteses
parciais removiveis (PPR), para a confeccdo de infraestrutura dos aparelhos
protéticos; em protese parcial fixa (PPF), para confec¢do de retentores
intrarradiculares, munhdo (coppings), infraestrutura de proteses unitdrias ou
multiplas, sistemas de encaixe (atfachment) e proteses unitarias metalicas; em
implantes, para confec¢ao dos implantes, cicatrizadores, parafusos trespassantes,
pilares protéticos, parafusos protéticos, barras metalicas para unido dos

implantes, entre outros.
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Com o sucesso e popularizacdo das reabilitagdes por implantes as ligas
metalicas passaram a ser utilizadas em novos modelamentos nos quais a
biomecanica ¢ antagdnica a biomecanica habitual, uma vez que, a biomecanica
habitual sdo observadas micromovimentagdes no interior do alvéolo. Tanto em
implantes unitdrios quanto em implantes multiplos as proteses sao
implantossuportadas, redefinindo a assimilagdo e transmissdo de forgas.

Em pacientes parcialmente dentados reabilitados por PPR ou PPF as
for¢as mastigatorias sdo dissipadas por meio dos dentes e/ou fibromucosa para o
osso adjacente. Quando sob compressio ou tensdo os dentes apresentam
micromovimentacdo no interior do alvéolo e a fibromucosa apresenta
microdeformagdo de acordo com a sua resiliéncia (Kliemann, Oliveira, 1999).
Em implantes as for¢as mastigatorias sdo transmitidas por um sistema rigido
diretamente ao osso suporte. Este novo cenario suscita novas dividas e algumas
dificuldades clinicas a serem superadas para que a longevidade do tratamento
clinico seja aumentada.

Desta forma foi realizada uma busca na base de dados PubMed®, para
nortear este projeto. Primeiramente foi realizada uma busca utilizando a
expressao “development alloy metal” (Quadro 1), a maior parte dos artigos
avaliou adesdo bacteriana, toxicidade celular, propriedades mecanicas e
microestruturais em ligas para implantes, os materiais desenvolvidos tinham
finalidade biomédica e odontologica.

Ao selecionarmos o descritor “alloy metal” foram relacionados 10543
artigos a partir de 2005. Ao adicionarmos o descritor “dentistry” ao descritor
anterior foram relacionados 3443 artigos, no periodo de 2005 a 2015. Os ultimos
cinco anos estdo descritos no quadro 1. Os estudos verificaram adesdo a
cimentos resinosos, o efeito da corrosdo, propriedades mecanicas, métodos de
envelhecimento, correlagdo entre infraestruturas ceramicas e infraestruturas

metalicas, modificacdes na superficie metalica, entre outros. Foram avaliadas
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diversas ligas, sendo que a grande maioria tinha como elemento principal de liga

o titanio (T1).

Quadro 1 — Relagdo dos artigos publicados entre 2011- 2015, base de dados
Pubmed

Development metal alloy Metal alloy + Dentistry
Artigos Artigos

Ano Publicados Ano Publicados
2011 130 2011 446
2012 142 2012 451
2013 155 2013 401
2014 122 2014 233
2015 34 2015 21

Nenhum dos artigos citados anteriormente abordou o desenvolvimento e
aplicagdo de uma liga para utilizacdo em reabilitacdes orais protéticas. Desta
forma, as ligas desenvolvidas ndo tiveram como objetivo as propriedades
mecanicas do material quando em fun¢do mastigatoria, sua unido a material de
revestimento e/ou a interface implante/coroa, sendo evidente a necessidade de
mais estudos para o desenvolvimento de uma liga metdlica com a finalidade
protética que preencha os requisitos necessarios para reabilitacdo oral por
proteses implantossuportadas.

As ligas terndrias propostas neste estudo foram apresentam o Cobalto
(Co) como elemento principal de liga por suas propriedades mecanicas como
modulo elastico, resisténcia e dureza (Callister-Jr, 2002). Cromo foi utilizado
como segundo elemento da liga por sua resisténcia ao manchamento e a
corrosdo (Anusavice, 2005). Foi acrescentado maior porcentagem em peso de
molibdénio as ligas experimentais por reduzir o coeficiente de expansdo térmica
(Sakaguchi, Powers, 2012) e por aumentar a resisténcia a corrosdo (Lee, 1985),
além de aumentar a dureza, a resisténcia mecanica e a resisténcia a abrasao

(Paffenbarger, Caul, Dickson,1943).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para facilitar a leitura esta se¢do foi subdividida em: ligas metalicas em
odontologia; caracteristicas mecéanicas e estruturais; citotoxicidade em ligas

odontologicas.

2.1 Ligas Metalicas em Odontologia

O primeiro relato da utilizacdo das ligas metalicas em odontologia data
de 1907, por Targget, para a confeccao de restauracoes inlay pelo método da
cera perdida. A técnica obteve tanto sucesso que passou a ser empregada para a
confec¢do de proteses inlay, onlay, PPF unitarias e multiplas, e infraestrutura
para PPR. No mesmo ano Elwood Haynes patenteou a liga Stellite, composta
por cobalto (Co) e cromo (Cr), mais tarde os elementos tungsténio (W) e
molibdénio (Mo) foram incorporados a liga a fim de aumentar a resisténcia a
abrasao e dureza (Roach, 2007).

Na década de 30 foram introduzidas as ligas de metais basicos sendo
popularizadas as ligas de Ni-Cr e Co-Cr em substituicdo as ligas auricas. O
primeiro implante com crescimento 0sseo de que se tem referéncia foi realizado
por Strock em 1939, com uma liga de Co-Cr-Mo (Roach, 2007). Em 1950
estimava-se que nos Estados Unidos da América a confeccao de PPR em Co-Cr
fosse cinco vezes maior que sua confeccdo em ouro (Lane, 1949, citado por
Roach, 2007 (Roach, 2007).

Em 1970, devido ao alto custo dos metais nobres, a utilizagdo das ligas
basicas foi estimulada e extrapolada para confeccdo de outros tipos de

restauragoes além das PPR (Roach, 2007).
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Na década de 80 alguns estudos (Evans, Thomas, 1986; Rae, 1981)
apontavam a toxicidade celular de ligas basicas (Ni-Cr, Co-Cr e Ni-Cr-Be), no
entanto, estes estudos foram conduzidos utilizando pd dos metais puros em
diferentes granulagdes. Mesmo com poucas explicacdes sobre a agdo e os efeitos
destes metais muito deles foram contra indicados para utilizagdo em odontologia
e em implantes ortopédicos.

Ao final da década de 90, alguns estudos conduzidos (Messer et al.,
1999; Messer, Lucas, 2000) permitiam compreender o efeito de ions metalicos
na fisiologia celular. Desta forma, a utilizacdo de Mo como elemento de liga
continuou a ser indicada, uma vez que, as células expostas ao material
apresentavam-se metabolicamente ativas (Messer et al., 1999).

No estudo de Messer e Lucas (2000) em uma das ligas em estudo foi
detectada a porcentagem em peso de 8,4% de Mo, os autores afirmaram que o
alto contetdo de Cr e Mo aumentou a resisténcia a corrosdo e diminuiu a
liberacao de ions, comprovando os achados de estudos anteriores (Johansson et

al., 1989).

2.2 Caracteristicas Mecanicas e Estruturais

As vantagens das ligas de metais basicos em relagdo as ligas altamente
nobres e nobres sdo: menor densidade, menor moddulo de elasticidade, menor
custo operacional, além de possuirem caracteristicas comuns a outras ligas como
biocompatibilidade aos tecidos orais e fusibilidade, e quando associadas a outros
elementos possuem alta resisténcia ao desgaste e a corrosdo (Anusavice, 2005;
Roach, 2007).

Atualmente as ligas de Co-Cr para reabilitagdes protéticas sdo

regulamentadas por normas como a American Society for Testing and Materials,
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1996. Esta norma regulamenta a utilizacao de ligas de Co-Cr para utilizagdo em
turbinas a gas, implantes ortopédicos e implantes odontoldgicos. O principal
elemento de liga ¢ o Co que deve ser utilizado para balanceamento da liga, o Cr
deve se utilizado em porcentagens que variam entre 27 e 30 wt%, o Mo deve
variar entre 5 e 7 wt%.

As ligas comercialmente disponiveis para confeccdo de proteses para
reabilitacdo odontologica sobre implantes ou ndo, seguem a ISO 6871-1:1994,
que foi revisada e substituida pela ISO 22674:2006. Estas normas estabelecem
que a composi¢ao quimica deva ser da seguinte forma: o Co como componente
principal, Cr ndo menos que 25 wt%, Mo ndo deve ser inferior a 4 wt% e que
somados Co, niquel (Ni) e Cr ndo devem ser inferior a 85 wt%. No entanto
grande parte das ligas apresentam o teor de Mo proximo a 5 wt%. As ligas de
Co-Cr-Mo sdo preferiveis por sua alta resisténcia a tragdo, 960 MPa; alta
susceptibilidade ao polimento; alta resisténcia ao desgaste; alta resisténcia a
corrosdo e alta dureza Rockwell, 34 HRC (American Society for Testing and
Materials ,1996).

No entanto as ligas regulamentadas pela American Society for Testing
and Materials (1996) podem apresentar um fendomeno descrito a mais de 15
anos, a segregacao elementar superficial (Mostardi et al., 2010). Processo em
que microparticulas de diferentes ions metalicos se desprendem da superficie
metalica (Kovacik et al., 2008) apresentando diferentes efeitos citotéxicos na
viabilidade celular (Mostardi et al.,, 2002). Os processos que podem ser
responsaveis por este fendmeno sdo ciclagem térmica, abrasdo mecéanica ou
deformacao e exposi¢ao quimica (Mostardi et al., 2010).

A fim de avaliar o efeito da segregacdo elementar superficial a
tribocorrosdo tem sido amplamente estudada em ligas odontologicas (Faria et
al., 2011; Galo et al., 2012; Souza et al., 2012; Vieira et al., 2012) por abranger

multiplos processos que podem resultar na segregacdo elementar superficial. O
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processo tribocorrosivo consiste na degradagdo resultante da agdo combinada de
desgaste mecanico (a partir do contato entre dois corpos) € quimico ou
eletroquimico. Combinados, os desgastes, agem de maneira complexa
acelerando o processo corrosivo (Galo et al., 2012). A saliva presente no meio
bucal comporta-se como agente eletroquimico do sistema, caracterizando um
sistema de tribocorrosivo.

Em odontologia as ligas de Co-Cr, em geral sdo obtidas pelo processo de
fundicdo dos metais puros, que pode resultar em propriedades mecanicas
inferiores as obtidas por outros métodos de processamento do material (Al
Jabbari et al., 2014).

A fragilidade do material ¢ decorrente dos defeitos de solidificacao
observados em sua estrutura como porosidade, falta de homogeneidade quimica,
graos grandes e microestrutura com precipitados na zona interdendritica
(Callister-Jr, 2002). Juntos estes defeitos podem alterar a dureza, ductilidade e
resisténcia a fratura do material (Giacchi et al., 2011).

A fim reduzir a presenca de defeitos e consequentemente melhorar as
propriedades mecanicas do material ¢ realizado o tratamento térmico posterior a
fundicdo, que resulta em uma estrutura mais homogénea (Montero-Ocampo,
1999).

A temperatura ambiente, o Co puro pode ser caracterizado por uma
estrutura hexagonal compacta - hexagonal close-packed (hcp), a 400 °C esta
estrutura sofre uma transformacgao alotropica tornando-se uma estrutura cubica
de face centrada (ccc). A adigdo de outros elementos como Cr, tungsténio (W)
aumentam esta transformacao a 400 °C (Callister-Jr, 2002; Opris et al., 2007).

Muitos estudos tém demonstrado que substratos repletos por estrutura
hcp em ambos os componentes deslizantes exibem menor resisténcia comparado
a estrutura fcc (Balagna et al., 2012). Fatores como quantidade, homogeneidade

de distribuicao de carbonetos e a presenca de hcp na estrutura cristalina podem
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influenciar a resisténcia ao desgaste de uma liga de Co-Cr-Mo (Julian, Munoz,
2011).

No entanto, para Varano et al. (2006), ligas que possuem alto contetido
de estrutura fcc, estabilizadas pelo contetido de carbono, apresentam menor ou
nenhuma transformacdo martensitica resultando em menor desgaste, uma vez
que, a estrutura cristalina hcp € mais fragil e prejudica a resisténcia da liga.

No estudo de Giacchi et al. (2011), os autores se propuseram a obter
maiores informagdes microestruturais sobre trés diferentes ligas de Co-Cr-Mo,
detectando diferentes fases e morfologias presentes. Foi avaliada tambeém a
possibilidade de transformacao de fase durante a solidificagdo e resfriamento em
ambiente industrial. Os autores concluiram que os defeitos microestruturais
como trincas, poros € segregacdes, bem como, presenga de graos de tamanho
grande resultaram em fracas condi¢cOes microestruturais. Embora estas
condicoes tenham sido superadas, deve-se considerar que em ambiente industrial
o controle ndo ¢ tdo rigoroso quanto em um laboratério de pesquisa.

No estudo de Balagna et al. (2012), foi realizada caracterizagdo de uma
liga de Co-Cr-Mo apds tratamento térmico para aumentar a resisténcia ao
desgaste. Os autores concluiram que o tratamento térmico alterou a
microestrutura, induzindo a formagdo da fase hexagonal de Co, reduzindo a
presenca de fase clbica. No entanto esta transformacdo ndo alterou o
comportamento das propriedades triboquimicas da liga, mas alterou a resisténcia

e a ductilidade da liga.

2.3 Citotoxicidade em Ligas Odontologicas

Para Niinomi et al. (2012), as ligas metalicas dentarias serdo futuramente

revistas quanto suas utilizacdo e formulagdo. Em seu estudo os autores ressaltam
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a necessidade da eliminacao de varios dos elementos metalicos componentes das
ligas devido a suas implicacdes sist€émicas. Segundo os autores, as ligas de Co-
Cr sao frequentemente utilizadas para aplicagdes biomédicas, principalmente
por serem livres de niquel (Ni).

A principal desvantagem sistémica da utilizacdo de ligas de Ni ¢ a
possivel inducdo a reacdo de hipersensibilidade que ¢ uma das mais comuns no
mundo moderno, sua prevaléncia estd em constante crescimento em muitos
paises representando um dos maiores problemas de satide publica (Darlenski et
al., 2012).

Mesmo havendo uma indicagcdo mundial para substituicdo das ligas de
Ni devido ao potencial de indugdo a reacdo de hipersensibilidade, no Brasil as
ligas que contém Ni ainda sdo muito utilizadas em odontologia.

A utilizacdo de elementos como aluminio (Al) e vanadio (V) ¢ bastante
criticada. Embora seja comprovado que o Al ndo ¢ a causa para a doenca de
Alzheimer, apesar de sua comprovada acdo neurotoxica (Boyce et al., 1992),
pacientes com predisposicao genética a doencga sdo sensibilizados por este metal.
O V, no entanto, apresenta alto potencial citotoxico (Domingo, 2002) podendo
causar necrose celular, debris citoplasmaticos e nucleo picnotico ao contato com
o metal (Rae, 1981).

Estes elementos podem ser substituidos por outros metais como tantalo
(Ta) e niobio (Nb). Os autores ressaltam que ligas com outros biomateriais sao
interessantes do ponto de vista biomédico por ndo apresentarem agao citotdxica,
no entanto, estes biomateriais ainda sao pouquissimo utilizados.

Neste aspecto, as ligas de Co-Cr sdo indicadas por apresentarem alta
resisténcia a corrosdo (Wylie et al., 2007) e baixa formagdo de debris (Patel et
al., 2010). O que pode ser resultante da camada espontaneamente formada na

superficie da liga quando em contato com o ar (Callister-Jr, 2002; Lucchetti et
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al., 2015; Matkovic et al., 2004; Qiu et al., 2011), tornando-se quimicamente
inerte. Este fenomeno ¢ denominado camada passivadora.

Desta forma, poucas reagdes de hipersensibilidade de ligas de Co-Cr sdo
relatadas na literatura, sendo mais raras que as ligas contendo Ni. Song et al.
(2011), relataram um caso de reag¢do de hipersensibilidade em um paciente de 58
anos, chinés. O paciente apresentou a reagao apos um ano da instalacdo de uma
coroa metadlica fundida. A reagdo foi comprovada pelo teste de Patch. O
paciente apresentava rubor, pustulas, vesiculas, eritema escamoso na planta dos
pés e nas maos. Para os autores o Co ¢ largamente utilizado em restauragdes
protéticas e ndo apresenta alto potencial alérgeno, e tal reagdo ndao havia sido
anteriormente relatada, no entanto ¢ importante que no caso de um paciente
apresentar este tipo de reagdo o diagndstico seja preciso, mas a reagdo de
hipersensibilidade ndo ¢ o suficiente para contraindicar a utilizacdo de ligas de
Co-Cr.

Sugere-se que as reagdes de hipersensibilidade as ligas de Co-Cr possam
ser resultantes da liberacdo de ions em ambiente bucal (Lucchetti et al., 2015).
Como esta liberagdo € baixa o relato de reagdes de hipersensibilidade ao cromo
também ¢ baixo na populacdo mundial, sendo da ordem de 3% para populacao
feminina e 10% para a masculina, ja as reagdes de hipersensibilidade em mucosa
oral s3o incomuns e ha pouco relato de caso clinico.

Assim para este estudo € proposto o desenvolvimento de uma liga

metalica experimental com alto conteildo de Mo para utilizagdo odontologica.
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3 PROPOSICAO

Caracterizar mecanica, estrutural e citotoxicamente trés ligas de Co-Cr-

Mo experimentais, com adi¢ao de Mo.

Hipotese em estudo:

H;: A microestrutura das ligas experimentais (L2 e L3) sera diferentes
de liga comercialmente certificadas (L1);

H,: A dureza Vickers de L2 (bruta de fusao) serd menor que L1;

H;: A dureza Vickers de L2 e L3 (forjadas) serd maior que L1;

Hy: A resisténcia a corrosao sera maior quanto maior for a adicao de Mo;

Hs: A adicdo de Mo ndo reduzird a adesdo, proliferacdo e viabilidade
celular;

Hs: A adicdo de Mo ndo modificara a organizacdo citoesquelética e a

morfologia celular.



4 MATERIAL E METODOS

As ligas metalicas foram confeccionadas utilizando duas técnicas de
fabricacdo, fundi¢do e forjamento. Os materiais utilizados para confeccdo das
ligas L2 e L3 estdo descritos no quadro 2.

Para facilitar a leitura esta se¢ao foi subdividida de acordo com as fases
de execucdo e caracterizacdo. Fase 1 — Processamento das ligas metalicas; Fase

2 — Caracterizagao microestrutural; Fase 3 — Caracterizagdo mecanica. A rota de

processamento dos materiais experimentais esta descrita na figura 1.

Quadro 2 — Lista de materiais

. : Caracterizaga
Material Fabricante o s Lote
Sigma — Aldrich Co.
Cobalto LLC, MO, EUA 99,9 de pureza #MKBV5809V
Sigma — Aldrich Co.
Cromo LLC, MO, EUA 99,9 de pureza #MKBS3538V
64,8 Co
. DeguDent Ind. E ’ ’
Liga de 28,5 Cr; 5,3 Mo;
Co-Cr Com.ért;l:i.l— SP, 0.5 Si: 0.5 Mn: #MKBS3538V
0,4 C.
A Sigma — Aldrich Co.
Molibdénio LLC, MO, EUA 99,9 de pureza #MKBT7262V

*valores em porcentagem.
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Figura 1 — Rota de processamento dos materiais em estudo.
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4.1 Processamento das Ligas Metalicas

Foram confeccionadas trés ligas de Co-Cr-Mo, com diferentes
percentuais, em peso atdomico, de Mo e/ou por diferentes técnicas de
processamento. Para o grupo L1 foi utilizada uma liga comercial certificada —
American Society for Testing and Materials ,1996 — (Degudent-Dentsply); as
ligas L2A, L2B e L2C foram obtidas a partir de L1 acrescentando diferentes

percentuais de Mo comercialmente puro (Giacchi et al., 2011).

Liga comercialmente | Liga comercial + | Metais comercialmente
disponivel - L1 molibdénio puro - L2 puros - L3
6% Mo - L2A = 6% Mo - L3A
7% Mo - L2B =1 7% Mo - L3B
8% Mo - L2C = 8% Mo - L3C

Analises Posteriores

Figura 2 — Delineamento do Estudo.

Para confeccdo dos espécimes, inicialmente, foram analisadas as
propriedades fisicas e quimicas (Tabelas 1 e 2; Figura 3) dos metais que
compdem as ligas experimentais, para posteriormente submeter os espécimes a

fundi¢ao em atmosfera inerte.



Tabela 1 — Propriedades fisicas e quimicas dos materiais em estudo

Grandeza Cobalto Cromo Molibdénio
Densidade (kg/m’) 8900 7140 10280
Ponto de fusdo (°C) 1495 1907 2623
Modulo de elasticidade (GPa) 209 279 329
Coeficiente de Poisson 0,31* 0,21% 0,31%
Estrutura cristalina Hexagonal® ccct ccct

CCC: cubica de corpo centrado. / * Callister-Jr (2002).

Tabela 2 - Propriedades fisica e quimicas de L1 e Mo

L1

Grandeza (63Co-28Cr-5Mo) Mo
Densidade (GPa) 0,84 1,01
Intervalo de fusdo (°C) 1320-1380 26228
Dureza Vickers 400 5,5
Modulo de elasticidade (GPa) 220 329
Informacdes fornecidas pelos fabricantes.
Cr 1200°C  (1473K)

10 20 30 40 50 60 70 80 90
CO M05CO7 at% MO

Figura 3 — Diagrama de fases liga de Co-Cr-Mo (Rideout, 1951).

Mo
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A figura 3 indica que nas concentragdes selecionadas para este estudo
serao observadas na analise microestrutural duas fases distintas. A diferenca de
acréscimo de Mo foi pequena, desta forma, as ternarias em estudo encontram-se

na mesma secao do diagrama.

4.1.1 L1 - Liga Comercial

Foi utilizada uma liga de Co-Cr comercialmente disponivel (Liga de Co-
Cr — DeguDent Ind. e Com. Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) regulamentada pela
American Society for Testing and Materials ,1996, esta norma define a
proporcao em peso de cada elemento de liga e as caracteristicas desejadas destas
ligas, esta norma define que teor de Mo na liga deve ser inferior a 4% wt.

Os lingotes comercialmente disponiveis foram utilizados como controle

para os testes comparativos as ligas experimentais.

4.1.2 L2 - Ligas Comercial Acrescida de Porcentagens de Mo

Foi utilizada a liga L1 acrescida de Mo comercialmente puro (Sigma
Aldricht). Os metais foram refundidos em forno arco voltaico em atmosfera
inerte (gas argonio) e cadinho de cobre refrigerado com &agua (figura 4)
(Laboratorio de Materiais do Departamento de Engenharia de Materiais — FEG —
Unesp). A liga comercial foi acrescida em proporcao em peso por 6, 7 € 8% de

Mo, segundo a formula descrita abaixo:

nXME
C = < )XIOO
Cc
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Em que:

C = porcentagem em massa de cada elemento do composto;

n = numero de mols do elemento presente em 1 mol do composto;
M; = massa molar do elemento;

M¢c = massa molar do composto.

Os metais foram limpos empregando decapagem quimica em solucao
formada por 50 mL de H,SO,4, 20 mL de HF, 20 mL de HNO; e 10 mL de agua
destilada. As ligas obtidas por fusdao foram refundidas 10 vezes para
homogeneizagdo (Capellato et al., 2012).

As ligas brutas de fusdo (BF) experimentais foram obtidas em botdes de
aproximadamente 18 g. Para a confec¢do das barras foram unidos 8 botdes de
cada uma das BF. Foi1 selecionado aleatoriamente um botdo de cada condicao
experimental para caracterizagdo microestrutural das BF.

ApoOs  solubilizagdo as  ligas  experimentais  apresentaram
aproximadamente 120 mm de comprimento e didmetro médio de 16 mm. Os
espécimes foram mantidos no forno (Hevi Duty) por 4 horas a temperatura de
1200 °C, antes de cada passe de deformagdo pladstica os espécimes foram
deixados no interior do forno por 15 minutos para a uniformizagao da
temperatura do espécime (Santos, 2012).

Os espécimes foram submetidos a forjamento rotativo (Forno n° 6F,
General Controls) a quente (Laboratorio de Estruturas, Departamento de
Aeronautica, Engenharia Metalirgica, ITA) com velocidade de 1700 rpm,
30 CV (HP) (Figura 5).

Os cilindros obtidos foram cortados em cortadeira automatica LabCut
1010 (Extec Corp.- Enfield, CT, EUA) resultando em espécimes com as

seguintes dimensdes 2 mm de espessura € 8 mm de didmetro.
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K e ™
Figura 4 — a) Forno a arco voltaico (Departamento de Materiais ¢ Tecnologia, Faculdade de
Engenharia de Guaratinguetd, FEG — Unesp); b) Interior do forno.

Figura 5 — a) Forno utilizado para aquecimento dos espécimes antes da forja; b) Maquina de
forjamento rotativo (Laboratério de Estruturas, Departamento de Aeronautica, Engenharia Metalurgica
—ITA).
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4.2 Caracterizacao Microestrutural

4.2.1 Preparagdo Metalografica

Os espécimes foram embutidos a quente em resina fenolica sob pressao
de 20 kN. Posteriormente, os espécimes foram lixados e polidos em politriz
automatica (Buehler, Lake Bluff, Illinois, EUA) com lixas de carbeto de silicio
as granulacdes 400#, 600#, 800#, 1000#, 1200#, 1800#, 2000#, 3000# e 5000#.
O polimento foi realizado com panos especificos para polimento e suspensao de

silica coloidal.

4.2.2 Ataque quimico para evidenciagdo de graos

Esta técnica foi realizada a fim de revelar a microestrutura e identificar
as fases secundarias das ligas em estudo. Foi utilizado ataque acido
recomendado para ligas de Co-Cr (ASM Handbook). A solucdo de ataque foi
obtida a partir de 30 ml de HCI, 15ml de HNO; e 45ml de glicerol
(Departamento de Engenharia Quimica de Guaratinguetd, FEG — Unesp). Os
espécimes foram imersos em solug¢do de ataque por 10 minutos, lavados em
agua corrente por 1 minuto e limpos em agua deionizada em cuba ultrassonica

por 10 minutos (Figura 6).
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Figura 6 — Sequéncia de ataque 4cido da superficie metalica. a) Substancias quimicas utilizadas para o
ataque acido; b) cuba ultrassonica utilizada para limpeza dos espécimes; ¢) Imersdo dos espécimes em
solucdo de ataque.

4.2.3 Difra¢ao de Raio X

A difragdo de raios X foi realizada a fim de detectar as fases presentes
nos sistemas experimentais. Os espécimes foram caracterizados por meio de
difracdo de raios X na forma solida, utilizando-se difratometro (LABX XRD-
6000 Shimadzu — Departamento de Materiais — EEL — USP; Figura 7), com
radiacado Mo-Ka, tensdao de 40 kV, corrente de 30 mA, varredura entre 30 ¢
100°, passo angular 0,05°, tempo de contagem 0,05 segundos a temperatura
ambiente. Os dados obtidos foram exportados e os difratogramas
confeccionados em software Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond,
WA, EUA). A identificacdo das fases foi realizada com o auxilio de um arquivo

JCPDS, para correspondéncia de cada pico caracteristico (Faria et al., 2011).
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Figura 7 — a) Difratdmetro de raio X; b) Emissor de Mo, porta amostra e receptor na fase inicial da
analise.

4.2.4 Fluorescéncia de Raios X (XDR)

Foi realizada analise semiquantitativa (n=3) sem padrdes, com
determinacdo de elementos quimicos de fllor a urdnio em equipamento
(AxiosInAX PANalytical B.S., Holanda - Laboratério de Caracterizacdo Quimica,
Escola de Engenharia de Lorena, EEL — USP) (Figura 8a). Os espécimes foram

preparados em base de acido borico que € transparente ao equipamento.

4.2.5 Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de Energia
Dispersiva (MEV/EDS)

Foi realizada andlise qualitativa (n=3) em microscopio eletronico de
varredura (Inspect S50 — FEI Worwide Corporate Headquarters, Oregon, EUA —

Laboratério de Materiais Odontologicos, Departamento de Materiais
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Odontologicos e Protese, ICT, Unesp) (Figura 8b). Os espécimes foram
selecionados aleatoriamente. Foi utilizado o detector de elétrons secundarios
(BDSE), a fim de observar as diferentes fases presentes em cada sistema. Para a
analise quimica semiquantitativa em EDS, foram utilizadas as funcdes que

permitem a caracterizacdo mais precisa elementos das ligas.

Figura 8 — a) Equipamento para analise de fluorescéncia (Laboratdrio de caracterizacdo Quimica,
Escola de Engenharia de Lorena, EEL-USP); b) Microscopio eletronico de varredura (Laboratério de
Materiais Odontologicos e Protese, Instituto de Ciéncia e Tecnologia, ICT, UNESP).

4.3 Caracteristicas Fisicas

4.3.1 Ensaio de Microindentagao Vickers

Para avaliacdo da dureza Vickers dos grupos em estudo foi realizado o
teste de microindentacdo Vickers, para sua execugdo foram confeccionados

espécimes (n=3) com as seguintes dimensodes: 6 mm de didmetro e 4 mm de
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espessura. Foi utilizado um microdurometro HMV 2T, (Shimadzu Scientific
Instruments, Columbia, MD, EUA — Laboratério de Polimeros, FEG, UNESP).

Foi aplicada a forga constante de 16,25 Kgf, foram realizadas 3 medidas
por quadrante, totalizando 12 medidas por espécime, utilizando penetrador com
diamante Vickers, piramidal de base quadrada com angulo de 136° entre planos.
Os resultados foram fornecidos pelo software do aparelho, posteriormente foi
realizada a mensuragdo das diagonais das mossas produzidas. Foi realizada
média aritmética das leituras, obtendo-se a dureza Vickers (HV) de cada
espécime (Balagna et al., 2012).

Os dados obtidos foram comparados por andlise de variancia (Anova 1
fator) e teste de comparagdes multiplas de Dunnett e de Tukey. O nivel de

significancia para todos os testes foi de 5%.

4.3.2 Ensaio de Corrosao

Foi realizado o teste de corrosdo em espécimes dos grupos L1 e L2
forjados (n=1). Espécimes foram preparados em forma de disco (0¥ = 8 mm; h =
3 mm). O contato elétrico foi feito fixando os espécimes a uma haste de cobre
com cola de prata. Em seguida, o conjunto foi embutido em resina poliéster,
mantendo uma area exposta de 0,50 cm’.

Os ensaios eletroquimicos foram realizados em uma célula convencional
de trés eletrodos com capacidade de 250 mL de solucdo, com camisa de
termostatizagdo, para controle de temperatura. O eletrodo de referéncia utilizado
foi o de calomelano saturado 2 (Hg/Hg,Cl,, KClgyyrado) € eletrodo auxiliar, um
bastdo de grafite com area de 10 cm . Para eletrdlito foi empregada uma solugdo
de NaCl 0,15 mol/L + NaF 0,03 mol/L, com pH 6. Todos os ensaios foram

realizados a temperatura constante de 37 °C.
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Os testes eletroquimicos foram realizados no Departamento de Quimica
— Faculdade de Engenharia de Guaratingueta (FEG-UNESP). Foi utilizado um
potenciostato/galvanostato (METRHOM, Autolab PGSTAT 302N), com um
modulo analisador de respostas de frequéncias (frequency response analyzer -
FRA). As técnicas empregadas consistiram em leitura do potencial de circuito
aberto (OCP) em funcdo do tempo e polarizacdo potenciodinamica. As
mensuracoes OCP foram realizadas por um periodo de tempo de trés horas,
seguido dos ensaios de polariza¢cdo potenciodinamica. As curvas de polarizacao
foram obtidas a uma velocidade de varredura de potencial de 1 mV/s, no

intervalo de -0,50V a 3,0V.
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4.4 Citotoxicidade in vitro

Nesta etapa do estudo foram utilizados espécimes dos grupos L1 e L2,
pois objetivava-se avaliar a influencia dos diferentes percentuais de Mo (6, 7 e 8
% - A, B e C, respectivamente) quanto a citotoxicidade celular. Como L2 e L3
apresentavam o mesmo conteido de molibdénio foram utilizados os espécimes
obtidos com menor custo operacional.

Para os grupos L1, L2A, L2B e L2C (6, 7 ¢ 8 % Mo, respectivamente)
foram confeccionados 36 espécimes com as seguintes dimensdes 8 mm de
didmetro e 2 mm de altura.

Os espécimes foram esterilizados por imersio em 4lcool 70% a
temperatura ambiente, seguidos por 30 minutos de exposicdo a luz UV.
Posteriormente as superficies foram limpas duas vezes com PBS (solugdo salina
de fosfato tamponado) aquecido. Os espécimes foram posicionados pogos em

placa com 24 pocos.

4.4.1 Cultura Celular

Para cultura celular foi utilizado fibroblasto dérmico humano (HDF,
Clonetics), passagem 3. O HDF foi suspenso em 12,5 ml de meio de cultura
composto por 500 ml de DMEN/ High glucose (HyCiclone), 50 ml de soro fetal
bovino (HyCiclone) e 5 ml de Penicilina Strep (HyCiclone). As células foram
incubadas em frasco para cultura de células com a superficie com colageno (75
cm’) em incubadora a 37 °C e 5% CO,. A primeira troca do meio de cultura (13

ml) foi realizada 48 horas apds a cultura inicial, posteriormente a troca do meio
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de cultura foi realizada a cada 48 horas até¢ que as células atingissem 70% de
confluéncia.

As células suspensas foram removidas do frasco de cultura com tripsina
(1 ml de 0,025% de tripsina — Invitrogen). Posteriormente a células foram
totalmente removidas por tripsina (3 ml de 0,025% tripsina), o processo foi
interrompido com 3 ml de meio de cultura. A solugdo foi transferida do frasco
para tubo Falcon, 3 ml de meio de cultura foram adicionados ao frasco de
cultura e a soluc¢do transferida para um tubo Falcon estéril. A solugdao foi
submetida a centrifugagdo em maquina automadtica (180 G por 7 minutos).
Posteriormente o meio de cultura foi aspirado e foi acrescido 2 ml de PBS ¢ a
solucdo foi pipetada para cima e para baixo para sua homogeneizacao,
posteriormente foi acrescido 8 ml de PBS ao tubo Falcon. Foi utilizado um
contador de células digital (Scepter 2.0 Handheld Automated Cell Counter —
EMD Millipore Co., Germany) para avaliar a densidade de cé¢lulas por Falcon,
foram removidos 200 pl de solugdo e transferido para um eppendorfe. Para cada
mensuracdo foi utilizado um sensor novo descartavel de 40 pl, anexado ao
contador de células. Apds determinacao da densidade de células os tubos Falcon
foram novamente centrifugados, o PBS foi aspirado e as células re-suspensas em
5 ml de meio de cultura. Foi utilizada a densidade celular de 2 x 10° por

especime.

4.4.2 Adesao e Proliferacao Celular

Para avaliar a adesdao e prolifera¢ao celular foi utilizado o marcador de
atividade celular F-actina (Invitrogen) e o para evidenciacao do nucleo celular o
marcador DAPI (4'6-diamidino-2-phenyl- indole-dihydrochloride, Invitrogen).

Inicialmente, as células ndo aderidas foram removidas aspirando o meio
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de cultura dos espécimes, posteriormente os espécimes foram gentilmente
lavados com PBS por duas vezes. Os espécimes foram transferidos para uma
placa de 24 pocos estéril e incubados a temperatura ambiente com 3 um solugao
de Actina em PBS por 20 minutos, apos este periodo foi adicionado DAPI (105
ng/m em PBS) e incubados a temperatura ambiente por 5 minutos.
Posteriormente os substratos foram gentilmente lavados e armazenados em PBS.

Os espécimes foram analisados por microscopia de fluorescéncia (Axio
Imager 2 for Polarized Light, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Goettingen,
Germany — Colorado State University — Biomedical Engineering Department)
utilizando o filtro azul DAPI BP 445/50 (Zeiss) e filtro vermelho Rhodamine BP
560/40 (Zeiss). As imagens obtidas foram analisadas no software Imagel, o
numero de células foi determinado utilizando as imagens de fluorescéncia por
deteccao nuclear (marcador DAPI). As analises foram realizadas apés 1, 4 ¢ 7

dias cultura celular.

4.4.3 Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi caracterizada utilizando um kit para bioanalise
MTT (metiltiazol tetrazolio - Sigma) comercialmente disponivel. Primeiramente
as células ndo aderidas foram removidas aspirando o meio de cultura do
substrato e lavando- o gentilmente com PBS por duas vezes. Posteriormente foi
realizado o protocolo descrito pelo fabricante. Os substratos foram transferidos
para uma placa de 24 pogos estéril e incubados em 10% de solugao de MTT em
PBS por 4 horas a 37 °C e 5% CO,, resultando na formagao de cristais que
foram dissolvidos adicionando uma solucao de 10% de Triton-X, solvente de
MTT em PBS, em igual quantidade da solu¢cdao de MTT, e incubando por 4 horas
a 37 °C e 5% CO,. Foi utilizada uma placa de leitura de 96 pogos (BMG
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Labtech). A densidade Optica resultante do solvente foi mensurada a 570 nm
utilizando um espectofotometro (FLUOstar Omega; BMG Labtech, Durham,
NC, USA — Colorado State University — Biomedical Engineering Department).
A base de absorbancia utilizada foi 690 nm e foi subtraida a absorbancia aferida.

Os dados obtidos foram comparados por andlise de variancia (Anova 2
fatores) e teste de comparacoes multiplas de Tukey. O nivel de significincia

para todos os testes foi de 5%.

4.4.4 Organizagao Citoesquelética

Nos espécimes marcados por DAPI e F-Actin foi avaliado
concomitantemente a organizagdo citoesquelética por microscopia de
fluorescéncia. Os espécimes foram incubados em Rodamina conjugada
(70 ng/ml - Invitrogen) por 20 minutos a temperatura ambiente. Os espécimes
foram analisados por microscopia de fluorescéncia (Axio Imager 2 for Polarized
Light, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Goettingen, Germany — Colorado State
University — Biomedical Engineering Department) utilizando o filtro vermelho

Rhodamine BP560/40 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Goettingen, Germany).

4.4.5 Morfologia Celular

A morfologia celular foi analisada por microscopia eletronica de
varredura (MEV) a fim de visualizar a interagdo celular com a superficie
metalica apos 1, 4 e 7 dias de cultura celular. As células ndo aderidas foram

removidas aspirando o meio de cultura e lavando gentilmente o substrato com
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PBS por duas vezes. As células aderidas foram desidratadas e fixadas na
superficie do espécime. As células foram fixadas por incubacdo em solugdo
primaria fixadora (3% de glutaraldeido, 0,1 M de cacodilato sodico e 0,1 M de
sucrose) por 45 minutos, posteriormente os espécimes foram fixados em uma
solucdo secundaria (solu¢do primaria sem glutaraldeido) por 10 minutos.
Posteriormente, procedeu-se a desidratagcdo em solucdes com concentracao
crescente de etanol (35%, 50%, 70% e 100%), por 10 minutos respectivamente.
Apds  desidratacdo os  substratos foram incubados em  HMDS
(hexametildissilazano — Sigma) por 10 minutos. Os espécimes foram secados em

ar e armazenados em dessecador para a andlise em MEV.
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#0000

Figura 9 — Processo de cultura celular. a) Espécimes metalicos L1; b) Meio de cultura em frasco;
c) Fibroblastos; d) Contador de células digital; e) Centrifuga; f) Semeadura dos fibroblastos;
g) Reagentes para MTT; h) Espécimes com os reagentes para analise de absorbancia; I) Maquina para
o teste de absorbancia; j) Marcadores CMFDA e Actina, para andlise de fluorescéncia; k) Espécimes
dos grupos C e G3 em placa de 24 pocos, dispostos para semeadura e posterior incubagdo;
1) Microscépio de fluorescéncia.
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5 RESULTADOS

A seguir serdo descritos o resultados das andlises microestruturais,
mecanicas e citologicas dos espécimes L1, L2 e L3.

Para as andlises microestruturais foram avaliados os espécimes nas
condi¢des brutas de fusao (BF) e apds forjamento. Para tanto, em um mesmo

grupo foram analisados espécimes provenientes de diferentes lingotes.

5.1 Caracteristicas Microestruturais

5.1.1 Difragdo de Raios X (DRX)

As ligas de Co-Cr-Mo sdo tipicamente caracterizadas por duas fases
cristalinas: cubica (CFC, Co) e hexagonal (HCP, Co) (Balagna et al., 2012). Os
difratrogramas apresentados a seguir (figura 10) representam as ligas brutas de
fusdo comparadas a L1, no entanto, vale ressaltar que L1 foi submetida ao
tratamento térmico, processo que induz a transforma¢dao martensitica da fase
CFC para a fase HCP, desta forma podemos observar picos mais caracteristicos
em L1 do que em L2 brutas de fusdo.

Em L1, a 20° podemos observar um pico fraco de CFC (destacado nos
difratogramas por circulos), por volta de 38° podemos observar um pico um
pouco mais pronunciado desta mesma fase e em 53° seu pico mais forte; no
entanto, a fase HCP (destacado nos difratogramas por quadrados) apresenta-se
mais forte j4 em seu primeiro pico 22°, maior intensidade obtida na analise, o

pico se repete com menor intensidade a 32°.
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Como referido anteriormente, as ligas brutas de fusdo apresentam maior
quantidade de estruturas CFC do que as termicamente tratadas, esta
caracteristica foi observada nos trés difratogramas apresentados.

Em L2A BF ¢ possivel observar que os picos de CFC apresentam-se
mais numerosos (20, 23, 27, 33, 40°) e em maior intensidade, em 20° a
intensidade do pico ¢ seis vezes superior ao pico de L1; e picos de baixa
intensidade de HCP. Em L2B BF, os picos de CFC apresentam intensidade
superior aos picos em L2A BF, chegando a atingir dez vezes mais a intensidade
atingida por L1, apresentando trés picos caracteristicos de alta intensidade e
apenas um pico de baixa intensidade para HCP (53°).

Em L2C BF ¢ possivel observar um pico caracteristico e de alta
intensidade (20°) de CFC, picos com menores intensidades podem ser
observados, no entanto, estes picos representam a fase HCP e ndo a fase CFC
como esperado, o que pode ser consequéncia da alta concentragdo de Mo. Ao
permear a estrutura cristalina o Mo resultou em maior concentracdo da fase
HCP.

Na figura 11 (L2 forjada) foi detectado mais ruido do que nas outras
analises. Foi possivel observar o deslocamento em 20° de ambos os picos, CFC e
HCP, além da intensidade dos picos ser quase duas vezes maior que em L1 e L2
BF. Em ambos os difratogramas foram observados menor quantidade de picos
(CFC e HCP), mas com a mesma angulacdo (42° e 50° HCP para e 45° para
CFC). Como esperado a quantidade de picos CFC detectados foi menor que a
quantidade de picos HCP.

Na figura 12 (L3 forjadas) nao foi detectado ruido nos difratogramas, no
entanto foi observada maior quantidade de picos CFC e HCP do que nos outros
grupos. Neste grupo ambos os picos apresentaram menor intensidade em
comparagao aos demais. Os picos iniciais foram detectados a aproximadamente

20° assim como em L1.
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Nos difratogramas abaixo (Figura 10, 11 e 12) € possivel observar
presencga das fases de Co solugdo solida com estrutura cubica de face centrada
(yCo) e estrutura hexagonal compacta (¢Co). Observa-se o deslocamento dos
picos para angulos maiores do que os difratogramas tedricos do Co puro (CFC e
HC), observa-se o aumento da distdncia interplanar como consequéncia do

acréscimo de Mo.
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Figura 10 - Difratogramas referentes a L1 e L2 BF.
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5.1.2 Fluorescéncia de Raios X (XDR)

A espectrometria descreve os elementos presentes no sistema com maior
precisdao do que outras analises semiquantitativas. Mesmo a etapa de fundigdo
tendo ocorrido em ambiente controlado, na tabela 3 € possivel observar que as
porcentagens de Mo sdo diferentes do esperado.

Foi possivel observar a presenca de Fe em L2 no entanto, este elemento
ndo foi doado ao sistema durante a fundicdo das ligas experimentais. Especula-
se que o Fe seja originario dos processos de fundicdo e homogeneizacdo das
ligas L2. E possivel observar que L1 apresentava Si em sua composi¢io
podendo ser oriundo do processo de preparagdo metalografica dos espécimes,

uma vez que, em L2 este elemento nao foi detectado.

Tabela 3 — Quantificacdo dos elementos presentes em L2 brutas de fusdo —
porcentagem em peso

Elemento L2A L2B L2C
Co 60,83 59,2 59,63
Cr 27,32 27,07 27,05
Mo 10,4 12,3 11,79
Si 0 0 0
Mn 0,54 0,54 0,54
\\% 0,77 0,74 0,82
Fe 0,14 0,16 0,18

Os dados de fluorescéncia para os espécimes forjados (F) sdo
semelhantes aos espécimes BF, indicando mudangas na estrutura cristalina do
material mas ndo da proporcdo em peso do material (Tabela 4) ou de

contaminantes oriundos do processamento final das ligas.
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5.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de Energia
Dispersiva (MEV/EDS)

Para a analise em MEV foram utilizados os seguintes parametros
detector de elétrons secundarios (BDSE), spot 5.0, hv 20.00 kV, distancia 11, 9
mm e magnitude 1200 x.

A analise em MEV permitiu observar presenca de duas fases distintas em
todos os grupos experimentais e a analise em EDS permitiu quantificar os
elementos em cada fase.

Em L1 (Figura 13) ndo foi possivel observar diferenca de fases (areas
claras e escuras), provavelmente, devido ao tratamento térmico ao qual a liga
(Co — 6391%; Cr — 31,49%; Mo 3,06%) foi submetida durante seu
processamento pelo fabricante.

Nas figuras 13A, 13C, 13E e 13F ¢ possivel observar a presenca de duas
areas distintas: areas claras e escuras. Apos analise em EDS foi possivel afirma
que as areas claras sao ricas em Cr, fase com estrutura CFC e representa a parte
mais nobre da liga; e as areas escuras, com carbonetos ricos em Mo, fase com
estrutura HCP, representa a fase menos nobre da liga. Nestas fotomicrografias
(Figura 13A, 13C, 13E e 13F) podem ser observados poros com
aproximadamente 1 pm de didmetro.

Em L3A e L3B nao foi possivel observar as diferentes fases presentes no
sistema devido ao fato anteriormente relatado, as fases foram parcialmente
reveladas na preparagdo metalografica.

Nao foi possivel observar presenca de ilhas de Mo indissoluto na matriz
de ambas as ligas, o que indica que ndo houve saturacdo de Mo, ou seja, todo o
Mo fornecido aos sistemas permeou as redes cristalinas das ligas experimentais,

compondo as fases presentes nos sistemas.
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Elemento L1 L2A L2B L2C L3A L3B L3C
Co 63,73 60,83 59,34 59,04 6047 58,18 49,09
Cr 29,03 27,31 27,13 26,17 20,64 2045 23,71
Mo 5,01 10,32 12,23 13,14 7,17 8,02 10,78
Si 0,73 0 0 0 0
Mn 0,62 0,6 0,38 0,62 0 0 0
W 0,89 0,79 0,76 0,84 0 0 0
Fe 0 0,15 0,16 0,19 0 0 0
C 0 0 3,17 2,87 3,94

Tabela 5 — Quantificacdo da porcentagem atdomica dos elementos Co, Cr e Mo

em L2
Cobalto (%at)  Cromo (%at)  Molibdénio (%at)
Grupo Clara Escura Clara Escura Clara Escura
L2A 62,52 51,63 28,26 32,65 548 12,33
L2B 64,33 51,94 2740 32,60 434 11,97
L2C 63,54 58,14 28,25 30,60 4,30 7,33
L3C 4499 5236 27,05 23,01 1896 9,06

*unidade de medida porcentagem atomica.
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Figura 13 — Fotomicrografia das ligas apds ataque quimico, nas imagens & possivel observar a
presenca de duas fases discordantes. a) L2A; b) L2B; ¢) L2C; d) L3A; e) L3B; f) L3C.



cps/evV
5
4+
3
1 Mo i
1 6l ¢r o Mo cr Co
24
14
0
2 3 4 5 6 7
kev

Figura 14 - Espectro de espectroscopia de energia dispersiva (EDS) para area em L1.

cpsfev

Mo
[€lcriCo

~

kev

Figura 15 — Espectro de EDS para area em L3A.

52



cps/eV
6]
7
]
£

Mo

@ cr Co Mo cr Co
3
]
0 T

1 2 3 “ S 6 7 B 9 10
kev
Figura 16 — Espectro de EDS para area em L3B.
ps/ev

5
o
2

1 2 3 4 5 6 7 B 9 10
kaV

Figura 17 — Espectro de EDS para area em L3C.

53



54

5.2 Caracteristicas Fisicas

5.2.1 Dureza Vickers

O teste de anova 1 fator evidenciou diferenca estatisticamente
significativa (p=0,000) para dureza Vickers.

O teste de Dunnett mostrou que apenas os grupos L2A e L2C brutas de
fusdao e L3B foram estatisticamente semelhante a L 1.

O teste de comparacdes multiplas de Tukey mostrou que a dureza da liga
apos forjamento apresenta diferenga estatistica significativa. Apos forjamento
L2B foi estatisticamente superior aos demais grupos e foi o grupo que
apresentou menor coeficiente de variacdo, os demais grupos apos forjamento
apresentaram semelhancga estatistica para as duas condigdes.

Os grupos obtidos a partir de metal puro (L3A; L3B; L3C) apresentaram
semelhanca estatistica. O grupo L3B (450,00+74,213) apresentou menor média

de dureza e alto desvio padrao e portanto alto coeficiente de variagao.

Tabela 6 — Média e desvio padrio de dureza Vickers para as L1, L2 e L3

Grupo Média (HV) Média (HV)
Brutas de Fusao Forjadas
L1 456,25+24%%
L2A 472,05+66 445 65+28°
L2B 516,05+64" 665,30£29*
L2C 489 45+725 531,30+40°
L3A 536,60+47"
L3B 450,00+£745¢
L3C 535,00+52"

*Forca aplicada: 16,25 Kgf.

**[etras maiusculas diferentes na tabela apresentam diferenca estatisticamente significativa para o
teste de Tukey. Letras mintsculas iguais na tabela apresentam semelhanga estatistica ao grupo
controle segundo o teste de Dunnett.
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5.2.2 Ensaio de Corrosao

Foram realizados ensaios eletroquimicos de monitoragdo do potencial de
circuito aberto (OCP) e andlise de curvas de polarizacio empregando meio
fluoretado.

Na figura 18 ¢ possivel observar as curvas obtidas por OCP para os
grupos em estudo. L1 apresentou o menor valor de OCP indicando menor
nobreza que os grupos experimentais. A sequéncia de nobreza pode ser descrita
da seguinte maneira: L2B > L2A >L2C > L1. O valor mais positivo de OCP
indica a formagao de 6xidos mais estaveis, caracterizando melhor formacado do

filme de passivagdo na superficie do substrato.
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Figura 18 — Curvas de OCP para L1, L2A, L2B e L2C em solucdo de NaCl 0,15 mol/L + NaF
0,03 mol/L, pH 6,0 a 37 °C.

Na tabela 8 € possivel observar outros parametros eletroquimicos obtidos
no ensaio, o maior valor de densidade de corrente de corrosdo (jeor) foi obtido
por L1 indicando menor resisténcia a corrosdo. Todos os grupos experimentais

apresentaram valores inferiores de densidade de corrente de corrosdo e portanto,
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todos os grupos experimentais apresentaram resisténcia a corrosdao superiores a

L1, sendo L2A o grupo que apresentou maior resisténcia a corrosao.

Tabela 8 — Média de corrosdo para as ligas experimentais e comercial

Grupo  Eerr (MV)  icorr (NA)  jeorr (A/cm?)

L1 -111,9 2943 3,164 x 107
L2A -149,7 36,50 4,679 x 107
L2B -169,9 82,23 1,158 x 107
L2C -187,7 48,01 6,762 x 10

* Ecom, potencial de corrosdo em relacdo ao ECS; icoy, corrente de corrosio; jeor, densidade de corrente
de corrosdo.

5.3 Citotoxicidade in vitro

Para as analises celulares foram utilizadas L1 e L2 F, com as seguintes
dimensodes: 8§ mm de didmetro e 2 mm de altura. Os experimentos foram
realizados no Laboratorio de Engenharia Tecidual do Departamento de

Engenharia Biomédica na Universidade do Estado do Colorado, CO, EUA.

5.3.1 Adesao e Proliferacao Celular

O teste de anova 2 fatores evidenciou interagdo entre os fatores grupo e
dia de cultura celular (p=0,000). As interacdes obtidas no teste de Tukey podem
ser observadas na figura 19.

A adesdo e proliferagdao sao indicativos de afinidade celular por um
substrato. Na figura 19, ¢ possivel observar o desempenho celular sobre os

substratos em estudo.
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Em L1 ¢ possivel observar a manutencao populacional homogénea com
o decorrer do tempo. Como esperado o maior desvio padrdo foi observado no 1°
dia de cultura celular (cc).

Em L2A no 1° dia houve aumento populacional, o que indica maior
secre¢do inicial de proteinas adesivas que garantem a adesividade celular ao
substrato. Nos dias subsequentes de andlise foi observado o decréscimo
constante no dia 7 pode ser observado pequeno decréscimo da populacao
celular, mas ndo a niveis semelhantes a L1 no 7° dia e com desvio padrao menor
que em L1.

Em L2B a populagdo celular observada no 1° dia de cc ¢ praticamente
duas vezes maior do que os outros dias de cultura do mesmo grupo. O mesmo
efeito pode ser observado no grupo L2C, no entanto, a populacdo celular
observada no 7° dia de cc foi a maior comparada aos demais grupos.

O decréscimo populacional observados nos grupos experimentais,
indicado pela andlise de absorbancia nos dias 4 e 7 de cc ndo foi confirmado
pelas andlises de microscopias, que serdo descritas a seguir.

Em ambos os grupos experimentais (L2A, L2B e L2C), que possuem
maior porcentagem de Mo do que em L1, foi possivel observar que o aumento
populacional no dia 1 estd relacionado a secrecdo de proteinas adesivas que
garantem a adesividade celular ao substrato. Na figura 20 € possivel observar em
detalhe os prolongamentos celulares e regido referente a fluorescéncia de
proteinas (ambos em vermelho). E possivel observar o espraiamento e a

morfologia celular tipica de fibroblastos com metabolismo ativo.
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Figura 19 - Contagem do numero de células por analise de absorbancia para os dias 1, 4 e 7 de cultura
de HDF para cada substrato.

Figura 20 — Imagem representativa de fluorescéncia. Imagem de fibroblasto de L2A, dia 1.
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5.3.2 Viabilidade Celular

O teste de anova 2 fatores evidenciou interagdo entre os fatores grupo e
dia de cultura celular (p=0,000). As interacdes obtidas no teste de Tukey podem
ser observadas na figura 21.

Em contraste com o que foi detectado por absorbancia, na figura 21 ¢
possivel observar que, com o decorrer do tempo, o crescimento celular foi
positivo e ascendente para os grupos experimentais; em L1 ocorreu redugdo da
populagdo celular no sétimo dia de cc atingindo niveis proximos ao indice de
citotoxicidade (ICsp,), que corresponde a cinquenta por cento da densidade
celular inicial, materiais que apresentam valores abaixo deste indice sdo
considerados citotoxicos.

A viabilidade celular observada no quarto dia de cc foi semelhante para
todos os grupos, sendo que os grupos experimentais apresentaram maior desvio
padrao do que o observado em L1.

No sétimo dia de cc o grupo L2C apresentou resultado superior aos
demais e menor desvio padrio em comparagdo a L2A e L2B, apresentando
menor coeficiente de variagdo e, portanto, maior confiabilidade que os demais

grupos.
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Figura 21 — Contagem do ntimero de células por analise de fluorescéncia para os diasl, 4 e 7 dias de
cultura de HDF para cada substrato. Linha pontilhada: I1Csq, - indice de citotoxicidade corresponde ao
limite de viabilidade celular.
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Figura 22 - Imagens de fluorescéncia da superficie dos espécimes do grupo L1, magnitude 10 X. a) Dia
1;b)dia4;c) dia 7.
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Na figura 22 podem ser observadas imagens representativas do grupo
L1. Em todas fotomicrografias podem ser observadas as areas referentes aos
nucleos celulares. Mesmo nao sendo observadas a pigmentacdo das outras
estruturas celulares a pigmentagdo do nucleo pelo marcador especifico indica
atividade metabolica.

Na figura 22a ¢ possivel observar células em que todos as estruturas
estdo evidenciadas por fluorescéncia dos marcadores especificos. Outras células
apresentam apenas o nucleo evidenciado, ndo indicando apoptose celular e sim
indicagao de atividade metabdlica.

A figura 22b apresenta a mesma magnitude (10 x) das outras
fotomicrografias (Figuras 22a e 22c), no entanto, os nucleos celulares
apresentam maior volume em comparagdo as figuras 22a e 22c. O tamanho
aumentado do nucleo indicando que a maior atividade metabdlica, e que
portanto, a maior atividade metabolica do grupo L1 foi observada no quarto dia
de cc. Na mesma fotomicrografia € possivel observar a deposicao extracelular de
proteinas adesivas no quadrante inferior esquerdo.

Na figura 22¢ ¢ observada maior populagdo celular em comparagdo a
outras fotomicrografias do grupo e volume celular semelhante a figura 22a.
Nesta imagem ndo foram evidenciadas a presenga de membrana celular,

prolongamentos celulares e proteinas adesivas.
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L 2

Figura 23 - Imagens de fluorescéncia referentes ao primeiro dia de cultura celular, magnitude 10 x.
a) L2A; b) L2B; ¢) L2C.
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Em comparagdo a figura 22, a figura 23 apresenta maior populagdo
celular em todos os dias de cc e por todo o substrato. Na figura 23a, além da
maior populagdo celular ¢ observada maior secre¢do de proteinas adesivas e
prolongamentos fibroblasticos evidentes. Diferente do que o observado na figura
anterior, as figuras 23b e 23c as outras estruturas celulares foram evidenciadas.

Na figura 23a ¢ observada uma populacao celular superior ao detectado
nas outras fotomicrografias, o que corrobora com o que foi detectado por
absorbancia. As células na superficie do substrato apresentaram diferentes graus
de maturacdo, sendo observados nucleos em diferentes estdgios de
desenvolvimento celular.

Na figura 23b sdo observados nucleos com volumes maiores e em
processo de mitose indicando alta atividade metabdlica e proliferacao celular,
indicando que para L2A a maior atividade metabolica foi observada no quarto
dia de cc. o As células estdo distribuidas por toda extensdo da superficie do
substrato e de forma aleatoria.

Na figura 23c € possivel observar células com grau de maturacdo mais
definido além de interatividade celular. Os citoplasmas se encontram bem

evidenciados e € possivel observar os prolongamentos celulares.
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Figura 24 - Imagens de fluorescéncia referentes ao quarto dia de cultura celular, magnitude 10 x.
a) L2A; b) L2B; ¢) L2C.

Na figura 24 ¢ observada maior populacao celular em todos os dias de

cc, 0 que corrobora com os achados de absorbancia.
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No primeiro dia de cc (Figura 24a) sdo evidenciados maior quantidade
de nucleos e portanto maior populacdo celular, assim como detectado por
absorbancia e nucleos com maior volume. Em toda extensao do substrato pode
ser detectadas a secrecao de proteinas adesivas.

Na figura 24b além dos nucleo celulares sdo fortemente evidenciados os
citoplasmas, pode ser observada maior interagdo celular e o espraiamento dos
fibroblastos sobre o substrato. As cé€lulas encontram-se dispostas de maneira
mais organizada do que até entdo observado.

Na figura 24c¢ sdo evidenciadas todas as estruturas celulares. As células
apresentam maior interatividade e estdo distribuidas de forma aleatdria
indicando a presen¢a de mais de uma camada celular. Nesta imagem ¢ possivel
observar que as cé€lulas se desenvolvem em dire¢des multiplas, diferente das
demais em que as células se desenvolviam em dire¢do aos sulcos provenientes
do lixamento dos espécimes. As membranas citoplasmaticas bem como os
prolongamentos celulares e proteinas sdo mais evidentes do que nas

fotomicrografias até entdo analisadas.
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Figura 25 - Imagens de fluorescéncia referentes ao 7° dia de cultura celular, magnitude 10 x. a) L2A;
b) L2B; c) L2C.
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Na figura 25 ¢ observada grande quantidade populacional, maior do que
nas demais fotomicrografias o que corrobora com o que foi detectado por
absorbancia.

Na figura 25a, como no grupo L2B, foi observada a secrecdo de
proteinas adesivas por toda extensdo do substrato no primeiro dia de cc. Em
contraste com o teste de absorbancia ha menor quantidade de nucleos celulares
no 1° dia do que no 4° dia de cc.

Na figura 25b € observada a distribuicdo celular por toda extensdo do
substrato ndo sendo observada multiplas camadas celulares. Nesta imagem
pode-se observar secrecdo de grande volume de proteinas adesivas na matriz
extracelular.

Na figura 25c¢ € possivel observar nucleos com diferentes volumes
indicando atividade metabdlica e proliferacdo celular. E possivel observar que as
células se desenvolvem no sentido dos sulcos provenientes do lixamento dos
especimes.

Sendo analisadas as fotomicrografias dos grupos em estudo ¢ possivel
observar que as populagdes celulares detectadas no sétimo dia de cc para os
grupos experimentais foram superiores a populacdo detectada em LI, em
contraste com que foi detectado por absorbancia, indicando que o aumento

populacional foi proporcional ao aumento da concentragao de Mo.

5.3.3 Organizacao Citoesquelética

Nas imagens a seguir podem ser observadas a organizagdo
citoesquelética nos diversos grupos. Na figura 26 foram selecionadas

fotomicrografias representativas do que foi observado nos grupos em estudo.
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A figura 26a ¢ referente ao primeiro dia de cc, nesta imagem ¢ evidente o
direcionamento dos prolongamentos celulares em dire¢do a superficie do
substrato e a secre¢do das adesinas proximas a estas regioes. Sao células em alta
atividade metabodlica em processo de fixacdo ao substrato. A figura 26b ¢
referente ao quarto dia de cc, € possivel observar que: as células apresentam uma
direcdo de crescimento definida; apresentam maior quantidade de células na
superficie do substrato: e pode ser detectada maior secrecao de proteinas.

Nas figuras 26¢ e 26d sdo observadas sobre o substrato as células tipicas
com alta atividade metabdlica, pode-se observar todas as estruturas celulares:
em vermelho, prolongamentos celulares e membrana celular; em verde,
citoplasma; e em azul, nucleo.

Nas figuras 26e e 26f podem ser observadas células com alta atividade
metabdlica, as diferencas entre estas células se devem mais ao fato do marcador
(verde) ndo ser evidente na figura 26f. Na figura 26e as células seguem
crescimento unidirecional e em 26f o crescimento € unidirecional mas ¢ possivel

observar poucas cé¢lulas em sentido diferente.
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Figura 26 — Imagens de fluorescéncia representativas da morfologia celular nos diferentes dias e nos
diferentes grupos em estudo. A) L2C, dia 1, 20 x; B) L2B, dia 4, 10 x; C) L2A, dia 1, 50 x; D) L2A,
dia 1, 50 x; E) L2C, dia 7, 50 x; F) L3C, dia 7, 50 x. * As barras nas imagens correspondem a 20 pm.
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5.3.4 Morfologia Celular

As fotomicrografias a seguir foram obtidas por microscopia eletronica de
varredura, nas imagens € possivel observar a morfologia celular e interagdo
celular.

Na figura 27 sdo observadas fotomicrografias dos grupos L1, L2A, L2B
e L2C referentes ao primeiro dia de cultura celular, nestas as células apresentam
atividade metabolica e ndo foram observadas células em apoptose. Fica evidente
que a proliferagao celular acompanha o direcionamento dos sulcos provenientes
do processo de preparagao dos espécimes.

Na figura 28 sdo observadas as fotomicrografias dos grupos em estudo
referentes ao quarto dia de cultura celular. Os grupos experimentais (L2A, L2B
e L2C) apresentaram aumento populacional, com exce¢dao de L1 que apresentou
redugdo populacional e algumas imagens sugestivas de apoptose celular.

A figura 29 ¢ referente ao sétimo dia de cultura celular, todos os grupos
apresentaram acentuado crescimento celular indicando a presenca de multiplas

camadas celulares na superficie do substrato.
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*Barras correspondentes a 500 pm.

Figura 27 — Fotomicrografias do 1° dia de cultura de células HDF sobre os substratos, magnitude
300 x. A) L1; B) L2A; C) L2B; D) L2C.
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*

*Barras correspondentes a 500 um

Figura 28 — Fotomicrografia do quarto dia de cultura de células HDF sobre os substratos, magnitude
300 x.a) L1; b) L2A; ¢) L2B; d) L2C.
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*Barras correspondentes a 500 um
Figura 29 — Fotomicrografia do 7° dia de cultura de células HDF sobre os substratos, magnitude 300 x.
A)L1; B)L2A; C) L2B; D) L2C.
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6 DISCUSSAO

Com o sucesso e popularizacdo das reabilitagdes por implantes as ligas
metalicas passaram a ser utilizadas em novos modelamentos nos quais a
biomecanica ¢ antagénica a biomecéanica habitual. No presente estudo foram
desenvolvidas ligas ternarias Co-Cr-Mo com diferentes percentuais em peso de
Mo. A alteragdao do percentual de Mo foi benéfica em varios aspectos que serao

pontuados a seguir.

6.1 Caracteristicas Microestruturais

As ligas ternarias propostas (L2A, L2B e L2C) neste estudo
apresentaram o Cobalto como elemento principal de liga por suas propriedades
mecanicas como modulo eldstico, resisténcia e dureza (Callister-Jr, 2002).
Cromo foi utilizado como segundo elemento da liga por sua resisténcia ao
manchamento e a corrosdo (Anusavice, 2005). Foi acrescentado maior
porcentagem em peso de molibdénio as ligas experimentais devido a diminuicao
do coeficiente de expansdo térmica (Sakaguchi, Powers, 2012) e ao aumento da
resisténcia a corrosdo (Lee, 1985), além de aumentar a dureza, a resisténcia e a
resisténcia a abrasdo (Paffenbarger, 1943).

Com relagdo a caracterizacdo microestrutural a hipotese alternativa (H)
foi aceita, uma vez que, foram observadas diferencas significativas quanto a
microestrutura das ligas experimentais (L2) em comparagdo a L1.

Na superficie dos espécimes L2 foram detectadas imagens semelhantes a
poros, que foram confirmadas pelas andlises em MEV (Figuras 13A, 13B, 13C,

13D e 13E). Alguns autores afirmam que estes poros sdo cavidades resultantes
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da técnica de fundicdo utilizada para obtencao do material (Lewis, 1975, 1977,
Lucchetti et al., 2015), mas a técnica utilizada para confeccdo dos espécimes
deste estudo (fusdo em atmosfera inerte, solubilizagdo e forjamento a quente)
ndo resultaria em porosidades no interior da liga, uma vez que, ndo haveria
doadores de oxigénio para o sistema, assim os poros observados podem ser
resultantes do processo de resfriamento dos espécimes apos forjamento (Balagna
et al.,, 2012; Giacchi et al., 2011). Defeitos semelhantes a estes foram
encontrados por Santos (2012). Autores afirmam que estes defeitos influenciam
negativamente a resisténcia e microdureza do material (Giacchi et al., 2011;
Lewis, 1975; Lucchetti et al., 2015). Neste estudo nao foi avaliada a resisténcia
dos materiais experimentais, desta forma mais estudos sdo necessarios para
caracteriza¢ao mecanica dos materiais.

Os difratogramas dos grupos em estudo (Figuras 10, 11 e 12) indicam a
presenca de duas fases distintas, cobalto solugdo solida com estrutura ctibica de
face centrada (CFC — vy Co) e estrutura hexagonal compacta (HCP — ¢ Co). Os
picos das ligas L1, L2 e L3 forjada foram detectados em angulos menores (26)
comparado aos difratogramas L2 bruta de fusdo e aos difratogramas tedéricos do
cobalto puro, segundo Santos (2012), o aumento da distancia interplanar ¢
consequéncia da inser¢ao dos a&tomos de cromo ¢ molibdénio na rede cristalina.
Outra diferenca observada foi a intensidade dos picos, em torno de 1700 u.a
para L2 forjadas e em torno de 800 u.a para as L2 brutas de fusdo, tal fato ndo
foi comparado aos achados da literatura pois os difratogramas semelhantes nao
apresentavam os valores de intensidade ou apresentavam unidade de medida
diferentes.

As duas fases detectadas nos difratogramas foram confirmadas pelas
analises em MEV (Tabela 5) e quantificadas por EDS que determinou para L2 a
presenca aproximadamente de 60 % Co, 28 % Cr ¢ 5 % Mo na fase CFC; e
aproximadamente 50 % Co, 30 % Cr e 12 a 7 % Mo na fase HCP. Em L3, para
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foram detectadas menores porcentagens de Co e Cr (45% e 27%,
respectivamente) e maior porcentagem de Mo (18 %); em HCP foi detectado
porcentagem semelhante de Co e Mo (52% e 9 %, respectivamente),
porcentagem inferior de Cr (23 %). Dados semelhantes ndo foram observados na
literatura, por isso a comparacao nao foi possivel.

A quantificacdo dos elementos quimicos apontou a presenca de Si
(0,73% em peso) em L1 dentro do limite aceitavel estabelecido pela American
Society for Testing and Materials (1996), mesmo que utilizada como base para
adicdo de Mo e confeccao das ligas L2A, L2B e L2C a presenga de Si ndo foi
detectada nas ligas experimentais (Figura 14).

Os niveis de Mn detectados nas ligas L1 e L2 ocorreram inversamente
proporcional a concentracdo de Mo, mas dentro dos limites estipulados pela
American Society for Testing and Materials, 1996, (Figuras 14 e 15).

Os outros elementos apresentaram limites dentro do estabelecido pela
norma € na proporcao apresentada no delineamento do estudo (Tabelas 3 ¢ 4;
Figuras 14, 15, 16 e 17). Em L3 foram observados apenas os metais oferecidos
ao sistema e nao foi observado nenhum contaminante. Assim acredita-se que o
Fe detectado nos espécimes L2 seja advindo de L1, e que este elemento nao foi
detectado em L1 devido a sua baixa concentra¢ao sendo esta variacao atribuida

ao erro conhecido do equipamento (0,05).

6.2 Caracteristicas Fisicas

A hipotese alternativa (H,) foi rejeitada, pois a dureza Vickers para os
grupos L1 (456,25 = 24) e L2 brutas de fusdo (L2A —472,05 = 66; L2B —
516,05 = 64; L2C —489,45 = 72) foi estatisticamente semelhante. A dureza

detectada para L2 BF foi superior ao detectado por outros autores que
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apresentaram em meédia 300 HV (Henriques et al., 2012; Santos, 2012)
(Tabela 6).

A hipotese alternativa (Hs) foi rejeitada, pois a dureza detectada para os
grupos L2 e L3 foi semelhante a L1.

O melhor desempenho foi observado para a L2B forjada (665,30 + 29),
valores semelhantes dureza nao foram anteriormente descritos pela literatura. No
entanto, ao reproduzir esta liga a partir de metais puros (L3B - 450,00 = 74) o
mesmo valor de dureza nao foi reproduzido.

Outro fator importante a ser avaliado € a resisténcia a corrosdo. Sabe-se
que as ligas de Co-Cr-Mo apresentam alta resisténcia a corrosdo devido a
presenca do cromo que auxilia a formacdo de uma camada protetora na
superficie da liga, a camada passivadora (Henriques et al., 2012; Martin et al.,
2013; Quu et al., 2011; Roberts et al., 2009), por esta razao ha interesse médico e
odontologico em sua utilizagdo em implantes orais e Osseos € novos estudos
estdo sendo conduzidos a fim de se utilizar desta propriedade do material.

Neste estudo foi possivel observar (Tabela 8; Figura 18) que a adi¢do de
molibdénio reduziu a intensidade de corrente de corrosdo em todas as ligas
experimentais € por consequéncia a resisténcia a corrosdo detectada € superior
as relatadas na literatura (Henriques et al., 2012; Qiu et al., 2011). No entanto,
nao foi observada uma correlacdo entre a propor¢do de Mo acrescido e a
intensidade de corrente de corrosdo, assim a hipotese Hs foi rejeitada.

Os valores mais estaveis de OCP, que neste caso foi obtido por L2A,
indica a formagao de 6xidos mais estaveis, caracterizando melhor formagado do
filme protetor na superficie do substrato.

Estes resultados sdo interessantes pois, quando uma liga de Co-Cr entra
em contato com os fluido corporais o cobalto ¢ completamente dissolvido,
alterando a composi¢dao do filme protetor para 6xidos de cromo contendo uma

baixa quantidade de 6xidos de molibdénio (Hanawa, 2004; Posada et al., 2014),
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o que leva a acidificacdo local podendo resultar em infeccdo aguda e cronica
(Rajamaki et al., 2013) um filme protetor mais estavel reduz a dissolucao do
cobalto diminuindo acidificacao local e seus efeitos.

Assim pode-se inferir que a adicdo de Mo contribui para a formagdo da
camada passivadora mais estavel na superficie das ligas de Co-Cr e que na
concentracdo de 6% a liga de Co-Cr-Mo apresentou a menor densidade de

corrente de corrosdo e portanto, maior resisténcia a corrosao.

6.3 Citotoxicidade Celular

As propriedades mecanicas sao extremamente importantes para a
adequada indicacdo de um biomaterial para que ele apresente o desempenho
esperado. Mas a indicacdo de um biomaterial ¢ dependente de sua
biocompatibilidade ao organismo.

A adi¢do de molibdénio as ligas metélicas tem se tornado uma estratégia
de interesse médico-odontoldgico para reabilitagdes. Inicialmente as vantagens
almejadas estavam relacionadas as propriedades mecéanicas dos materiais. A
limitagdo da concentragdo de Mo nos materiais de aplicagdo biomédica era
necessaria pois especulava-se o efeito citotoxico deste elemento em grandes
concentragdes (Rae, 1981).

Os estudos conduzidos para avaliar a citotoxicidade dos ions de
molibdénio que contraindicam a utilizagdo deste metal em geral avaliaram
particulas metélicas, metais puro em po e ions (Coogan et al., 1989; Dalal et al.,
2012; Messer et al., 1999; Messer, Lucas, 2000). Neste estudo foi possivel
observar que a adicdo de Mo levou a resultados interessantes de
biocompatibilidade celular. A adesao e a proliferagcao celular no dia 1 foi maior

para as ligas experimentais do que para L1, sendo aproximadamente duas vezes
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maior para L2B e quase trés vezes maior para L2C. A hipotese nula H6 foi
aceita, e foil possivel observar que a adicdo de Mo em L2 resultou em melhores
resultados do que em L1.

A viabilidade celular apresentada por L1 foi proxima ao limite do indice
de citotoxicidade (ICsgs,), em contraste ao IC observado por Santos (2012).
Sugere-se que mais estudos sejam realizados, uma vez que, L1 ¢ uma liga
comercialmente certificada pela American Society for Testing and Materials
(1996).

Nos dias 4 e 7 as ligas experimentais apresentaram redu¢do da populagdo
celular no entanto, atingindo valores até seis vezes maior que [Csgo, .

Os fibroblastos dérmicos na pele proliferam rapidamente e formam uma
rede de células alinhadas com morfologia alongada liberando proteinas e fatores
de crescimento formando uma densa matriz dérmica (Biggs et al., 2010; Smith
et al.,, 2011). Quando utilizados in vivo estas células se desenvolvem em
camadas com formacgdes aglomeradas (clusters). Estudos tem apontado que o
quarto dia de cultura celular ¢ 6timo para as células expressarem o marcador
proteico (Bechara et al., 2011; Capellato et al., 2012; Marionnet et al., 2006;
Smith et al., 2011), o que corrobora com os achados deste estudo em que no
quarto dia de cultura celular todos os grupos apresentaram populacido celular
superior ao primeiro dia.

A morfologia alongada dos fibroblastos demonstra afinidade da célula
pelo substrato que leva ao aumento da proliferacdo celular na superficie do
substrato, ativando outros sitios adesivos resultando em maior funcionalidade
das células fibroblasticas. Desta forma a hipotese H; foi aceita.

As analises de organizacdo citoesquelética e morfologia celular
demonstram que além do maior crescimento populacional observado nas ligas

experimentais (L2), também foi observado seu crescimento em camadas e
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aglomerados (cluster), formando uma rede celular complexa. O mesmo nao foi
observado em L1.

De acordo com as propriedades avaliadas neste estudo sugere-se que
mais estudos sejam realizados a fim de avaliar a utilizagdo das ligas
experimentais para aplicagao biomédica.

As pesquisas tem os procedimentos laboratoriais mais controlados e por
1sso resultam em menor quantidade de defeitos (Giacchi et al., 2011). Os
procedimentos envolvidos na confeccdo de proteses metalicas em laboratorios
de protese comerciais podem resultar em um biomaterial diferente ao
biomaterial desenvolvido, com maior quantidade de porosidades internas, mais
fragil, com propriedades mecénicas e bioldgicas ndo programadas e grande
quantidade de 6xidos superficiais.

Desta forma sugere-se que mais estudos sejam realizados a fim de
avaliar os processos de confecgdo de proteses metalicas por laboratorios técnicos
comerciais; e, que as vantagens das técnicas de confec¢do de proteses que
utilizam o material como desenvolvido, por exemplo usinagem, sejam mais
estimuladas, uma vez que, apresentam maior confiabilidade quanto a

manutenc¢ao das propriedades do material.
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7 CONCLUSAO

Com as limitagdes deste estudo foi possivel concluir que:

a) As caracteristicas microestruturais das ligas experimentais (L2 e L3)
foram superiores a L1;

b) A elevacdo da concentracdo de molibdénio influenciou positivamente
a resisténcia a corrosdo em liga de Co-Cr-Mo;

c) A elevacdo da concentracdo de molibdénio em liga de Co-Cr foi
comprovadamente ndo citotoxica sendo promisssoramente indicadas

para aplicagdo biomeédica e odontoldgica.
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