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RESUMO

O objetivo deste estudo foi obter superficies antimicrobianas em liga de Til5Mo apds
crescimento de nanotubos de TiO; associados a filmes poliméricos. A liga Til5Mo foi obtida
em forno de fusdo a arco sob atmosfera inerte de argbnio. Os lingotes foram submetidos a
tratamento térmico e depois foram trabalhados a frio. Apds o crescimento de nanotubos de
TiO, por oxidacdo anddica, as amostras foram divididas em dois grupos para diferentes
técnicas de deposicdo de polifmeros: grafitizacdo UV com poliestireno sulfonato (NaSS) e
deposicdo quimica de vapor por plasma (PECVD) com incorporacdo de clorexidina. As
superficies anodizadas foram caracterizadas por microscopia eletrbnica de varredura,
medicdes de angulo de contato, difracdo de raios-X (DRX) e espectrometria de fotoelétrons
por raios X (XPS). As superficies cobertas com polimeros foram avaliadas quanto a
molhabilidade, composi¢do quimica por espectroscopia infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) e quantidade de polimero depositado. Todas as superficies foram submetidas a
ensaios de cultura de células para avaliar sua resposta in vitro. A oxidacdo anodica foi capaz
de criar uma camada homogénea de nanotubos TiO, para diferentes potenciais utilizados e
ambos os métodos fisicos e quimicos foram eficientes para incorporar polimeros sobre suas
superficies. Nem os revestimentos de nanotubos ou polimeros utilizados apresentaram efeito
citotoxico, por outro lado as superficies com clorexidina foram responsaveis pela morte das
células. As superficies cobertas de PoliNaSS apresentaram melhor proliferacdo, morfologia e
adesdo celular, além disso, ensaios de diferenciacdo de osteoblastos confirmaram a alta

atividade da fosfatase alcalina e deposicao de céalcio / fosfato sobre essas amostras.

PALAVRAS-CHAVE: Biomateriais. Ligas de titanio. Oxidacdo anddica. Modificacdo de

superficie. Polimeros bioativos. Osseointegracgéo.



ABSTRACT

The purpose of this study was to obtain antibacterial surfaces on Til5Mo alloy from TiO,
nanotubes growth associated with polymeric films. Til5Mo alloy was obtained in arc melting
furnace under argon atmosphere. Ingots were subjected to heat treatment and then cold
worked. After TiO, nanotubes growth by anodic oxidation samples were divided in two
groups for different depositions technique: UV grafting with NaSS and plasma enhanced
chemical vapor deposition (PECVD) with chlorhexidine incorporation. The anodized surfaces
were characterized with scanning electron microscopy, contact angle measurements, x-rays
diffraction and x-ray photoelectron spectroscopy. The surfaces covered with polymers were
assessed for wettability, chemical composition by Fourier transform InfraRed spectroscopy
and polymer deposition rate. All surfaces were subjected to cells culture essays to evaluate its
in vitro response. The anodic oxidation was able to create a homogeneous TiO, nanotubes
layer for different voltages and both physical and chemical methods were efficient to
incorporate polymers over its surfaces. Neither nanotubes or polymers coatings presented
cytotoxic effect, in the other hand surfaces with chlorhexidine were responsible for cells
death. PolyNass covered surfaces showed better cells proliferation, morphology and adhesion,
in addition, osteoblast differentiation essays confirmed high alkaline phosphatase activity and
Calcium/Phosphate deposition over these samples.

KEYWORDS: Biomaterials. Titanium alloys. Anodic oxidation. Surface Modification.

Bioactive polymers. Osseointegration.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos materiais para aplicacbes biomédicas concentra esforgos
e estudos por toda parte do mundo, sendo o principal desafio dos pesquisadores unir
propriedades de volume favoraveis com superficies que exibam boas respostas biologicas.

Dentre os biomateriais mais estudados se destacam o titdnio comercialmente puro e
suas ligas, em especial a liga Ti6Al4V, a qual vem sido preterida ultimamente devido a efeitos
indesejados com a sua aplicacdo associado aos elementos de liga vanadio e aluminio.

Dessa forma, novas ligas a base de titdnio foram estudadas nas Gltimas décadas
visando aplicacGes biomédicas. A liga Til5Mo apresenta papel de destaque devido a seu
baixo modulo de elasticidade (70 GPa) e elevada resisténcia/modulo. Além disso, apresenta
elevada ductilidade e tenacidade devido a sua estrutura cristalina (CCC) justificando seu
emprego na area biomédica (HO et al., 1999). O Quadro 1 expde alguns exemplos de ligas de

titanio e suas respectivas propriedades mecanicas.

Quadro 1 - Ligas de titdnio e suas principais propriedades mecanicas.

Material Modulo (GPa) | Resisténcia a tracdo (MPa) | Fase
Ti-cp 100 240-250 a
Ti6AI4V 112 895-930 a+p
Ti5AI2.5Fe 110 1020 a+p
Til2Mo6Zr2Fe 74-85 1060-1100 B
Til5Mo 70 1380 B

(fonte: adaptado de Rack, 2006)

Além do comportamento mecanico favoravel, é igualmente importante para o sucesso
de um implante que sua superficie seja adequada ao meio no qual serd implantada. Quando
um material é inserido no corpo humano uma série de reacdes em cascata ocorre, 0 que pode
levar a sua integracdo. A primeira etapa desse processo é chamada de estabilidade primaria e
esta relacionada a ancoragem do implante ao 0sso, porém com o passar do tempo essa relacdo
perde importancia em detrimento de uma segunda etapa, a ligacdo bioldgica entre as partes
envolvidas (LAVENUS, 2010).

Nos ultimos anos, diversos tratamentos de superficie buscando maior interacéo

bioldgica foram desenvolvidos. Os tratamentos de superficie podem ser classificados em
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mecanicos, fisicos e quimicos, de acordo com o mecanismo de modificacdo superficial do
material (LIU et al.., 2004; MIYAZAKI et al.., 2002; FUKUMOTO et al.., 1999; LEI et al..,
2001; KIM et al.., 2002; LIU; CHU; DING, 2004; RIEDEL; WILLIAMS; POPAT, 2011;
ZHU et al.., 2011; ALLAM; FENG; GRIMES, 2008; WANG,1996).

Dentre as diversas técnicas de modificacdo utilizadas pode-se ressaltar o tratamento de
oxidacdo anddica. Neste processo dois eletrodos (um anodo de trabalho e um catodo de
platina) sdo imersos em um eletrolito e empregando uma diferenca de potencial promove-se a
adsorcdo do oxigénio da solucdo no metal, formando uma camada éxida sobre o substrato
(BRUNETTE et al., 2001).

Dependendo de fatores do processo (potencial aplicado, viscosidade do eletrélito,
distancia entre os eletrodos) e/ou propriedades do material anodizado o resultado pode variar

de formacdo de nanoporos a nanotubos desalinhados e finalmente nanotubos alinhados.

Figura 1 — Esquema tedrico do crescimento de nanotubos de TiO, e morfologia obtida para
oxidagdo anddica do Ti-cp.

: Oxidacio
anddica

(fonte: Ketul, 2007)

A criagdo de nanoestrutura de morfologia tubular na superficie do metal, segundo
Balla et al.. (2010) apresenta maior grau de oxidacdo e de energia de superficie, bem como
melhora consideravel da biocompatibilidade em comparacdo com superficies lisas. Estudos
também apontam que superficies nanoestruturadas se assemelham a estrutura da matriz

extracelular (CHANG, 2012) e essa morfologia favorece a adesdo celular de maneira direta e
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indireta (CHOE, 2011; POPAT, 2007 a,2007 b; SMITH, 2010, 2011). E importante ressaltar
que a morfologia dos nanotubos, seja comprimento, didmetro e/ou espessura da parede tem
papel fundamental na estabilizacdo da fase constituinte do didxido de titanio (BAUER, 2011)
0 que por sua vez pode também influenciar o crescimento celular.

E de vital importancia para a caracterizagio de um biomaterial a sua resposta bioldgica
e se propdem duas vias para essa avaliacdo: estudos in vitro (por cultura de célula em
laboratdrio) e in vivo (com implantacdo do material em um hospedeiro animal). Tal sequéncia
¢ proposta ja que os primeiros ensaios obtém respostas confiaveis sem a necessidade de
sacrificio de animais (BRAMMER, 2008). Assim sendo ensaios de cultura de células sobre
discos de biomateriais metalicos s&o amplamente utilizados para essa finalidade.

Durante tais ensaios células de linhagem adequadas séo cultivadas sobre biomaterial e
deverdo se fixar e proliferar sobre a superficie. No entanto, Smith et al.. (2010, 2011)
constataram que essa proliferacdo é muito mais eficaz em superficies recobertas por
nanotubos, com maior atividade mitocondrial de células, como verificado por testes de
viabilidade celular (OH et al.. 2006). Os mesmos autores atribuem esse comportamento ao
estimulo no alongamento celular exercido por superficies nano-organizadas e ainda, segundo
Altankov (1996), materiais ultra-hidrofilicos (caracteristica comum em superficies
anodizadas) sdo mais favoraveis a adeséo e proliferagdo celular.

Mais recentemente, pesquisadores tem buscado utilizar superficies com nanotubos
para liberacdo de medicamentos in situ. Entretanto, a liberacdo por superficies com nanotubos
simplesmente preenchidos por medicamentos é de dificil controle o que torna essencial o
emprego de um tratamento que auxilie esse processo (SONG, 2009). Dentre as alternativas
propostas, pode-se destacar o recobrimento de nanotubos com camadas poliméricas. Aw et al.
(2011) obtiveram sucesso em seus estudos a partir do preenchimento de TNTs com micelas
poliméricas anfifilicas contendo medicamentos no seu interior e posterior recobrimento por
uma camada de polimero (alilamina) a plasma (Figura 2). A combinacdo dessas técnicas
possibilitou a liberacdo controlada do medicamento reduzindo a velocidade em mais de 200%.
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Figura 2 - Nanotubos preenchidos por micelas poliméricas carregados de medicamentos e
recoberto por polimeros a plasma.

Liberacdo

Polimero

Micelas

“Nanotubo

(fonte: adaptado de Aw, 2011)

Outra possibilidade promissora que vem sendo explorada no combate a infecgOes
sobre implantes € o recobrimento de superficies por polimeros bioativos (CHOUIRFA, 2016).
Ao contrario do que acontece em superficies carregadas de medicamentos o objetivo desta
técnica ndo é destruir possiveis bactérias aderidas e sim impedir a adesdo inicial ao facilitar a
ligacdo com proteinas celulares. A Figura 3 ilustra a diferenga no mecanismo de agdo das

duas técnicas.

Figura 3 - Representacdo esquematica dos efeitos antimicrobianos por liberacdo (a) e por
contato (b).

. Bacteria

. Medicamento

' Proteina celular

(fonte: adaptado de Jia, 2016)
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Dessa forma a associacdo de materiais metalicos com propriedades de volume
reconhecidamente viaveis, superficies nanoestruturadas e recobrimentos poliméricos

representa uma promissora opcao na pesquisa de materiais para aplicacdes biomeédicas.
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5 CONCLUSAO

O objetivo deste trabalho foi a modificacdo da superficie da liga Til5Mo por oxidagédo
anodica e sua associacdo a polimeros bioativos para aplicacdo biomédica. Os resultados
obtidos permitem as seguintes conclusdes:

a) A oxidacdo anddica permite o crescimento de nanotubos de TiO, sobre liga Til5Mo
em eletrolito de NH,F/glicerol sob potencial de anodizagéo de 5V, 10V e 20V.

b) Nanotubos formados a 10V sdo compostos de oxido na fase anatase, apresentam
ultra-hidrofilicidade, homogeneidade da camada e baixo didmetro interno. A combinacao
dessas caracteristicas é favoravel ao crescimento celular e fez com que tal condicdo fosse
escolhida para o recobrimento por polimeros e posteriores estudos in vitro.

c) A deposicdo de PMOXA pelo método fisico (PECVD) pode ser realizada sob
diferentes condicBGes de potencia e todas apresentam interacdo positiva com o antiséptico
clorexidina, porém por apresentar molhabilidade e espessura favoraveis deposi¢des a 15W
foram escolhidas para a sequéncia do trabalho.

d) O TiO, formador dos nanotubos pode ser efetivamente grafitizado com poliNaSS
sem necessidade de oxidagdo quimica requerida para superficies ndo anodizadas. Comparando
os resultados obtidos para a taxa de grafitizacdo das superficies com nanotubos com as taxas
reportadas na literatura para superficies ndo anodizadas € possivel afirmar que a
nanoestruturacao do 6xido levou a maior grafitizacdo da superficie.

e) As superficies da liga Til5Mo, anodizadas ou ndo, antes ou depois de recobrimento
polimérico ndo indicam citotoxicidade. Todavia, superficies contendo clorexidina foram
responsaveis por morte celular. Estudos mais aprofundados serdo necessarios para confirmar
se a citotoxicidade desta condicdo esta ligada a dose de medicamento ou cinética de liberacéo.

f) Dentre todas as condic¢Oes estudadas os nanotubos de TiO, revestidos de poliNaSS
apresentam melhor comportamento in vitro no que diz respeito a viabilidade celular a 24
horas, proliferacéo celular a 7 dias, morfologia celular e adesdo a curto termo.

g) A atividade da enzima fosfatase alcalina e deposi¢des de calcio e fosfato confirmam a
diferenciacdo de osteoblasto superior em superficies contendo poliNaSS.

Finalmente, a liga Til5Mo contendo nanotubos e recoberta por polimeros ativos é
viavel para aplicagdes biomédicas podendo futuramente representar uma alternativa superior

aos produtos disponiveis no mercado.
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