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Resumo

Este trabalho buscou a realizacdo de testes de citotoxicidade in vitro e solubilidade quimica
em um material cerdmico compodsito a base de Al»0s-ZrO>(Y203). Para verificar a
citotoxicidade, a viabilidade celular expde a existéncia de corantes vitais como o vermelho
neutro que dissolvido em agua atravessa a membrana celular, se concebendo centralmente nos
lisossomos, por ligacOes eletrostaticas hidrofébicas em sitios aniénicos na matriz lisossomal
onde este se fixa. Este teste foi realizado pelo IPEN. Teste de solubilidade quimica foi
realizado em condi¢Ges normais de temperatura durante 5 min e em temperatura controlada a
80 °C durante 1 hora, ambas utilizando acido acético 5% com agua grau 2. Comp0sitos com
alumina de alta pureza foram misturadas em diferentes teores de 3%, 5%, 10% e de 15% em
massa de zirconia nano particulada da marca ZPex. Os pds foram homogeneizados e
peneirados. As misturas de p6s foram prensadas uniaxialmente com prensa de dupla acdo de
pistdo a 100 MPa por 60 segundos. Compactos de 100 mm de diametro com 22 mm de altura.
Os compactos foram pré-sinterizados, aplicando-se temperatura de 1100 °C, com patamar de
120 min. A taxa de aquecimento foi de 2 °C/min até a temperatura final pré-estabelecida com
objetivo de reduzir empenos e facilitar a liberacdo de ligantes e lubrificantes organicos
utilizados na prensagem. Os resultados mostraram que o compdsito ndo apresentou nenhuma
alteragdo no teste de citotoxicidade e também se mostrou inerte para o teste de solubilidade
quimica com nenhuma perda de massa evidente.
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Abstract
This work aimed to perform in vitro cytotoxicity tests and of chemical solubility in a
composite ceramic material based on Al2Os-ZrO; (Y20z3). To verify cytotoxicity, cell viability
exposes the existence of vital dyes such as the neutral red that dissolves in water through the
cell membrane. This test carried out by IPEN. Chemical solubility test performed under
normal temperature conditions for 5 min and at controlled temperature at 80 °C for 1 hour,
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both using 5% acetic acid with grade 2 water. High purity alumina composites mixed at
different levels of 3 %, 5%, 10%, and 15% by mass of ZPex brand nano particulate zirconia.
The powders were homogenized and sieved. The powder mixtures uniaxial pressed with
double piston press at 100 MPa for 60 seconds. Compacts 100 mm in diameter with 22 mm
height madid. The compacts were pre-sintered applying a temperature of 1100 °C, with a
120min. The heating rate was 2 °C/min to the pre-set final temperature in order to reduce
bending and facilitate the release of organic binders and lubricants used in the pressing. The
results showed that the composite showed no change in the cytotoxicity test and was inert to
the chemical solubility test with no apparent mass loss.

Keywords: Composite, Alumina-Zirconia, Cytotoxicity, Solubility.

INTRODUCAO

A integracdo de materiais com diferentes propriedades funcionais inseridos no mesmo
produto esta crescendo nas inddstrias de manufatura, com énfase especial em: Aeronautica,
ferramentas de usinagem, molduras e biomateriais [1-4].

Compositos cerdmicos Al2O3/Y-TZP/ tém sido extensivamente estudados, a fim de aliar
a dureza do Al2Os com a alta tenacidade a fratura do ZrO; tetragonal [5-9]. Estes compdsitos
estdo bem estabelecidos em numerosas aplicacdes, como tribocomponentes, ferramentas de
corte e implantes biomédicos [5-9]. Neste sistema, 0 ZrO2-Y0s; (Y-TZP) também é
responsavel pela melhoria da sinterabilidade do Al»Os, reducdo do crescimento de gréos e
aumento da tenacidade a fratura da matriz de Al>Oz. No entanto, 0 aumento do conteudo de
Y-TZP resulta em perda consideravel de dureza e consequente resisténcia ao desgaste, bem
como aumento dos coeficientes de expansdo térmica e mudancas significativas na
condutividade térmica [10, 11].

E sempre necessario verificar a biocompatibilidade e citotoxicidade no desenvolvimento
de novos compdsitos ceramicos que ambicionam ser utilizados em seres humanos [12]. A ISO
6872 de 2015 [13] e a ISO 10993-5 de 2009 [14] determinam a realizacdo de testes para
analisar as caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas a fim de compreender os materiais
conformados e suas possiveis aplicabilidades. O presente trabalho apresenta como objetivo a
realizacdo de ensaios para a validacdo e desenvolvimento de um novo material a base de
Al>O3 reforcada com ZrO»(Y203) através de testes de citotoxicidade in vitro e solubilidade
quimica.

MATERIAIS E METODOS

Materiais

Nesse trabalho foram utilizados pos de alumina, Al2Os, e nanopo6s de dioxido de
zirconio estabilizados com 3% mol de 6xido de itria (ZrO2-Y203) da marca TOSOH. As
caracteristicas mais matérias-primas sdo apresentadas a seguir na Tabela I.

E importante ressaltar que a utilizacido de pds de alumina, Al,Os, como matriz do
compdsito, e diferentes proporcdes de zirconia estabilizada com itria, ZrO2(Y203), demonstra
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as principais caracteristicas das matérias primas utilizadas para confeccdo dos compositos
caracterizados e discutidos, posteriormente.

Tabela | — Caraterisiticas das matérias primas utilizadas no trabalho.

CARACTERISTICAS Al;O3 ZrO,(Y203)
FABRICANTE Almatis CT - 3000 TOSOH - Zpex
TAMANHO MEDIO DE 0.4 ym 40 nm
PARTICULAS ’
MASSA ESPECIFICA 3,98 g/cm? 6,05 g/cm?
PUREZA 99,9% 97% ZrO, Y203 3% mol (5,6% peso)
FASES CRISTALINAS 100% Al,O3 95% Tetragonal / 5% Monoclinica
AREA SUPERFICIAL 7,0 m2/g 16,2 m2/g

Os p6s foram misturados nas proporcdes de 85%, 90%, 95% e 97% em peso de Al.O3
com 15%, 10%, 5% e 3% de ZrO2('Y203) respectivamente. A moagem foi realizada a imido
utilizando alcool isopropilico como veiculo e jarros de esferas de WC. Foi utilizado moinho
planetéario (Pulverisette5, Fritsch) [15]. Lotes de 100 g de mistura dos pés foram moidos com
a quantidade de esferas de moagem (didmetro 5 e 10 mm) durante 5 minutos. Em seguida as
suspensdes foram encaminhadas para estufa de secagem e mantidas por 24 horas a 120 °C
[14].

Processamento

Os p6s foram prensados uniaxialmente com prensa de dupla acao de pistdo, a 100 MPa
e 60 segundos. Compactos de 10 mm de didmetro com 2 mm de altura. O primeiro estagio do
processamento de mistura constituiu-se na calcinacdo dos pos de ZrO»(Y203) a 900 °C por
uma 1 hora, com taxa de aquecimento de 20 °C/min, sendo promovido a remogédo de
particulas volateis e ligantes, fazendo com que ap0s o processo de calcinacao, sejam os pos de
Zr0,(Y203) sejam peneirados para atingir em a granulagdo inferior a 32um.

No segundo estagio do processamento, os pds de Al,O3 foram misturados em diferentes
proporgdes, em peso, de sendo que ZrOz(Y203) estas misturas continham concentragdes
iguais a 3%, 5%, 10% e 15% de ZrO,(Y203) as quais foram mescladas a seco utilizando um
moinho almofariz MARCONI MA-500 com pistilo motorizado de alumina em dois turnos
com tempo de moagem de 1 minuto e intervalos de 1 minuto entre cada turno, com rotagéo de
50 RPM. Posteriormente a moagem, foi acrescentada na mistura 5wt% de ligante polimérico,
o PVA (Alcool Polivinilico), em seguida, as misturas foram peneiradas na malha de 120
Mesh, atingindo granulagdo de 125 pm.

No ultimo estagio, os pds foram compactados uniaxialmente a uma pressiao de =~ 50
MPa durante 1 minuto, obtendo corpos de prova com dimenséo igual a 15 mm de diametro e
7 mm de espessura, e em seguida, as amostras foram sinterizadas no forno MAITEC F1650,
com rampas de aquecimento: 900 °C por 2 horas, com taxa de aquecimento de 1 °C/min, para
eliminacdo do ligante polimérico, em seguida, 1600 °C por 2 horas, com taxa de aguecimento
de 5 °C/min, e por fim, resfriamento a temperatura ambiente, com taxa de resfriamento de 10
°C/min.
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Os compactos foram pré-sinterizados, em forno MAITEC F1650, aplicando-se
temperatura de 1100 °C, com patamar de 120 min. A taxa de aquecimento foi de 2 °C/min até
a temperatura final pré-estabelecida com objetivo de reduzir empenos e facilitar a liberacao de
ligantes e lubrificantes organicos utilizados na prensagem [16].

Caracterizacdes

O célculo da massa especifica das amostras sinterizadas foi feito através do principio de
Arquimedes. A densidade relativa (%) foi calculada pela relacdo entre a massa especifica da
ceramica sinterizada e a massa especifica tedrica de cada composicao estudada [16].

As fases existentes nas amostras sintetizadas foram identificadas por difracdo de raios
X, utilizando radiacao “Cu-Ka”, com varredura entre 10° e 80°, passo angular de 0,05° e
velocidade de 3 seg/ponto de contagem. Os picos foram identificados, através de comparacao
com microfichas do arquivo JCPDS [17]. Difratdmetro de Raios X da marca SHIMADZU e
modelo XRD-6100, localizado nos laboratdrios do UniFOA.

Para a andlise da microestrutura as amostras foram lixadas e polidas [18]. Para
revelacdo dos contornos de grdo, as superficies polidas sofreram ataques térmico, ao ar, a
1350 °C por 15 min, utilizando taxa de aquecimento de 30 °C/min. A distribuicdo de
tamanhos de grdo foi avaliada, visando o estudo da influéncia da temperatura nos parametros
medidos de resisténcia mecéanica e translucidez [19]. Micrografias obtidas no MEV do
UniFOA da marca HITACHI e modelo TM3000 utilizando-se de elétrons secundarios.

Baseado na norma ISO 10993-5 (2009) a linhagem celular utilizada foi a NCTC clone
L929 (CCIAL 020) de tecido conectivo de camundongo, e o meio de cultura foi 0 Meio de
Eagle (MEM) com adicdo de 5% de soro fetal bovino, amino &cidos ndo essenciais e piruvato
de sodio (MEM-uso) [20]. A microplaca para o ensaio foi preparada no Nucleo de Culturas
Celulares do Instituto Adolfo Lutz. O cultivo das células foi realizado em garrafas de cultura,
em meio-uso e apo6s o crescimento das mesmas as celulas foram destacadas e a suspensédo
celular foi acertada para 3,5x10° células mL™. Os 200 ml da suspensdo obtida foram
distribuidos em cada po¢o da microplaca de 96 pocos e a placa foi mantida em incubadora
Umida a 37 °C e atmosfera com 5% de CO: por cerca de 24h, para atingir a confluéncia
desejada [20]. Os extratos das amostras e do controle negativo foram preparados em MEM-
uso, na proporcio de 1 cm? de area superficial ou 0,1 g por ml do meio de cultura, incubados
em estufa 37 °C durante 48h. Foi utilizada como controle negativo a alumina e como controle
positivo o latex de borracha natural (0,05 g em 8 ml de MEM-uso, incubado por 24h). Os
extratos foram submetidos a diluicdo seriada com MEM-uso obtendo-se concentracdes de
100, 50, 25, 12,5 e 6,25% [20]. O controle negativo, material que ndo causa toxicidade, é
utilizado para demonstrar a resposta celular e o controle positivo, material que demonstra
resposta citotoxica reprodutivel, é utilizado com o proposito de demonstrar uma resposta
apropriada ao sistema do teste. [20,21].

As amostras foram pesadas e logo em seguida depositadas em acido acético de grau
analitico, 4% por volume de solucdo em agua de grau 3. Logo em seguida a sua deposicdo
esperou-se por 30 segundos com a amostra imergida na solucao e ap6s houve nova avaliacdo
da massa da amostra para alteragédo no material, conforme 1SO 6872 [13].
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os materiais ceramicos desenvolvidos nesse trabalho apresentaram densificacdo entre
94% e 98%. A fase predominante no reforco de zirconia é a tetragonal, considerada fase
metaestavel, € reconhecida como responsavel pelo aumento da resisténcia mecanica das
ceramicas. Porém, a fase monoclinica, considerada como fase estavel, ainda é observada de
forma residual. A fase monoclinica, da qual ndo se obtém ganhos de resisténcia mecanica, foi
quase totalmente convertida em tetragonal, apos sinterizacdo [22]. A Figura 2 apresenta 0s
DRX dos compdsitos sinterizados com diferentes propor¢cdes em peso de ZrO»(Y203)
nanoparticulada. Observa-se a presenca das fases cristalinas de a-Al.O3, ZrO; tetragonal e
ZrO2 monoclinica.

Figura 2 - Difratogramas dos compdsitos sinterizados a 1600 °C durante 2h com diferentes teores de
ZrO,(Y203) nanoparticulada.

A Figura 3 demonstra os resultados da densidade relativa dos compactos a verde e dos
compositos sinterizados a 1600°C durante 2 horas.

Figura 3 — Densidade relativa e retracdo volumétrica em fungéo do teor de ZrO,('Y.0s) nanoparticulada.
Compactos a verde (linha vermelha), e compositos sinterizados (linha preta).
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As amostras compactadas demonstram densidade a verde na ordem de 55%. Ocorre que
a aplicacdo de 5% de ligante, em peso, propicia a homogeneidade do composito, fazendo com
que as particulas de ZrO; se alojem na matriz de Al>O3, ocasionando alto grau de densidade a
verde nas amostras. Posteriormente ao processo de sinterizacdo, o compdsito apresentou
densidade relativa superior a 95%, o que incita compreender que os ciclos de sinterizagédo das
amostras foram eficazes, permitindo a eliminacdo continua do ligante utilizado no processo de
prensagem, aumento do crescimento dos grdos, que por sua vez, causara a eliminacdo de
poros nas amostras sinterizadas.

Na retracdo volumétrica do material ap6s o processo de sinterizacdo a 1600 °C por 2
horas atingiu-se o valor maximo de 55%, o0 que indica que guanto maior a porcentagem, em
peso, de ZrO. no compdsito, menor sera a retracdo volumétrica do material, devido ao
coeficiente de expansdo térmica do ZrO, (a = 130x107 °C™) ser maior do que o do Al,O3 (o
= 80x107 °C*) [23]. E possivel notar que os picos cristalinos de ZrO; tetragonal (fase
metaestavel) elevam-se de acordo com os teores ZrO>(Y203) nanoparticulada, quando
adicionado na matriz de a-Al203. Observa-se em pequena propor¢do a presenca de ZrO»
monoclinica, na faixa de analise 20 entre 30° a 50°, o que independe dos compositos
ceramicos analisados.

Na Figura 4 verificam-se os resultados de MEV das amostras sinterizadas. Conforme as
micrografias dos compdsitos sinterizados observa-se que as particulas de ZrO2 (imagem clara)
estdo alinhadas em torno dos contornos de grdo da matriz de a-Al.O3 (imagem escura), sendo
que se aumentar a fragdo em massa de ZrO2(Y203), aumenta-se a quantidade de aglomerados
de grédos de ZrO2 em torno dos contornos de grdo, fazendo com que haja 0 aumento da
tenacidade do composito por transformacéo de fase.

EELUGP 083 S0x  wem EELUSP HoO082 B Dum
10 wrs 15 Wi

Figura 4 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do compésito Al,Os com diferentes proporcdes
de ZrO,(Y203): 3wtd% ZrOy; 5wt% ZrO2; 10wt% ZrOy; 15wt% ZrO,.

1541



63° Congresso Brasileiro de Ceramica
04 a 07 de agosto de 2019, Bonito, MS

A Tabela Il apresenta os resultados de citotoxicidade. O teste de citotoxicidade deve
estar de acordo com a ISO 10993-5, a fim de que os extratos dos materiais a serem testados
sejam colocados em contato com uma cultura de células de mamiferos, em microplacas de 96
pocos, de forma que o resultado seja apresentado em indice de citotoxicidade (ICso), 0 qual
significa que a concentracdo do extrato do material provoca 50% de morte na populacdo
celular.

Conforme demonstrado, frente a leituras de densidade Gptica calculou-se a porcentagem
de sobrevida das células em cada diluicdo pela comparacdo com a média do controle de
células (100% viabilidade celular). Na curva obtida pela projecdo da porcentagem de
sobrevida em funcdo da diluicdo do extrato em grafico (curva de viabilidade celular)
encontra-se o indice de citotoxicidade (ICsp) do material. A 1Cso define a concentragdo do
extrato que lesa ou mata 50% da populacao celular no ensaio de citotoxicidade.

Ja as curvas de viabilidade celular das amostras que se encontram acima da linha de
50% e que apresenta na concentracdo de 100% do extrato a viabilidade celular > 70% sao
definidas como ndo citotoxicas, sendo que as que cruzarem esta linha ou estiverem abaixo
dela sdo consideradas citotoxicas, alem do ICso ser obtido na interseccdo da curva de
viabilidade celular e a linha de 50%.

Com relagdo ao controle do ensaio, este em regra é realizado pelo controle de células,
onde a medida de DO deve ser > 0,3, sendo que a checagem da qualidade da concentragdo-
resposta, demonstra que o ICso deverd estar entre duas ou trés respostas de inibigdo da
incorporacdo do vermelho neutro, entre 10-90% de viabilidade celular.

Tabela Il - Resultados do Ensaio de Citotoxicidade pelo método de incorporacdo do vermelho neutro.

. % Viabilidade celular + cv
Concentragéo
Extrato (%) | Controle | Controle | g0 > o | g0 710, | 10%Zr0, | 15% zrO,
Negativo | Positivo
100 10046 148 10444 10442 97+4 95+5
50 10542 3045 106+2 107+1 97+10 103+1
25 10645 10543 9310 95+6 9245 88+14
12,5 104+4 104+3 105+1 104+1 1002 98+3
6,25 10243 10143 99+11 98+1 101+1 9546
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Figura 5 - Curvas de Viabilidade Celular obtidas no Ensaio de Citotoxicidade pelo método de
incorporagéo do vermelho neutro.
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Figura 6 - Curvas de Viabilidade Celular obtidas no Ensaio de Citotoxicidade pelo método de
incorporacdo do vermelho neutro.

A solubilidade quimica foi avaliada e seus resultados sdo expressos na Tabela Ill. E
importante demonstrar que as amostras dos compdsitos foram submetidas aos ensaios de
solubilidade quimica em condi¢bes normais de temperatura durante 5 minutos e em
temperatura controlada de 80°C durante 1 hora.
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Tabela 1l — Resultados do teste de Solubilidade Quimica.
Compoésito Al203/Y-TZP - Condi¢gbes Normais (T ame por 5 min)

Composicéo Massa inicial (g) | Massa final (g) | Diferenca (%)
Al;03/3%p Y-TZP 2,1149 2,1148 <1
Al;03/5%p Y-TZP 2,1153 2,1153 0
Al;03/10%p Y-TZP 2,2561 2,2558 <1
Al>;03/15%p Y-TZP 2,3970 2,3968 <1

Composito Al2O3/Y-TZP - Forno (80°C por 1 hora)

Composicéo Massa inicial (g) | Massa final (g) | Diferenca (%)
Al;03/3%p Y-TZP 2,1148 2,1148 0
Al>,03/5%p Y-TZP 2,1153 2,1156 <1
Al>03/10%p Y-TZP 2,2558 2,2557 <1
Al;03/15%p Y-TZP 2,3970 2,3968 <1

A importancia do teste de solubilidade se faz para uma analise geral do compdésito
desenvolvido, se houve ou ndo perda de material. Insinuando se 0 composito é capaz de evitar
qualquer tipo de dano a exposicdo organica, averiguando a presenca de alteracdo na estrutura
do material.

CONCLUSOES

Os compositos cerdmicos Al20s/Y-TZP desenvolvido neste trabalho possuem alumina e
zircdnia tetragonal como fases majoritarias, além de densidade relativa média superior a 95%.
Os testes de citotoxicidade indicam biocompatibilidade, em todas composic¢des desenvolvidas
nesse trabalho. Da mesma forma os testes de solubilidade indicam que as amostras néo
demonstraram alteracGes significativas. Portanto, constatou-se que esses compoésitos
desenvolvidos ndo séo agressivos ou nocivos ao organismo humano.
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