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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 célcio / 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 modificagdo 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 déxida 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 biomedicas.

1.1  Objetivos
Este trabalho tem como objetivo principal a modificagdo da superficie da liga Til5Mo

a partir do crescimento de nanotubos de TiO, e sua associagdo com superficies

antimicrobianas, para promover melhor resposta biologica contra crescimento bacteriano sem

prejudicar o crescimento celular nas superficies de implantes biomédicos.

Para tanto foi necessario o desenvolvimento das seguintes metas:

Determinar os parametros ideais para oxidacdo anddica da liga;

Caracterizacdo da camada de éxido de TiO, por Microscopia Eletrénica de
Varredura, angulo de contato e analise de difracdo de raios-X;

Avaliar a citotoxicidade, adesdo e proliferacdo celular sobre a liga anodizada;
Realizar recobrimentos antimicrobianos por métodos quimicos e fisicos;
Avaliar a citotoxicidade, adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular apos

recobrimentos poliméricos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Considerac0es Gerais

O termo biomateriais foi definido inicialmente na década de 1980 como “material
usado na fabricacdo de sistemas médicos, destinados a interagdo com sistemas bioldgicos”
(WILLIAMS, 1987), porém atualmente a definicdo mais amplamente aceita € a utilizada pelo
National Institute of Healt (Instituto Nacional de Saude norte —americano) que aceita como
biomaterial “Qualquer substancia ou combinacao de substancias, com exceg¢éo das drogas, de
origem sintética ou natural, que pode ser usado por qualquer periodo de tempo, aumentando
ou substituindo parcial ou totalmente qualquer tecido, 6rgao ou funcdo do corpo, a fim de
manter ou melhorar a qualidade de vida do individuo " (WILLIAMS, 1999). Tal definicdo
muito mais ampla e abrangente reflete tanto a evolugéo no campo cientifico dos biomateriais
quanto as diversas mudangas ocorridas ao longo dos anos na sociedade em geral, reafirmando
a importancia crescente desses materiais para a salde e bem-estar da populacao.

Em uma definicdo ainda mais abrangente, porém em concordancia com a anterior,
Chen e Thouas (2015) classificam biomateriais como uma divisdo de materiais biomédicos de
acordo com a possibilidade ou ndo de implante. Para esses autores biomateriais poderiam
ainda se dividir em biomateriais sintéticos e biol6gicos, como representado na Figura 4.

Figura 4 - Classificacdo de materiais biomédicos por Chen e Thouas (2015).

Materiais
biomédicos

Biomateriais
implantaveis

Materiais nao-
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Biomateriais
naturais
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(fonte: Chen e Thouas, 2015)
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Nos dias de hoje os biomateriais sintéticos podem ser aplicados nas mais variadas
funcdes, em todo o corpo do ser humano (Figura 5). Naturalmente, isso exige uma vasta gama
de propriedades fisicas, quimicas e biologicas que faz com que todas as classes de materiais
estudadas nas ciéncias de materiais (metais, polimeros, ceramicas e compositos) tenham

aplicabilidade neste campo.

Figura 5 - Diferentes aplicacdes de materiais biomédicos no corpo humano.
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(fonte: Adaptado de MIT OpenCourseWare)

Dentre as inumeras possibilidades de aplicagdo de biomateriais metalicos se destaca a
substituicdo de tecidos duros, como por exemplo implantes dentarios, parafusos, placas de
fixacdo proximal/distal e proteses de quadril.

A primeira protese de quadril metal-metal foi confeccionada em ago inoxidavel e data
da década de 1950 (LONG, 1998). Embora essas préteses correspondessem parcialmente as
expectativas, a popularizagdo do procedimento cirurgico de colocacdo de implantes levou ao

estudo mais cuidadoso da selecdo de materiais elegiveis para sua confeccéo.
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Os critérios adotados para a selegdo dos biomateriais sdo dependentes de fatores como:
meio em que serdo empregados, idade do paciente, custo e aplicacdo, sendo a escolha baseada
principalmente em suas propriedades mecanicas, resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade
(GEETHA et al.., 2009).

Os principais fatores relacionados com a falha do implante podem ser visualizados na
Figura 6.

Figura 6 - Principais falhas em biomateriais metalicos e suas respectivas causas. Nota-se que

as falhas podem ocorrer por caracteristicas de volume, de superficie ou combinacao de ambos.
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(fonte: Adaptado de Geetha, 2009).
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Diante de tantas imposi¢oes, as possibilidades de materiais vidveis para esta aplicacéo
sdo bastante reduzidas e atualmente se concentram basicamente em trés tipos: aco inoxidavel,
ligas de cobalto-cromo e ligas de titanio (RACK, 2006).

O Quadro 2 sintetiza as vantagens e desvantagens de cada uma dessas op¢oes.

Quadro 2 - Resumo de vantagens e desvantagens associadas a biomateriais metalicos.

Aco inoxidavel

i Ligas Co-Cr Ligas de Ti

austenitico

Elementos de ligas | Cr, Ni, Mo Mo, Ni Al V, Nb, Mo, Ta
Biocompatibilidade,
_ o resisténcia a
Custo, Resistencia a 3 )
) o ) ) corroséo e fadiga,

Vantagens disponibilidade, abraséo, corrosdo e

- _ modulo de
processabilidade fadiga o )
elasticidade baixo

(55 — 110 GPa)

Alto mddulo de

elasticidade (200 Alto médulo de ) o
. Baixa resisténcia a
Desvantagens GPa), elasticidade (200 — N
. abraséo, custo
comportamento a 230 GPa)

longo prazo

(fonte: adaptado de Long, 1998)

Comparando os requisitos e as propriedades apresentadas fica evidente a superioridade
do titnio e suas ligas e justifica a concentracdo de tantos pesquisadores da &rea de
biomateriais no desenvolvimento e modificacdo de ligas titdnio para a confeccdo de proteses.
A possibilidade de aliar propriedades como resisténcia a corrosdo do titanio e comportamento
mecanico modulavel por adicdo de elementos de liga, representaram um ganho real e um

avanco significativo na busca por melhores implantes.

2.2 Ligas de Titanio
No inicio da década de 1950 o pesquisador sueco Per-Ingvar Branemark realizou uma

descoberta que mudaria a histdria dos biomateriais. Durante a realizagdo de experimentos

sobre a circulacdo sanguinea Branemark implantou em coelhos uma camera fotogréfica
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envolta em uma capsula de titdnio com intengdo de remove-la apds o termino do experimento.
Para a sua surpresa, ao fim do periodo a capsula mostrou-se intimamente ligada ao 0sso, fato
que chamou atencdo do pesquisador e o levou a mudar seu foco de pesquisa para fabricacédo
de implantes (BRANEMARK, 1983), culminando na primeira cirurgia de implante dentario
de titdnio em 1965.

O material utilizado na confec¢cdo dos primeiros implantes é conhecido hoje como
tithnio comercialmente puro, ou Ti-cp, com pureza na ordem de 99,5% obtido a partir do
rutilo.

O Ti-cp é um material alotropico apresentando mudanca de fase de hexagonal
compacta (conhecida como fase o) a fase cubica de fase centrada (fase ) acima de 882°C
(BAUER, 2007). Embora o sucesso inicial em seu uso, o Ti-cp teve como limitante de sua
atuacdo a baixa resisténcia a fadiga e alto modulo de elasticidade, valores que se mostraram
mais vantajosos em suas ligas. Segundo Kurtz et al. (2007) intervencdes para revisdo de
implantes de quadril devem ter um aumento de 137% até 2030.

Neste contexto, a liga a-p Ti-6Al-4V se destacou como alternativa viavel e foi
amplamente utilizada durante anos (NIINOMI, 1998). No entanto, nas ultimas décadas 0s
elementos aluminio e vanadio tém sido contestados e apontados como formadores de
compostos nocivos ao paciente implantado (EISENBARTH, 2004). Ao mesmo tempo, ligas
livres de vanadio e contendo somente elementos estabilizadores de fase  foram apontadas
como tendo maior resisténcia a fadiga e abrasdo, mantendo ou mesmo reduzindo o modulo de
elasticidade (YOSHINARI, 2001). O Quadro 3 relaciona alguma das ligas comumente

utilizadas e respectivas propriedades mecénicas (RACK, 2006).

Quadro 3 - Materiais da primeira (1950-1990) e segunda geracGes (1990-2000) de
biomateriais metalicos e suas propriedades mecanicas.

Material Modulo (GPa) | Resisténcia a tracdo (MPa) | Fase
Ti-cp 100 240-250 o
Ti-6Al-4V 112 895-930 o+ p
Ti-5Al-2.5Fe 110 1020 a+p
Ti-12Mo-6Zr-2Fe 74-85 1060-1100 B
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 55 596 B
Ti-35Nb-7Zr-5Ta-0.4 O | 66 1100 B

(fonte: adaptado de Rack, 2006)
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O sistema titanio-molibdénio, se mostrou uma atrativa opgao visto a baixa toxicidade
do elemento de liga e boas propriedades mecénicas e vem sendo estudado ao longo da Ultima
década a fim de determinar composicdes favoraveis a aplicacdo biomédicas (CHAVES, 2016;
ESCADA, 2013, 2017; HO, 2009; YU-YONG,2006). O diagrama de fase do sistema Ti-Mo &
representado na Figura 7.

Figura 7 - Diagrama de fases do sistema titanio-molibdénio.
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Ho et al. (1999) estudaram ligas com porcentagem de molibdénio entre 6 e 20% em
massa e comprovaram que a estrutura cristalina da liga € sensivel a composicdo. Ligas com 6
a 7,5% de Mo em massa apresentam estrutura hexagonal ortorrdmbica na fase o’ enquanto
para amostras entre 10 a 20% de elemento de liga, a estrutura é cubica de corpo centrada,
caracteristica da fase B e de maior aplicabilidade no campo de biomateriais devido a
propriedades mecanicas superiores em comparacao ao seu alotropo.

Tal constatacdo pode ser reafirmada com base em Chen et al. (2006) que ao estudar o
comportamento mecanico de ligas na mesma faixa de porcentagem de massa comprovou que
ligas com 15 e 20% de molibdénio tem valores de modulo de elasticidade e dureza Vickers
menores que ligas com 5 ou 10% de Mo. Os resultados sdo expostos no Quadro 4.
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Quadro 4 - Resultados obtidos por Chen et al. (2006) em seus estudos de propriedades
mecanicas de ligas do sistema Ti-Mo.

Teor de Dureza Vickers Resisténcia a Madulo de
molibdénio (%om) | (HV) compressdo (MPa) elasticidade (GPa)
5 441 1876 30,4

10 451 1636 29,8

15 381 1560 26,7

20 392 1546 27,0

(fonte: adaptado de Chen 2006)

2.3 Tratamentos de superficies para aplicacoes biomédicas
Apesar de essenciais no sucesso de um material para aplicacdo biomédica,

propriedades de volume ndo sdo as Unicas varidveis a serem analisadas quando se trata do
desenvolvimento de biomateriais. Pelo contrario, a interacdo entre o meio bioldgico e o
implante acontece na superficie e a reacdo decorrente dessa interacdo sera determinante para o
sucesso do material implantado.

De modo geral essa relacdo pode acontecer de duas formas: formagdo de membrana
fibrosa entre a superficie e o implante, ou o desenvolvimento de uma interacdo direta
osso/implante com adesdo das células 6sseas sobre o metal, ao qual se d& o nome de
osseointegracdo (GUEHENNEC, 2007). A ocorrencia do primeiro evento impede o segundo,
sendo portanto primordial que a ancoragem dos osteoblastos aconteca 0 mais rapido possivel
uma vez em contato com o biomaterial (OH, 2006).

Em outras palavras, o implante s0 podera ser considerado bem-sucedido se for
osseointegrado e o desenvolvimento desse processo é dependente de caracteristicas tais como
molhabilidade, rugosidade e composi¢do da superficie. Todas estas caracteristicas estdo
interligadas na medida que a composicdo da superficie e rugosidade sdo primordiais para
interacdo com liquidos, afetando a molhabilidade, a qual por sua vez mudard a maneira com
que células dsseas se proliferam pela superficie. Por outro lado, a diferenciagdo das células é
profundamente ligada a composicao da superficie (FELGUEIRAS, 2015) e seu crescimento
se dara principalmente em lacunas deixadas pela rugosidade (POPAT, 2007).

Diante disso, e considerando as ja consagradas propriedades de volume das ligas de
titdnio, a modificacdo de superficie surge como novo desafio na busca de dispositivos ainda

mais eficientes e duradouros.
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De acordo com Sobieszczyk (2010) os métodos de modificacdo de superficies podem
ser divididos em 3 categorias:

e Mecénicos: Métodos baseados em alteracdo da topografia da superficie por meio
mecanico, seja com aumento ou diminui¢do da rugosidade. De maneira geral ndo
afetam a composicdo da superficie. Como exemplos de métodos mecanicos pode-se
citar o lixamento, polimento e jateamento;

e Quimicos: Métodos que promovem alteracdo da superficie por acdo de algum reagente
Ou processo quimico. Tais processos podem alterar a rugosidade da superficie, como
no caso de ataques acidos e bésicos ou alterar sua composi¢cdo como por exemplo
deposicao quimica de vapor, recobrimento por dip coating, spin coatings entre outros.

e Fisicos: Alteracdes baseadas em processos fisicos. Assim como acontece nos métodos
quimicos as alteracdes podem focar em rugosidade, plasma spray € a principal técnica
dessa vertente, ou a composicdo da superficie, 0 que acontece por exemplo na

implantacéo idnica.

Ainda deve ser levado em conta que estes processos podem ser combinados, visando
complementar seus resultados e que, devido a relacdo descrita anteriormente, todas as técnicas

terdo influéncia na molhabilidade das amostras.

2.4  Modificacdo de Superficie por Oxidacédo Anddica
A nanoestruturacdo do oxido naturalmente presente na superficie de ligas de titanio

vem sendo estudada ha anos em ciéncia dos materiais devido ao alto potencial de utilizacédo
em areas que variam de fotocatélise a confeccdo superficies anti - bacterianas (CHAVES,
2015).

A primeira mengdo de produgdo de nanotubos na literatura data de 1984 por
Assefpour-Dezfuly et al. (1984), os quais submeteram superficies de titdnio a oxidacdo
anodica a fim de avaliar a morfologia e adesé@o do 6xido.

Apesar de efetivo, 0 método passou um longo tempo sem ser estudado e outros
processos de crescimento de TNT foram desenvolvidos por outros grupos pelo mundo, como
processos de sol-gel ou tratamento hidrotermal, ainda que sem alcancar o nivel de
organizacdo ou facilidade de realizacdo da oxidagdo anddica. O panorama mudou por volta
dos anos 2000 quando o advento do uso de nanotecnologia na area de biomateriais deu novo
folego a técnica (KULKARNI, 2015; VARGHESE, 2002).
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O processo eletroquimico em questdo consiste na imerséo de dois eletrodos, um anodo
constituido do metal a ser anodizado e um catodo de material inerte em um eletrolito. Sobre
os eletrodos se aplica entdo um campo elétrico, na forma de tensdo ou corrente elétrica. A

Figura 8 mostra o arranjo experimental de uma célula de oxidacdo anddica.

Figura 8 - Representacdo de uma célula de oxidacdo anddica de dois eletrodos, um catodo
metalico a ser anodizado e um anodo inerte.
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(fonte: Adaptado de Neupane, 2011.)

A acdo do campo elétrico realiza o transporte de ions entre os dois eletrodos,
promovendo reacGes de oxidacdo na superficie do metal, porém, o desenvolvimento de
estruturas nanotubulares se baseia na relacdo entre a formacéo e a dissolugdo de 6xido, a qual
s6 acontece em condicGes especificas relacionadas sobretudo a composicao do eletrolito.

Segundo Taveira et al. (2005) a reacdo de formacdo de O0xido no catodo se da pela
oxidagdo do titanio metalico & Ti**, o qual pode se combinar diretamente & fons O ou
hidroxilas. Nesse segundo caso, 0 ion passara por uma forma intermediaria antes de sua

decomposi¢do em dioxido de titanio. As equagdes envolvidas sdo representadas a seguir:

Ti** + 2 0% - Ti0,
Ti** + 4 0H™ - Ti(OH), » H,0 + Ti0;

Por outro lado, a reacdo de dissolucdo é dependente da composicdo do eletrélito, em
especial da presenca de ions fluoreto. Tal dependéncia é explicada pela capacidade do ion de

atacar o diéxido de titanio e formar o complexo TiFg>, de acordo com a seguinte reago:
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TiO, + 6 F~ 4+ 4H* — TiF? + H,0

O complexo TiF¢® é solGvel em &gua e voltara para o seio da solucdo uma vez
formado.

Diante disso, é possivel inferir que em presenca de eletrolitos fluoretados as reacdes de
formacéo e dissolucdo de oxido serdo concomitantes e concorrentes possibilitando a formacéo
de uma arquitetura unica e nanoestruturada na superficie tratada.

Os eletr6litos mais comumente usados no tratamento de oxidagdo anddica sdo
solucdes de HF ou sais de fluoreto em agua, glicerol ou etileno-glicol. O teor de soluto e a
natureza do solvente influenciardo também a morfologia dos tubos formados, uma vez que
eletrolitos mais viscosos ou com menos ions oferecerdo maior resisténcia no transporte de
cargas entre um eletrodo e outro (KULKARNI, 2015). Esse fator pode ser balanceado pela
regulagem de distancia entre os eletrodos.

Outros fatores reportados como atuantes na morfologia final do 6xido séo:

e Tempo: Como é esperado, aumento no tempo de tratamento foi reportado como
responsavel por maior crescimento de oOxido, resultando em nanotubos mais longos
(VASILEV, 2010);

e Potencial: Uma das caracteristicas mais interessantes para aplicacdo biomédica de
superficies anodizadas é a relacdo diretamente proporcional entre aumento de
voltagem de tratamento e aumento do didametro dos nanotubos (KHUDHAIR, 2016;
RANGEL, 2016). Esse controle de dimensbes abre portas para uma vasta gama de
aplicacdes.

No que diz respeito as caracteristicas fisico-quimicas os TNT produzidos por oxidacao
anodicas sdao amorfos ao fim do tratamento, porém podem ser cristalizados por tratamento
térmico de calcinagcdo. Assim como o didxido de titanio denso, os TNT cristalizados possuem
formas alotropicas, destacadamente anatase e rutilo. As faixas de temperatura de estabilizacdo
das fases cristalinas citadas sdo alvo de controveérsia entre pesquisadores que estudaram o
comportamento térmico dos oxidos (YU, 2010; CHAVES, 2016; REGONINI, 2010), ainda
que todos estabelecam que temperaturas mais baixas que 500 °C serdo predominantemente
formadoras de anatase. Além da temperatura, Bauer et al. (2011) afirmam que o diametro dos
nanotubos também é um fator decisivo na fase cristalina final dos TNT.

O crescimento e propagacdo de osteoblastos apds anodizacdo de titanio
comercialmente puro foram estudados por Jin et al. (2006) e os resultados obtidos foram

promissores no que concerne ao aumento do numero de células aderidas mesmo em curto
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intervalo de tempo. A Figura 9 mostras micrografias de varredura eletrdnica do crescimento
celular ap6s 48 horas de incubagdo. O aumento chega a mais de 300% entre as condicGes
analisadas e é atribuido principalmente a topografia da superficie, pois além de prover um
aumento substancial da area superficial, apresenta também um caminho para o crescimento

dos pseuddpodes celulares.

Figura 9 - Micrografias eletronicas de varredura para amostras de titdnio puro apés 48 de
incubacdo nas condicGes: a) Polida, b) Anodizada.

(fonte: adaptado de JIN, 2006)

Esta maior osteocunditividade devido a ancoragem dos pseuddpodes foi confirmada
por Das et al. (2009) na medida que as células ndo s6 séo verificadas em maior quantidade
sobre superficies anodizadas, mas também possuem morfologia mais desenvolvida e

espalhadas. A Figura 10 mostra células apés 11 dias de crescimento.
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Figura 10 - Micrografias dos osteoblastos ap6s 11 dias de crescimento. A) TiCP, B) Titanio
anodizado e c¢) Detalhe da interacao dos filopodes e nanotubos.

(fonte: adaptado de Das, 2006) o

Igualmente, estudos in vitro comparando a diferenciacdo de osteoblastos sobre
superficies anodizadas em relacdo a titdnio ndo tratado e superficies vitreas mostraram que a
deposicao de calcio sobre as superficies € influenciada pela morfologia (YAO, 2007), como
pode ser visto na Figura 11. Tal resposta € notavel, pois essa mudanga na composi¢do quimica
da superficie, sobretudo em relacdo a um componente bésico do osso humano levando a

inferir que a anodizacdo traz efeitos benéficos também em longo prazo.

Figura 11 - Deposicdo de célcio sobre diferentes superficies estudadas apds intervalo de 3
semanas de cultura de osteoblastos.
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(fonte: adaptado de Yao, 2007)
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Tais resultados justificariam a maior taxa de formacdo Ossea obtidas in vivo para
implantes anodizados como, por exemplo, nos estudos realizados por Ericson et al. (1996), no
qual implantes de TiCP de diferentes condi¢cdes foram implantados na tibia de coelhos e
avaliados ao longo de 6 semanas com intuito de estudar a diferenca na formacdo dssea sobre
superficies de diferentes rugosidades. A Figura 12 mostra a diferenca na porcentagem da

superficie recoberta por matéria 6ssea ao longo do experimento.

Figura 12 - Crescimento de osso cortical de coelhos sobre superficies de TiCP e anodizadas
ao longo de seis semanas. Os resultados indicam que a longo prazo o0 0sso recobriu mais as
superficies anodizadas em comparacdo com superficies lisas.
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(fonte: adaptado de Ericson, 1996).

2.5 Modificacao de superficie por métodos fisicos
Ainda que a topografia de superficies tratadas por oxidacdo anddica seja favoravel a

osseointegracdo, quimicamente os nanotubos continuam sendo constituidos pelo mesmo
diéxido de titanio altamente estavel e inerte encontrado em camadas compactas e assim
tratamentos adicionais podem complementar seu efeito benéfico sobre as células (LAI, 2011).
Um exemplo fortuito € a funcionalizacdo de superficies revestidas por polimeros, a qual pode
ser realizada por métodos quimicos, como o spin coating, dip coating, grafitizagéo, ou fisicos,
dentre os quais se destaca a modificacdo por plasma.

O plasma é comumente definido como o quarto estado da matéria, uma massa de gas
ionizado composto por ions, moléculas ou atomos altamente excitados (CHU, 2002). O
plasma pode ser encontrado naturalmente, mas quase sua totalidade em regides desabitadas do
universo, devido a série de condiges necessaria para sua estabilizag&o.

Em laboratério o plasma pode ser criado por excitagdo de gases empregando

radiofrequéncia, micro-ondas, descargas elétricas entre outras técnicas a baixa pressdo ou
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pressdo atmosférica e sua utilizagdo vem crescendo em popularidade por ser considerada uma

técnica limpa, com alto grau de reprodutibilidade e controle de parametros.

Além disso as variadas técnicas de modificacdo existentes que se utilizam dessa

tecnologia sdo adaptaveis para tratamento de pecas de diferentes geometrias e podem alterar a

morfologia, energia e composicdo quimica da superficie de inUmeros materiais. Todas essas

caracteristicas fazem com que esses métodos sejam uma excelente alternativa para

modificacdo de biomateriais.

2002):

As principais técnicas utilizadas nesse campo da ciéncia de materiais sdo (CHU,

Plasma Sputtering/Etching: Técnicas de alteracdo de morfologia por retirada de
material da superficie. O principio de funcionamento de ambas as técnicas consiste em
aplicar uma tensdo elétrica nas amostras enquanto imersas em um plasma de gases
inertes (especialmente argdnio). A diferenca de potencial criada atrai para a superficie
elementos do plasma com carga inversa a carregada nas amostras. A interacdo entre 0s
elementos atraidos e superficie pode ser inteiramente fisica, com colisdes,
transferéncia de energia e arrancamento de particulas, o que € conhecido como
sputtering e mais frequentemente relatado em tratamento de materiais metalicos, ou
quimica, na qual o choque causara reacdes de degradacdo da superficie e consequente
perda de material. Esse evento é conhecido como etching e ocorre principalmente em
tratamento de polimeros,

Implantacdo 16nica por Imersdo a Plasma (I11P): O principio de funcionamento desta
técnica é bem similar ao utilizado para o etching ou sputtering, porém a tensao
aplicada nas amostras € consideravelmente maior e o plasma é criado a partir de gases
reativos e com atomos menores que o argbnio, notadamente oxigénio, nitrogénio, fldor
entre outros. A principal mudanca promovida por esse tratamento acontece na
composicdo final da superficie, visto que os elementos atraidos sdo fortemente
incorporados.

Polimerizacdo a Plasma: Técnica de recobrimento da superficie tratada por uma
camada de material polimérico criada pelo plasma de mondmeros, em geral
hidrocarbonetos ou outros compostos organicos. As particulas excitadas sofrem
choques, quebram e recombinam-se no plasma durante todo o processo antes de
tocarem a superficie das amostras e formarem uma estrutura com alta porcentagem de

ligacGes cruzadas. A espessura do filme depositado pode ser modulada pelos
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pardmetros de tratamento, sendo assim esta técnica é capaz de modificar tanto a

composi¢do quanto a morfologia da superficie.

Os tratamentos supracitados ocorrem no interior de cadmaras como representadas na

Figura 13.

Figura 13 - Representacdo esquematica de uma camara de tratamento a plasma.

—
Eﬂnte excitadora

do plasma

("Sistema de
injecdo de gases

Plasma

Amostras

E’Sistema de vacuo J

(fonte: préprio autor)

Sdo considerados como parametros de influéncia no tratamento essencialmente as
variaveis capazes de alterar a forca ou frequéncia de colisGes entre as particulas do plasma. As
dimensdes da cAmara e a distancia entre as amostras e os eletrodos alteram o caminho médio
entre cada colisdo, enquanto que a tensdo aplicada aumenta a aceleracdo das particulas e
consequentemente a forca de colisdo e finalmente a pressao no interior da cAmara representa a
quantidade de particulas por cm? o que altera o nimero de colisdes.

O revestimento de titanio por polimeros a plasma tem sido reportado por diversos
autores nos ultimos anos em superficies anodizadas ou ndo (CHEN, 2007; GULATTI 2012;
VAZILEV, 2011).

Estes estudos afirmam que, além de bem-sucedido como método de deposigdo de uma
camada aderente (MU-RONG, 2000) e de espessura controlavel (HAYKAWA, 2003) o uso
da polimerizacao a plasma pode ser aliado ao crescimento de nanotubos para a criacdo de um

sistema de liberac@o controlada de medicamentos, visto que devido ao nivel de controle sobre
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a deposicdo 0 método permite a reducdo da abertura do nanotubos sem alterar seu volume
(SIMOVIK, 2010) como visto na Figura 14.

Figura 14 -Reducdo do didmetro de nanotubos por deposicdo de polimeros a plasma. A)
diametro inicial, b) 50 segundos de deposicdo, c¢) 120 segundos de deposicao, d) 200
segundos de deposicao.

(fonte: Simovic, 2010)

Os polimeros da classe Polioxazolinas (POx) foram inicialmente estudados em
polimerizacdo tradicional para aplicacdes biomédicas devido a caracteristicas como baixa
polidispersdo, facilidade de funcionalizacdo e biocompatibilidade e se tornaram uma
alternativa para diferentes aplicacdes biomédicas (DE LA ROSA, 2013). Por outro lado, o
processo tradicional de grafitizacdo do polimero é complicado e envolve polimerizacdo em
solucéo e posterior fixacdo sobre as superficies a serem tratadas (MACGREGOR-RAMIASA,
2015), o que motivou pesquisadores a utilizarem a polimerizacdo a plasma como
procedimento alternativo.

O método é relativamente novo, porém estudos mostram-se promissores quanto a nao
citotoxicidade em superficies recobertas (CAVALLARO, 2016) como pode ser observado na
Figura 15.
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Figura 15 - Crescimento de fibroblastos (dia 3) em superficies tratadas por filmes a plasma
de POx. I) Superficie sem tratamento, Il) Deposicdo de Poli metil oxazolina, Il1) poli etil

oxazolina.

(fonte: adaptado de Cavallaro, 2016).

2.6 Modificacao de superficie por métodos quimicos
Ainda que a fabricacdo de polimeros por métodos quimicos seja uma area de pesquisa

extremamente explorada novas demandas por estes materiais surgem diariamente, sobretudo

na area biomédica onde vem se estabelecendo como alternativa importante para aplicaces

clinicas (SUBHASH, 2014) sobretudo quando grafitizado sobre superficies de outros

biomateriais.

O termo grafitizagdo (do inglés grafting), também conhecido como enxertia, se refere

a implantacdo de um polimero na superficie de outro material e diversas técnicas podem ser

utilizadas nesta manipulacdo, como por exemplo iniciacdo quimica, radiacao eletromagnética

e radiagdo UV (PILLAY, 2013). O Quadro 5 expde as principais técnicas de grafitizacdo, bem

como os principios de funcionamento e vantagens.

Quadro 5 - Técnicas de grafitizacdo, suas vantagens e principios de funcionamento.

acao de enzimas

Técnica Principio Propriedades
Geracéo de
Iniciacdo quimica radicais por Alteracdo superficial de polimeros
reacdo quimica
Geracéo de
Iniciaca Fotolitica radicais por
nIClacao radiacdo UV X s . L ..
por ~ N&o ha necessidade de iniciadores quimicos
. Geracéo de
radiacdo 5
Gama radicais por
radiacdo gama
Geracéo de
Iniciacdo enzimatica radicais por Alta especificidade do produto final

(fonte: adaptado de Pillay, 2013)
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Esta técnica ganhou destaque nos ultimos anos devido a possibilidade de implantacéo
de moléculas bioativas em superficies de implantes (ZORN, 2011) com o intuito de melhorar
a adesdo celular por imobilizacdo de proteinas extracelulares, destacamente a grafitizacdo de
poliestireno sulfonato (MIGONNEY, 2013).

A grafitizacéo de poliestireno sulfanato de sddio(Poli-NaSS) foi estudada por Oughlis
et al. em 2011, com objetivo de criar superficies ricas em grupos idnicos negativos, 0s quais
atuariam como sitios ativos para interacdo com proteinas como fibrinectinas e fatores de
crescimento dsseo. Para tanto, basearam-se no método preconizado por Michiardi et al. em
2009, o qual foi posteriormente adaptado também por Chouirfa et al. em 2016. Tal método
consiste em duas etapas:

e Pré-tratamento da superficie por imersdo em solucdo acida. O objetivo dessa etapa é a
criacdo de perohidréxido de titanio, o qual é decomposto e forma radicais capazes de
iniciar a polimerizacéo;

e Polimerizagdo por imersdo das amostras pré-tratatadas em solucdo de NaSS. Esta
etapa pode ser realizada por acdo de temperatura ou radiacdo ultra violeta.

A Figura 16 representa a grafitizacdo de NaSS sobre superficies de titanio.

Figura 16 - Processo de grafitizacdo do NaSS sobre superficies metalicas.
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(fonte: adaptado de Chouirfa, 2016)

A absorcdo de proteina obtida por Oughlis et al. (2011) foi avaliada por cromatografia

e uma substancial diferenca foi observada. Entre amostras tratadas, por volta de 24% do total

possivel de proteinas foram absorvidas enquanto que em amostra ndo tratadas o valor foi
abaixo do mensuravel.

Além disso, proteinas absorvidas por superficies com grupos sulfonatos tem

acdo inibidora de aderéncia e posterior desenvolvimento de bactérias, como apontado por

diversos pesquisadores (ALCHEIKH, 2013; VASCONCELOS, 2014). Ben Aissa et al. (2011)
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também estudaram a aderéncia de Staphylococcus aureus sobre superficies com poliNaSS na
presenca de plasma sanguineo e diferentes solucbes proteicas obtendo resultados promissores
no que diz respeito a inibicdo da aderéncia bacteriana. Na Figura 17 se pode observar o nivel
de inibicdo nos diferentes meios avaliados. Os resultados indicam que a interagdo do material
é diferente entre as diversas proteinas estudadas, o que produz taxas de adesdo diferente,
destacadamente a interagdo Poli-NaSS e fibrinogénio reduz em 90% a presenca da bactéria:

Figura 17 - Porcentagem de inibicdo de aderéncia de Staphylococcus aureus em amostras
grafitizados com Poli-NaSS.
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(fonte: adaptado de Ben Aissa, 2011)

Finalmente a interacdo entre o polimero e proteinas do meio bioldgico resulta em
rapida adesdo celular como verificado por Felgueiras et al. (2015). Osteoblastos cultivados em
presenca de diferentes tipos de soros proteinados exibiram melhor espalhamento sobre
superficies recobertas por poliNaSS quando comparada a superficies de titanio polido, como
visto na Figura 18.

Figura 18 - Cultura de osteoblastos ap6s 4 horas sobre amostras tratadas com poliNaSS em
presenca de diferentes proteinas. a) Soro fetal bovino, b) soro fetal bovino livre de
vitronectina, c) Soro fetal bovino livre de fibronectina.
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(fonte: adaptado de Felgueiras, 2015)
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O efeito benéfico dos grupamentos sulfonados do poliNaSS sobre os osteoblastos
estendem-se ainda para a fase de mineralizag&o in vitro onde marcadores de diferenciacdo
celular como atividade de fosfatase alcalina e deposicdo de calcio e fosfato foram reportados
como superiores por diversos autores (ALCHEIK, 2013; HELARY, 2009; MAYINGI, 2008),
e in vivo com maior formacéo 6ssea (KENER, 2010; FELGUEIRAS, 2017). A combinag&o de
efeitos bactericidas e aptiddo a osseointegracdo em um Unico tratamento é raro e faz da

grafitizacdo por poliNass um procedimento digno de atencéo.

2.7 Utilizacao de superficies antimicrobianas
Estima-se que até 0,5% dos implantes de quadril falhnem por infec¢éo, valor que sobe

para 4% em cirurgias na regido do joelho (STIGER, 2004). Barbour et al. (2008) estudou a
adesdo bacteriana (Streptococcus gordonii) em presenca de rutilo e anatase, encontrando
maior cobertura bacteriana em superficies do segundo alotropo, soma-se a isso a maior
acumulacdo de bactérias em superficies rugosas (WU, 2011) e torna-se claro que ainda muito
se pode fazer para aprimorar superficies anodizadas.

O uso da clorexidina é considerado o padrdo entre os tratamentos antisépticos sobre
implantes por ser a substancia mais largamente testada e utilizada e de comprovada eficacia
bactericida (GIANELLI, 2008). Em 2015 Bueno et al. compararam a acao de 5 diferentes
agentes antimicrobianos tendo como resultado a inibicdo de 90% de bactérias Candida
albicans em todos os casos, porém a dose de clorexidina necessaria para manter o efeito
inibitorio por 14 dias € inferior a de outros medicamentos. Por outro lado, diversos trabalhos
(CHANG, 2001; GIANELLI, 2008, SEGURA, 1999) reportaram efeitos negativos da
clorexidina sobre crescimento celular in vitro, infelizmente pouco se sabe sobre a cinética de
liberacdo do medicamento nesses casos contudo sabendo que os medicamentos usuais séo
atuantes somente se a concentragao se encontrar em uma faixa limitada, tal resultado pode ser
mais eficiente se a cinética de liberacdo acontecer de forma gradativa e ndo com crescimento
exponencial durante um breve periodo de tempo seguido por rapida queda como observa-se
em tratamentos convencionais nos quais durante todo periodo em que a concentracgdo esta fora
da faixa de atuagdo ela é improdutiva ou mesmo prejudicial, pois concentra¢es acima do
recomendado podem apresentar danos ao organismo (LANGER, 1981).

Nesse contexto, em busca de uma acdo rapida e eficiente a proposta de uma superficie
capaz de controlar a liberagdo de medicamento foi alvo de estudos nos ultimos anos
(GULATI, 2012; SONG, 2009; YOSHINARI, 2001;). O objetivo € criar um método cuja
cinética de liberacdo fosse semelhante ao representado na Figura 19.



42

Figura 19 - Cinéticas de liberacdo tedricas tradicionais e moduladas por superficies tratadas.
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(fonte: préprio autor)

Como se pode notar, o perfil apresentaria menores riscos a sadude, pois ndo atingiria o
limite de toxicidade e agiria por mais tempo. Além disso a atuacdo local, representa um
consideravel avanco na eficiéncia do processo.

Recentemente, pesquisadores tem buscado utilizar a arquitetura tubular dos nanotubos
como reservas de medicamentos a serem liberados in situ, entretanto, a liberacdo por
superficies com nanotubos simplesmente preenchidos por medicamentos é de dificil controle
0 que torna essencial a realizacdo de um tratamento subsequente (SONG, 2009). Como as
alternativas propostas, podemos destacar mais uma vez o recobrimento de nanotubos por
camadas poliméricas a exemplo de Aw et al. (2011) os quais mostraram em seus estudos que
micelas poliméricas anfifilicas poderiam ser preenchidas com medicamentos, fixadas em
nanotubos e posteriormente recobertas a plasma por uma camada de aproximadamente 70 nm
de polimero. A comparacdo da liberacao entre amostras recobertas ou ndo por plasma mostrou
gue amostras ndo tratadas liberavam menos de 50% de medicamento em 8 horas e o restante
entre 8 e 22 dias, o que pode ser considerado uma evolugdo em relagdo ao carregamento
simples, porém a aplicagdo de plasma pode reduzir a velocidade de liberagcdo em mais de
200%. Esse comportamento pode ser atribuido ao estreitamento do nanotubos pelo polimero,

como representado na Figura 20.
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Figura 20 - TNT preenchidas por micelas poliméricas carregadas de medicamentos e
recoberto por polimeros a plasma.
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(fonte: adaptado de Aw, 2011)

Ainda neste tdpico, Gulati et al. (2011) carregaram nanotubos de titdnio com anti-
inflamatdrios e revestiram as amostras por dip coating em quitosana e PLGA, ambos
polimeros biodegradaveis. Embora o procedimento realizado fosse mais simples, o0s
resultados foram igualmente interessantes e mostraram que a liberagdo pode ser extendida em
relacdo a amostras ndo recobertas e ainda alterada em funcdo da espessura da camada

polimérica, como resumido no Quadro 6.

Quadro 6 - Cinética de liberagdo de medicamentos ap0s dip coating em polimeros
biodegradaveis.

Espessura Liberacgdo (%) Tempo de
(um) 6 hrs 1 dia 7 dias liberacdo
total (dias)
N&o tratada | - 77 90 100 4
Quitosana 0,2-03 40 51 98 9
Quitosana 2-2,5 35 67 88 30
PLGA 0,3-04 57 61 72 19
PLGA 1,5-2 12 14 16 31

(fonte: adaptado de Gulati, 2011).



3 MATERIAIS E METODOS

A Figura 21 descreve as principais etapas desenvolvidas na execucao do trabalho:

Figura 21 - Fluxograma das atividades desenvolvidas no trabalho.
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3.1  Processamento da liga
Os lingotes da liga Til5Mo foram obtidos a partir de chapas de titanio e molibdénio

comercialmente puros. Inicialmente os materiais foram cortados com auxilio de uma
guilhotina em pequenas placas e decapados quimicamente por imersdo em uma solugdo
formada por &cido fluoridrico (HF) e &cido nitrico (HNO3) na propor¢éo 1:3 por 10 segundos,
seguidos por lavagem em agua corrente. Apds esse procedimento os metais foram pesados em
balanca analitica de acordo com a composicéo da liga, de forma a totalizar 20 g, e colocados
no interior do forno para fusdo em um cadinho de cobre refrigerado a &gua, como pode ser
visto na Figura 22b.

Para garantir que durante a fusdo ndo ocorreria oxidacdo foi realizada a purga com
argonio. O forno foi fechado e utilizando uma bomba de vacuo o ar atmosférico em seu
interior foi retirado para entdo ser substituido por argénio. Esse processo foi repetido pelo
menos cinco vezes, garantindo dessa forma a formagdo de atmosfera inerte no interior do
forno.

A fusdo do material nesse tipo de equipamento ocorre devido ao calor gerado pelo
arco elétrico criado entre o material a ser fundido e o eletrodo de tungsténio do forno. Para
garantir a homogeneidade da amostra o material sofreu 10 fusdes sendo que apds o termino de
cada uma a amostra fundida foi girada em 90°.

Apbs a fusdo, os lingotes de 20g foram agrupados em 3, refundidos e unidos
utilizando o mesmo processo descrito anteriormente, sendo obtido dessa forma um lingote de
60g de liga Til5Mo.

Figura 22 - Forno arco voltaico utilizado na fusdo da liga Ti- 15Mo: (a) vista do forno; (b)
interior do forno; (c) Forno de tratamento térmico.

(fonte: préprio tor)
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Os lingotes foram submetidos a tratamento térmico de homogeneizagdo em forno
tubular de atmosfera inerte de argonio a 900°C por 24 horas com resfriamento lento e
separadas para conformacdo. A forja utilizada para o forjamento rotativo a frio pode ser vista
na Figura 23 e empregando martelos de diferentes circunferencias permitiu a obtencdo de
cilindros com 10 mm de didmetro.

Apos forjamento, a liga foi submetida a solubilizagdo aquecida a 900°C por 1 hora e

resfriada rapidamente em agua.

Figura 23 - Forja rotativa utilizada na conformagéo a frio dos tarugos.

2

(fonte: préprio autor)

As barras foram cortadas usando cortadeira de precisdo (ISOMET 4000) para obter
discos de 3 mm de espessura. Os discos foram lixados em lixas d’agua de granulometria
crescente (200, 400, 600, 1000, 1200 e 1500, 2000) e polidos em politriz rotativa utilizando
silica coloidal 10um (OPU Struers).

3.2  Tratamentos de superficie
Os tratamentos de superficie empregados neste trabalho dividem-se em duas etapas:

oxidacdo anddica e deposic¢ao de polimeros antimicrobianos.

3.2.1 Oxidagdo anddica
Os nanotubos de TiO, foram obtidos na superficie da liga empregando oxidacdo anodica. Para

preparar o eletrélito, 2,59 de fluoreto de amodnia foram dissolvidos em 100 mL de agua
destilada e essa solucédo foi adicionada a 900 mL de glicerol. A solucdo foi homogeneizada or
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agitacdo mecanica durante 5 minutos. Os discos de liga foram posicionados no porta-amostra
visto na Figura 24 e arranjados nas células de oxidagdo anddica na posicdo de eletrodo de
trabalho.

Para cada amostra foram utilizados 100 mL de eletrolito, sendo entdo o conjunto
conectado a uma fonte de tensdo. A tensdo foi elevada de 1 V/min até que se atingisse a
tensdo desejada e somente apOs esse ponto se iniciou a contagem do tempo de oxidacdo
anodica. No decorrer do trabalho e baseado em trabalhos precedentes realizados pelo grupo de
pesquisa (CAPELLATO 2012; ESCADA 2013) as condi¢des de potencial estudadas foram de
5, 10 e 20 V, todas mantidas por 24 horas de tratamento.

Figura 24 - Amostra na célula de oxidacao anddica e porta-amostra utilizado no tratamento.

(fonte: préprio autor)

Ap0s a oxidacdo anoddica, as amostras foram retiradas do porta-amostras, lavadas em
agua corrente, depositadas em um béquer com agua destilada e mantidas em banho
ultrassénico por 5 minutos para limpeza.

Com objetivo de cristalizar a camada amorfa de TiO, nanoestruturada, as amostras
foram submetidas a calcinacdo por 450°C durante 1 hora. As pecas foram armazenadas em

dessecadora e armazenadas em vAcuo até a etapa subsequente do trabalho.

3.2.2 Recobrimento com filmes antimicrobianos
Ap6s a anodizacdo dois filmes poliméricos foram depositados na superficies das

amostras empregando métodos quimicos e fisicos, conforme o esquema da Figura 25.
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Figura 25 - Diferentes métodos fisicos e quimicos de deposicéo de filmes bactericidas.

Filmes

bactericidas

Meétodo Meétodo
guimico fisico

PMOXA +

PoliNaSS

Clorexidina

(fonte: préprio autor)

3.2.21 Métodos quimicos: Grafitizacdo por NaSS
A grafitizacdo por NaSS foi realizada em estagio na Universidade Paris XIII, sob

supervisdo da Prof. Dra. Véronique Migonney (FAPESP 2015/26273-9) de acordo com o
protocolo estabelecido por Falentin-Daudré et al.. (Patente FR 15 57621, 2015). As amostras
foram inseridas em um baldo contendo solucdo de NaSS (0,7 mol / L) e submetido a
degaseificacdo por insercdo de argonio por 30 minutos. Posteriormente o baldo é submetido a
radiagdo UV (365 nm) por 1 hora & 170 mW/cm?. A Figura 26 ilustra o processo de irradiacdo
por UV. Em seguida, as amostras foram lavadas com &gua deionizada, secas e armazenadas
sob vacuo. As amostras tratadas por grafitizacdo ndo foram submetidas & incorporagdo de

medicamentos, visto que o polimero em si apresenta caracteristicas antibacterianas.
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Figura 26 - Lampada UV utilizada na grafitizacdo do NaSS.

(fonte: préprio autor)

3.2.2.2 Meétodo Fisico: Deposicdo de PMOXA / incorporacao de CH
Para realizacdo da deposicdo foi utilizado um sistema de reator em aco inoxidavel no

formato cilindrico medindo 180 mm de didmetro por 300 mm de altura, com volume
aproximado de 7,5 litros como visto na Figura 27. O plasma foi estabelecido no interior do
reator entre dois eletrodos circulares, planos e paralelos. O mondmero selecionado para
depdsitos foi 0 2-metil-2-oxazoline (MOXA\) e a pressdo de trabalho no reator foi de 60 Pa,
em proporgdo 1:1 de MOXA e argonio. O controle da presséo no interior do reator de plasma
foi realizado por meio de um sensor operando na faixa de pressdo de 10° a 10 Pa e a leitura
do valor de pressdo fica a cargo de uma unidade digital controladora de pressdo. As
deposicdes foram realizadas no Laboratoério de Fisica de Plasma, da Faculdade de Engenharia
de Guaratingueta.

Os plasmas foram excitados por radiofrequéncia de 13,56 Hz, com poténcia variando
entre 5 e 20W. O tempo de exposicdo foi fixado em 1 hora.

A deposigdo foi inicialmente realizada sobre diferentes substratos afim de possibilitar
a caracterizacdo do filme e escolha da melhor condicdo de deposicdo. As medidas de angulo
de contato e a estimativa de espessura foram realizadas sobre laminulas de vidro para
microscopia enquanto os espectros de FTIR foram obtidos a partir de filmes depositados
sobre folhas de aluminio.

A incorporacdo de farmacos nos grupos submetidos a polimerizacdo a plasma foi
realizada por imersdo das amostras numa solugdo de clorexidina a 2% em agua deionizada

durante 30 minutos.
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Figura 27 - Reator utilizado na deposicéo de polimeros a plasma.

(fonte: préprio autor)

3.3  Caracterizacdo das superficies anodizadas
Com o intuito de determinar as condigdes ideais de crescimento de nanotubos as
amostras anodizadas foram submetidas a caracterizacdo de superficies pelos seguintes

métodos:

3.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia dos tubos formados sobre as amostras anodizadas foi avaliada por
microscopia eletronica de varredura (MEV).

Ao longo do desenvolvimento do trabalho imagens foram coletados por microscopios
com filamentos de tungsténio (Zeiss EVO LS15 pertencente ao LAIMat -Laboratorio de
Imagens de Materiais, Unesp - Guaratinguetd) e field emission gun (FEG) (Philips XL-30
FEG pertencente ao LCE — Laboratério de Caracterizacdo Estrutural, UFSCar). A Figura 28
apresenta ver os equipamentos utilizados.
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Figura 28 - Microscopios Eletronicos de Varredura utilizados na obtencdo de imagem. a)
Zeiss EVO LS15/LAlIMat e b) Philips XL-30 FEG/LCE.

(fonte: préprio autor)

3.3.2  Angulo de Contato
A alteracdo da molhabilidade apos tratamento superficial foi analisada por medida de

angulo de contato. Para cada medida utiliza-se de 0,5 mL de agua destilada gotejada sobre a
superficie. Os ensaios foram realizados no Goniémetro modelo DAS 100E, Kruss,
Departamento de Materiais e Tecnologia, Unesp. O equipamento, visto na Figura 29, possui
uma camera acoplada que fotografa a gota dispensada e o angulo fotografado é analisado pelo
programa do aparelho. O equipamento ainda permitiu a avaliacdo de energia de superficie
pelo método de Owens-Wendt. Tal método basea-se na divisdo da energia em componentes
polares e dispersivas e para tanto necessita de ao menos dois reagentes diferentes. Como
liquido apolar em todos as medidas foi utilizado o diiodometano.

Figura 29 - Gonidmetro modelo DAS 100E utilizado na avaliacdo de molhabilidade. Em

detalhe uma gota de agua deionizada sendo depositada.

(fonte: préprio autor)
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3.3.3 Anadlise de Difracéo de Raios-X (XRD)
Com objetivo de identificar as fases cristalinas formadas pds oxidacdo anodica, foi

realizada a andlise de difracdo de raios-X. O equipamento utilizado para as andlises foi o
difratbmetro Panalytical, modelo Empyrean, pertencente ao Departamento de Materiais da
Escola de Engenharia de Lorena — EEL/USP e pode ser visto na Figura 30. O angulo de

incidéncia variou de 20° até 90° com velocidade de 0,1°/s.

Figura 30 - Difratbmetro Empyrean Panalytical (EEL- USP) no qual as fases cristalinas das
amostras foram analisadas.

(fonte: préprio autor)

3.3.4 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X

A composicdo das superficies das amostras antes e depois dos tratamentos foram
estudadas por espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS) com auxilio do
aparelno PHI 5600-ci (Physical Electronics, USA), pertencente ao Laboratério de
Biomateriais e Bioengenharia da Université Laval. Para avaliar a homogeneidade das
superficies, em cada amostra varreu-se 3 areas de 0,01 cm?, com angulo de deteccdo fixo em
45°. Os espectros foram obtidos utilizando fontes de raio-X de aluminio (1486,6 eV) e
magnésio (1253,6 eV) e todas as amostras foram avaliadas a 150 W sem compensagéo de
carga. A Figura 31 mostra o arranjo do aparelho utilizado.
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Figura 31 - XPS utilizado para a avaliagdo da composicdo superficial das amostras
(Laboratorio de Biomaterias e Bioengenharia da Université Laval, Canada).

(fonte: préprio autor)

3.4  Caracterizacao apos recobrimento com filmes poliméricos
As superficies recobertas por polimerizacdo a plasma e grafitizacdo por NaSS foram

avaliadas por medidas de angulo de contato de maneira idéntica a descrita na avaliacdo de
superficies anodizadas. Além disso, as amostras submetidas a recobrimento polimérico
tiveram suas superficies avaliadas por espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier, pelo o método de refletancia total atenuada (modelo PerkinElmer Spectrum 100

mostrado na Figura 32) e por caracterizagdes especificas descritas a seguir.

Figura 32 - Espectrometro utilizado para avaliar os revestimentos poliméricos realizados.

(fonte: proprio autor)
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3.4.1 Espessura dos filmes
As espessuras dos filmes de PMOXA foram obtidas empregando microscopia

confocal. O método consite em utilizar uma fita adesiva para vacuo para cobrir parte das
amostras durante os tratamentos. Apos a deposi¢do dos filmes poliméricos a fita é retirada,
formando um degrau entre a regido recoberta por polimero e a regido antes protegida pela fita,
degrau cuja altura pode ser mensurada por microscopia confocal revelando a espessura de
polimero. O microscopio utilizado neste ensaio foi confocal Leica DCMS8, do laboratorio

LaiMat, FEG — Unesp e pode ser visto na Figura 33 .

Figura 33 - Microscépio confocal utilizado para avaliagdo de espessuras dos filmes de
PMOXA.

i

-

———
LEICA DCM:D

(fonte: préprio autor)

3.4.2 Colorimetria por azul de toluidina
Por incompatibilidade entre o procedimento de grafitizacdo e a técnica de avaliacdo de

espessura utilizada para 0s outros revestimentos uma tecnica alternativa de quantificacdo de
material polimérico depositado foi utilizado para os filmes de poliNaSS, a colorimetria por
azul de toluidina (AT).

Esta técnica se baseia na afinidade quimica entre o poli-NaSS e o azul de toluidina.

Apos imersdo das em solucdo de colorante (0,5 mol/L) as amostras sdo mantidas sob agitacdo
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por 6 horas a 30 °C, durante esse tempo cada mol de polimero é combinado a um mol de
colorante, o qual pode ser recuperado ap6s lavagem em N&oH (10 mol/L) e incubacéo por 24
horas em acido acético (Figura 34). A concentracdo de AT na solucdo recuperada apos

decomplexacdo € quantificada por espectroscopia UV-visivel (630 nm).

Figura 34 - Superficie de uma amostra apds incubac&o em azul de toluidina.

(fonte: préprio autor)

3.5  Cultura Celular
Essa etapa foi realizada durante estagio na Universidade Paris XIII, sob supervisdo da

Prof. Dra. Véronique Migonney (FAPESP 2015/26273-9).

Inicialmente foi realizada a cultura celular visando avaliar a biocompatibilidade,
proliferacdo e morfologia de células na superficie da liga antes e ap0s tratamentos de
modificacdo de superficie.

Antes dos ensaios as superficies foram submetidas a sucessivas lavagem para
condicionamento e esterilizagéo.

O processo consiste em 3 lavagens de 3 horas em solugdo de NaCl 1,5 mol/L, NaCl
0,15 mol/L e tampéo fosfato-salino (PBS), entre cada solucdo as amostras foram lavadas por
10 minutos em agua ultra-pura.

Neste ponto as amostras revestida por PMOXA foram submetidas a imersdo em
medicamentos, como descrito anteriormente e, em seguida, todos os grupos foram submetidas
a radiacdo UV por 15 minutos em cada face e incubadas por 8 horas em meio de cultura o-
MEM. Finalmente as amostras sdo transferidas para placas de pogos contendo a-MEM
completo (1% penicilina, 1% glutamina, 10% soro fetal bovino) e conservadas até o inicio dos

ensaios.
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Em resumo, os ensaios seguintes foram realizados para o0s seguintes grupos:
e Grupo 1: Til5Mo
e Grupo 2: Til5Mo + TNT
e Grupo 3: Til5Mo + TNT +Poli-NaSS
e Grupo 4: Til5Mo + TNT +Plasma
e Grupo 5: Til5Mo + TNT +Plasma+ Clorexidina

Para realizacdo dos ensaios foram escolhidos osteoblastos de linhagem MC3T3-E1
subclone 4, armazenados num congelador a -80 ° C e descongelados em banho-mariaa 37 ° C
antes do procedimento. Para a cultura de células, foram utilizados 10 mL de meio de cultura
a-MEM completo. A troca do meio de cultura foi realizada a cada 48 horas até que a
populacdo de células atingisse 70% de confluéncia. Posteriormente as células foram
removidas com 3 mL de tripsina (0,025% de tripsina / EDTA) para a digestdo enzimatica
durante 7 minutos e colocados na incubadora de CO,. Finalmente, 7mL de a-MEM completo
foram adicionados ao frasco e uma aliquota da suspensdo foi retirada para contagem das
celulas. O restante foi transportado para a centrifuga para a separacéo.

O sobrenadante foi aspirado e as células suspensas no meio de cultura completo de
modo a obter uma suspensdo a 50.000 células/mL. Assim, 1 mL de solugdo foram
adicionados em cada poco da placa com uma Unica amostra. As amostras imersas foram
armazenadas para crescimento em uma incubadora (37 °C/5% CO,). Todos os procedimentos
foram realizados em cAmara de fluxo laminar em condicGes estéreis, como ilustrado na Figura
35, e utilizando células de passagens entre 3 e 8. Os ensaios foram realizados igualmente

sobre o fundo de uma placa de 24 pog¢os como grupo controle negativo.

Figura 35 - Cémara de fluxo laminar utilizada nos ensaios.

(fonte: préprio autor)
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3.5.1 Viabilidade celular
A viabilidade celular foi estudada por ensaio de MTT apds 24 horas de incubacdo. As

amostras foram lavadas 2 vezes em PBS e transferidas para uma placa de 24 po¢os com 1 mL
de PBS por pogo sobre as quais foram adicionados 50 pl de solugdo 5mg/mL de MTT (3-(4,
5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) em PBS. As amostras foram
incubadas durante 4 horas (37 ° C e 5% de CO;), durante esse periodo a atividade
mitocondrial trasforma o colorante em cristais de formazam. Apds incubacao os pocos foram
esvaziados e os cristais dissolvidos numa mesa de agitacdo por 10 minutos pela adicdo de 1
mL de dimetilsulfoxido (DMSO) . A absorbéncia da solugéo € medida utilizando um leitor de
UV-Vis e comparada a uma curva de calibragdo construida pela absorbancia de suspenstes

celulares de concentracdes conhecidas.

3.5.2 Morfologia celular
A morfologia das células foi examinada apds 1, 3 e 7 dias de cultura utilizando

microscopia eletrénica de varredura (MEV) em modo biol6gico, 0 que também permite
observar a interacao das células e superficies. As amostras foram retiradas do meio de cultura,
lavadas 2 vezes em PBS e as células fixadas através da incubacdo em solucdo de formaldeido
4% por 30 min a temperatura ambiente. As amostras sdo lavadas em agua ultra-pura e

conservadas a 4 °C ate as imagens.

3.5.3 Proliferacao celular
A proliferagdo celular foi avaliada por contagem das células (Multisizer I11 — Coulter

Counter Z2 Beckman) apds 1, 3 e 7 dias de cultura. Semelhante ao realizado para a avaliagdo
da morfologia as amostras foram retiradas do meio de cultura e lavadas em PBS duas vezes
antes de serem transferidas para um novo poc¢o. 1 mL de tripsina foi adicionado em cada poco
para a digestdo enzimatica durante 7 minutos e colocados na incubadora de CO,. A acdo da
tripsina foi interrompida por adi¢do de 1 mL de o-MEM completo e a quantidade de células
presente por mililitro de suspensédo recuperada foi analisada por contagem de particulas entre

10 e 60 pum de diametro.
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3.5.4 Adeséo celular a curto periodo
Amostras do grupo 1 ao grupo 5 foram avaliadas para adesdo celular a curto periodo e

forca de adesdo célula/superficie. As amostras foram distribuidas em uma placa de 24 pocos e
incubadas em 1mL de suspensdo celular (50.000 células/mL) por 15 minutos. Apos esse
periodo cada pogo foi esvaziado, as suspensdes recuperadas separadamente (N1) e
armazenadas a 37 °C. As amostras foram entéo reposicionadas no centro da placa de 24 pocos
contendo 1 mL de a-MEM completo em cada po¢o e submetidas a rotacdo controlada de
forma a criar um esforco cisalhante de 10 dyn/cm? na superficie por 15 minutos. O meio
recuperado apos a aplicacdo da forca foi igualmente recuperado e armazenado a 37 °C (N2).
Enfim, as amostras foram transferidas para outros po¢os e imersas em 1 mL de tripsina para
separar as células aderentes. Mais uma vez a acdo da tripsina foi interrompida pela adi¢éo de
1 mL de a-MEM completo e as suspensdes resultantes (N3) igualmente armazenadas.

O numero de células em cada etapa do ensaio (N1, N2 e N3) foi mesurada por
contagem de particulas. O valor de N1 representa o nimero de células ndo aderidas a curto
termo, o valor N2 representa o nimero de células separadas pela forca aplicada e N3 o
namero de células aderidas apds aplicacdo de forca.

A adesdo a curto termo é dada entdo pelo seguinte formula:

%A15 = (N2+N3)/(N1+N2+N3)

De mesmo modo que a intensidade da forca de adesdo entre as células e a superficie
pode ser indiretamente medida pela porcentagem de células aderidas ao fim do experimento:

%A = N3/(N2+N3)

3.5.5 Diferenciagéo celular
Buscando simular o comportamento das células no processo de osseointegragao,

amostras dos grupos 1 a 3 foram avaliadas para diferenciacdo celular. Tal estudo foi
conduzido em duas etapas: formacao da enzima alcalina fosfatase e mineralizacao.

E sabido que células osteoblasticas ndo sdo capazes de produzir in vitro calcio ou
fosfato, portanto para as seguintes séries de experimentos o meio de cultura a-MEM completo
usado anteriormente foi enriquecido pela adigdo de &cido ascorbico (16,1 mg/l) e pB-
glicerolfosfato (2,16 g/l).
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3.5.5.1 Fosfatase Alcalina (ALP)
A presenca da enzima fosfatase alcalina ¢ uma indicacdo primaria da diferenciacéo de

células Osseas, uma vez que sua acdo permitira a deposicdo de calcio e fosfato e formacéo
0ssea inicial.

Para a realizacdo do ensaio, ap0s 14 e 21 dias de cultura as amostras foram lavadas 2
vezes em PBS e transferidas para um novo poco contendo 1 mL de solucdo tampao triz -triton
x100 (1,6 g de NaCl, 0,4844 g de Trizma Base, 2 mL de Triton — x100 e 198 mL de agua
deionizada). As amostras foram levadas a agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente para
separar a ALP da membrana celular.

As suspensdes resultantes foram transferidas para tubos de ensaio e fortemente
agitadas antes de serem congeladas a -80 °C e descongeladas a 37 °C.

ApOs repetir 0 processo por 3 vezes 500 pl de suspensdo de cada tubo foram
misturados com 500 pul de solugdo para-nitrofenilfosfato 20 mM (0,742 g de p-
nitrofenilfosfato, 0,0407 g de MgCl,, 0,0891 g de 2-amino-2-metil-propanol e 100 mL de
agua deionizada) e incubados por 30 min a 37 ° C. A acdo da enzima ALP hidrolisa o p-
nitrofenilfosfato produzindo p-nitrofenol de coloracdo amarelada, permitindo a quantificacdo
por absorbancia a 405 nm contra uma curva de concentragdo conhecida de p-nitrofenol.

A quantidade de ALP produzida foi normalizada pela concentragdo total de proteinas
na suspensao, medida com o auxilio do kit comercial Bio-Rad protein assay. O ensaio baseia-
se no método de Bradford e a mudanca de coloracdo de colorantes em presenca de proteinas.
No caso especifico desse kit, 200 ul da suspenséo foram adicionados a 1mL de colorante e a
absorcdo medida a 595 nm contra uma curva de concentracdo conhecida de proteinas.

3.5.5.2 Mineralizacao
Finalmente, a diferenciacdo também foi avaliada por mineralizacdo. Para tanto foram

avaliadas deposicOes de calcio e fosfato apds 21 e 28 dias de cultura.

Inicialmente as amostras foram lavadas duas vezes em PBS, transferidas para um novo
pogo contendo 1 mL de solugdo de &cido tricloroacético a 15% (m/v) e agitadas por 1 hora a
temperatura ambiente.

Em seguida 10 uL de cada poco foram adicionados a 1 mL de solucdo de arsenazo |11
(0,2 mM em PBS) e mantidos em repouso por 15 minutos. A quantidade de calcio presente
pode ser determinada por absor¢do UV-vis a 650 nm contra uma curva de concentracOes de

Ca®" conhecidas.
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Para a avaliacdo da quantidade de fosfato presente o restante das suspensdes foram
mantidas em agitacdo por mais 48 horas para em seguida terem 100 ul prelevados e
adicionados a 400 ul de acetona, 200 ul de &cido sulfurico 2,5 mol/L , 200 ul de molibdato de
amonia 10 mM e 80 ul de &cido citrico 1 mol/L. A suspensao resultante foi fortemente agitada
e incubada por 30 min. A concentracdo de fosfato pode ser avalidada por absorc¢do na regido
ultravioleta (355 nm) contra uma curva de concentragdes de PO,  conhecidas.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo das superficies anodizadas
A caracterizacdo das superficies anodizadas e a definicdo da condicdo de potencial
ideal para a anodizacéo da liga foram definidas pelos resultados das seguintes analises:

4.1.1 Microscopia eletrénica de varredura
A morfologia dos nanotubos de TiO, foi avaliada para os potenciais de 5, 10 e 20V,

para periodo de 24 horas de anodizacdo. Todas as superficies foram calcinadas a 450 °C por 1
hora apds oxidacdo anddica. Na Figura 36 é possivel observar a morfologia de topo e sec¢édo
transversal dos nanotubos de TiO..

Pode ser constatado pelas imagens que houve formacdo homogénea de nanotubos em
toda a superficie das amostras, independente do potencial. No entanto é importante ressaltar
que a alteracdo do potencial de anodizacdo levou a modificagcdo na morfologia dos tubos. A
formacdo de nanotubos de TiO, em ligas do sistema binario Ti-Mo na presenca de eletrolito
de NH4F/glicerol foi verificada por Chaves et al. (2016). Com a ajuda do software de
processamento de imagens ImageJ, as dimensdes de diametro, altura e espessura da parede
dos tubos foram quantificadas. Os resultados sdo expostos na Tabela 1.

Tabela 1 - Dimensdes dos nanotubos para diferentes condi¢des de oxidacdo anddica.

Parede do nanotubo

Potencial (V) Espessura (nm)  Diametro interno (nm) (m)

nm
5 97,95+8,38 11,81+1,87 7,75+0,69
10 164,39+11,85  23,27+3,55 10,91+1,79
20 209,67+7,51 40,89+5,87 9,57+0,85

(fonte: préprio autor)

Os resultados indicaram uma relacdo de proporcionalidade entre potencial de anodizagdo, o
didmetro interno e espessura dos nanotubos, o que confirma a tendéncia reportada na
literatura (KULKARNI, 2015; LOCKMAN, 2010).

Anodizacdes realizadas sobre Ti-cp com eletrdlitos a base de NH;F (KHUDHAIR,
2016) mostram valores de diametro interno superiores aos encontrados neste estudo, entre 30
e 170 nm de diametro para potenciais entre 10 e 70V contra 12 e 41 nm para potenciais de 5 a
20V. Tal resultado pode ser explicado pelo comportamento de ligas no processo de
anodizagdo o qual tende a ser diferente pela influéncia dos elementos de liga na resisténcia a
corrosdo do material final. Contudo, a possibilidade de ajuste do tamanho do tubo por
mudanca no potencial de oxidacdo anddica € um fator extremamente importante e que pode

impactar diretamente a proliferacdo celular.
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Figura 36 -Micrografias de Microscépio Eletrénico de Varredura de emissdo de campo para
amostras tratadas a5V, 10 V e 20 V. a) Vista frontal, b) Vista de um corte lateral.
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4.1.2 Angulo de Contato e Energia de Superficie
A molhabilidade é um fator primordial para o espalhamento celular e proliferacdo

eficaz in vitro. O angulo de contato foi medido pelo método da gota séssil, utilizando uma
gota de 1ul de &gua deionizada. Para medidas de energia de superficie di-iodometano foi
utilizado como componente apolar. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores de angulo de contato e energia de superficie para diferentes condi¢des de
anodizagao.

Controle 5V 1o0v 20V
Angulo de Contato (°) 72,08 = 0,80 3,72+0,39 3,12+ 0,07 11,63+ 1,83
En. de Superficie (MN/m) 46,64 £+ 0,42 86,65 + 0,04 86,75+ 0,01 85,42 +0,37

(fonte: préprio autor)

Como pode ser observado, o crescimento de nanotubos ocasionou mudanca
substancial na hidrofilicidade da superficie independente da tensdo utilizada. Apesar da liga
Til5Mo ja apresentar angulo de contato inferior a 90°, 0 que a caracteriza como hidrofilica,
depois do tratamento a molhabilidade é consideravelmente maior, chegando a reducédo de 95%
do valor original do angulo para a condi¢cdo de 10V tornando-a superhidrofilica. Por outro
lado, a medida da energia superficial quase duplicou o seu valor para todas as condigdes
experimentais. Este aumento da energia ja foi verificado por outros pesquisadores (BALLA,

2010) e ¢ relatado como um diferencial positivo no crescimento celular (ALTANKOV, 1996).

4.1.3 Anadlise de Difracédo de Raios-X
As condigdes de 5, 10 e 20 V foram submetidas a andlise de difracdo de raios-X.

Como pode ser verificado na Figura 37, além dos picos referentes a fase P, caracteristica da
liga Til5Mo (HO et al., 1997), foi possivel verificar a existéncia de duas fases distintas do
didxido de titanio dependendo do valor do potencial de oxidagdo. Enguanto as amostras
anodizadas a 5V apresentaram Oxido na fase rutilo, os grupos tratados a 10V e 20V foram
predominantemente recobertos por Oxido de fase anatase. A mudanca de fase dos nanotubos
de diferentes diametros ja havia sido verificada na literatura e os resultados obtidos para as
condi¢Bes estudadas véo inteiramente ao encontro a tais estudos (BAUER, 2011). A
ocorréncia da estrutura anatase no oxido da superficie é fortemente desejavel para aplicacfes
biomédicas, pois segundo Uchida et al. (2003) induz a formacdo de apatita na superficie do

implante, auxiliando sua osseointegracgéo.
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Figura 37 - Espectros de raios-X obtidos apds oxidacdo anodica da liga Til5Mo para 5, 10 e
20 V por 24 horas. Todas as amostras anodizadas foram submetidas a calcinacdo a 450° C por
1 hora.
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4.1.4 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X
A fim de avaliar detalhadamente a composicdo superficial apds o tratamento de

oxidacdo anddica, as amostras foram submetidas a espectroscopia de fotoelétrons excitados
por raios-X. A Figura 38 representa os espectros obtidos para corpos de prova da liga Til5Mo
antes e ap6s oxidacdo anodica.

Figura 38 - Varredura XPS da liga Til5Mo antes e ap0s crescimento de nanotubos.
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Ainda que os valores de Ti e Mo ndo possam ser comparados ao espectro de

nanotubos sobre Ti-cp a relacdo oxigenio/carbono se mostrou proxima do encontrado para

nanotubos crescidos neste caso (KULKARNI, 2015). Ainda pode ser visto que ndo houve

variacdo significativa da composicédo superficial apds o crescimento de nanotubos de TiO,, o

que indica que a composicao quimica é a mesma do éxido original, sem adicdo de elementos

presentes no eletrolito, se destacando a auséncia de fluor, o qual deve se eliminado dos

nanotubos cristalizados em temperaturas acima de 400 °C (MINAGAR, 2013).

A distribuicao das ligacGes também ndo sofreu mudanca significativa, como pode ser

observado a partir da analise dos espectros de alta resolugdo exposta na Figura 39.

Figura 39 - Espectros de alta resolucéo para C, O e Ti da superficie da liga Til5Mo antes e
depois da oxidagdo anddica.
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Confirmando os resultados da analise inicial, a combinacdo dos picos Ti a 458,4eV e
O a 530eV nos espectros de alta resolucdo indicou que praticamente todo titanio encontrado
na superficie esta na forma de oOxido TiO,, eliminando a hipotese de formacdo de um
composto metalico secundario. Ainda foi possivel verificar que a porcentagem de oxigénio
em forma de Oxido ndo teve variagdo significativa, o que sugere que a férmula
estequiométrica do dxido é a mesma, antes e depois do tratamento de ionizacao.

Diante do resultado positivos tanto para morfologia, quanto para molhabilidade e
energia de superficie e principalmente devido a presenca da fase anatase, mais desejavel em
aplicacdes bioldgicas, a condicdo de anodizacdo de 10V por 24 horas foi escolhida como
condicdo Gtima para o prosseguimento do trabalho e as amostras tratadas nesta condigéo

foram utilizadas como substratos para o revestimento polimérico.

4.2 Caracterizacao da superficie ap6s recobrimento polimérico

4.2.1 Meétodo Fisico: Polimerizacdo a Plasma
Inicialmente foram realizados ensaios para determinacdo da condicdo ideal de

deposicdo dos filmes. O parametro escolhido para variacdo foi a poténcia aplicada sobre o
plasma gerador dos filmes de PMOXA (PECVD).

Antes do tratamento de amostras anodizadas uma série de deposi¢des foi realizada em
laminulas de vidro e folhas de aluminio. Tal procedimento foi empregado por maior
facilidade de caracterizacdo e obtencédo de destes substratos em comparacédo a liga anodizada.
As deposicOes foram realizadas com diferentes poténcias (5W, 10W, 15W e 20W) e foram

avaliadas a molhabilidade, a composicdo quimica e a espessura dos filmes.

4.2.1.1 Escolha dos parametros para deposicao a plasma
A molhabilidade dos filmes foi avaliada pelo método da gota séssil, utilizando agua

deionizada sobre filmes depositados inicialmente nas superficies de laminulas de vidro para

5W, 10W, 15W e 20W de poténcia de deposi¢do. Os resultados sdo expostos na Figura 40.
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Figura 40 - Grafico de barras representando o angulo de contato de superficies apos o
crescimento de filmes a plasma em diferentes potencias de deposicao.
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Como pode ser observado o filme apresentou uma ligeira variacdo entre as condi¢fes
de deposicao, com o angulo de deposicao variando entre 9 e 15°. Estudos realizados apontam
valores entre 10° e 40° para curto tempo de deposi¢Oes abaixo de 10 minutos (Macgregor-
Ramiasa, 2015) e entre 10° e 25° para deposicdes entre 10 e 30 minutos (Zanini, 2016). A
diminuicdo do angulo encontrado neste trabalho pode ser atribuida a quebra do anel de
oxazolina devido ao maior tempo de tratamento (60 minutos). Este comportamento foi
verificado, em outra escala, por Zhang et al. (2009). De maneira geral o0 comportamento das
superficies para todas as condicdes avaliadas é viavel para as aplicacdes desejadas, na medida
que se confirmou as caracteristicas hidrofilicas dos filmes independentemente da poténcia
utilizada.

Assim como realizado para angulo de contato, a estrutura molecular dos filmes obtidos
para 5W, 10W, 15 W e 20W foi avaliada.

Os espectros sdo semelhantes para todas as poténcias avaliadas, com ligeira variagdo
na intensidade do sinal de acordo com a poténcia, 0 que pode ser atribuido a maior quebra de
moléculas em potencias mais elevadas. A banda larga visualizada na regido entre 3200 e 3700
cm™ é associada a ligagdes O-H, geralmente decorrente de hidratacdo do filme em contato
com o ar, em seguida observa-se um pico a 2200 cm™, atribuido a0 grupo C=N formado
durante a polimerizagdo em ambiente rico em nitrogénio, como o propiciado pelo monémero.
Outros grupos nitrogenados como C=N e N-H podem ser observados em 1650 e 1550 cm™

respectivamente. Destaca-se também os picos observados nas regides de 1370 cm™
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(dobramento C-H) e 1130 cm™ (C-O). A presenca desses picos também havia sido detectada
por Macgregor-Ramiasa (2015) em seus estudos de polimerizagdo do PMOXA. Os espectros
ainda confirmam a teoria proposta como razdo da diminuic¢do do angulo de contato, uma vez
que ndo foram encontrados picos referentes a estruturas organicas ciclicas. Todas os filmes
avaliados por essa técnica foram depositados sobre folhas de aluminio espelhadas e o0s

espectros obtidos séo representados na Figura 41.

Figura 41 - Espectros FTIR para filmes de PMOXA depositados em diferentes poténcias
antes e ap6s imersao por meia hora em solucéo de clorexidina.
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Utilizando-se da mesma técnica amostras imersas em clorexidina foram avaliadas,
buscando investigar possiveis interacdes entre o filme e o medicamento. Apds a imersdo em

solucéo de clorexidina, mais uma vez nota-se grande semelhanca entre os espectros seja qual
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for a condicdo de deposi¢do do filme imerso, porém é visivel que o medicamento estd
presente na superficie, tanto pela atenuagdo do pico correspondente ao grupo C=N, quanto
pela diferenca entre 0 novo espectro e o original na regido entre 1300 e 1650 cm™. Tal
mudanca pode ser atribuida a superposicdo dos picos relacionados ao medicamento, em
especial C=N em 1650 cm™, o grupo fenol na regido de 1550 cm™ e C-C em 1400 cm™
(Campbell et al.. 2000).

A microscopia confocal foi empregada para avaliar a espessura do filme formado.
Empregando uma fita adesiva para vacuo parte de laminulas de vidro foram cobertas durante
a deposicdo dos filmes a plasma. Apds a deposicdo a fita foi retirada, formando um degrau
entre a regido com filme e a regido antes protegida pela fita, degrau cuja altura pode ser
mensurada por um microscopio confocal. Todas as condi¢cdes de deposicao estudadas foram
avaliadas por esta técnica realizando-se diversas medidas ao longo do degrau. A tendéncia da

relacdo poténcia espessura do filme € apresentada na Figura 42.

Figura 42 - Evolugédo da espessura dos filmes de PMOXA depositados de acordo com a
poténcia de deposicao.
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Como é comum em deposicdes de polimeros a plasma a espessura do filmes aumentou
com o aumento de poténcia de deposicédo, variando entre 70 e 480 nm aproximadamente.
Zanini et al. (2016) encontrou um comportamento parecido (espessuras entre 100 e 450 nm)
para experimentos realizados na polimerizacdo a plasma de oxazolina, aplicando porém

poténcias de deposicdo entre 5 e 80W. A obtencdo de filmes mais espessos em poténcias
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menores esta ligada a0 maior tempo de tratamento utiizado neste estudo (60 minutos). Este
comportamento é habitual em deposi¢des a plasma (Chen, 2008; Hayakawa, 2004) e pode ser
explicado pelo aumento do tempo proporcionar maior nimero de colisdes entre as particulas
do plasma. Com ajuda do software OriginPro, foi possivel construir uma curva de tendéncia e,
sabendo-se que filmes muito espessos tendem a ter menos adesdo, podemos limitar a poténcia

de deposicdo a 20W.

4.2.1.2 Interacao filme/Superficie anodizada
A partir da anélise da espessura, angulo de contato e composicdo dos filmes

produzidos a 15W, esta condicao foi escolhida para avaliagdo da interacdo entre o filme e 0
substrato anodizado. Amostras de Til5Mo anodizadas a 10V foram entdo submetidas ao
recobrimento por plasma e avaliadas quanto a estrutura molecular e molhabilidade. As
Figuras 43 e 44 mostram a comparacao entre os efeitos alcangados para filmes depositados

sobre amostras anodizadas e superficies usadas para caracterizagdo preliminar.

Figura 43 - Valores de angulos de contato obtidos pelo método da gota séssil de superficies
anodizadas e laminulas de vidro revestidas por filme de PMOXA.
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Figura 44 - Espectros FTIR dos filmes de PMOXA depositados sobre superficies anodizadas
e folhas de aluminio.
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Observa-se que o valor do angulo de contato das superficies anodizadas e revestidas
por PMOXA é intermediério entre as somente anodizadas e as laminulas de vidro revestidas,
0 que permite hipotetisar que mesmo que o filme tenha revestido a superficie a morfologia e a
rugosidade dos nanotubos ainda interfere na molhabilidade da superficie.

Analisando os resultados obtidos é possivel ainda inferir que o filme ndo interage
quimicamente com a superficie anodizada, uma vez que o espectro FTIR ndo apresenta

mudancas entre 0s substratos de aluminio metalico e Til5Mo anodizado.

4.2.2 Meétodo quimico: grafitizacdo por NaSS
A molhabilidade das amostras grafitizadas foi avaliada empregando angulo de contato

pelo método da gota séssil. Os valores foram comparados com aqueles obtidos para amostras
da liga Til5Mo polidas e ap6s anodizacdo. A Figura 45 representa os valores de angulo para

0s grupos avaliados.
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Figura 45 - Comparacdo entre angulo de contato pelo método da gota séssil para amostras
polidas (TiMo), anodizadas (TNT) e grafitizadas (TNT G).
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Conforme esperado, a superficie da liga polida apresentou maior valor de angulo de
contato (72°), seguida pela amostra grafitizada (43°) e contendo nanotubos (4°). A mudanca
do valor de angulo de contato verificada na amostra grafitizada confirma a eficiéncia do
processo e também foi verificado por Ben Aissa et al. (2011) e Vasconcelos et al. (2014) apds
grafitizacdo de ligas de titnio e pode ser atribuida sobretudo a mudanca na quimica de
superficie com insercdo de grupos polares presentes no polimero grafitizado. Apesar do valor
obtido ser superior ao verificado nas superficies contendo nanotubos de TiO, a superficie
ainda apresenta carater hidrofilico (6 < 90°).

Os grupos funcionais presentes nas superficies grafitizadas foram avaliados
empregando FTIR. Superficies polidas e contendo nanotubos de TiO, foram empregados para

comparagao como visto na Figura 46.
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Figura 46 - Espectros FTIR-ATR de amostras de Til5Mo, Til5Mo apds crescimento de
nanotubos e Til5Mo ap0s crescimento de nanotubos e grafitizacao.

Transmitandcia (u.a.)

(fonte: préprio autor)

Mais uma vez o ensaio confirma alteracdo da superficie ap6s grafitizacdo com
aparecimento de diversos picos ndo presentes nos outos grupos. Dentre elas se destaca o duplo
pico 1010 e 1040 cm™ representando respectivamente o anel aromatico e 0 grupamento SO
presentes na estrutura de NaSS (ALCHEIKH 2013; HELARY 2009). O pico na regido de
1650 cm™ também a foi verificado por Felgueiras et al. (2015) em seus trabalhos sobre
grafitizacdo e pode ser relacionado ao grupo C=C do anel aromético e comprovando a
existéncia de filme de PoliNaSS na superficie.

A Figura 47 representa uma medida indireta do grau de grafitizacdo das amostras dos
grupos polido, anodizado e grafitizados, expondo o nimero de mols de azul de toluidina
liberados por imersdo em solucdo de acido acético, o qual em condicdes ideais equivale ao

namero de mols de NaSS incorporados na superficie.
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Figura 47 - Medida da eficiéncia de polimerizacdo do NaSS sobre amostras de Til5Mo, TNT
e TNT grafitizado.
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Pode-se observar que em superficies polidas e grafitizadas ocorreu a absorcdo ndo
especifica de azul de toluidina. Para as primeiras tal absorcdo representa valores despreziveis
(menores que 1 nmol), o que ndo se pode dizer das superficies anodizadas onde as taxas
encontradas foram bem mais expressivas, sem contudo, ultrapassar a metade do valor obtido
para amostras grafitizadas.

A absorcdo ndo especifica por nanotubos ainda ndo foi investigada na literatura, mas
todas as evidencias levam a crer que tal fato deve-se sobretudo a estrutura tubular que
aprisiona a molécula do colorante e apresenta uma superficie efetiva muito maior que em
amostras polidas, possibilitando maior interacéo.

Em todo caso, a diferenca média entre amostras somente anodizadas e amostras
grafitizadas é superior a 20 nanomols, 0 que se traduz por valores na casa de 3,5 pg/cm?,
maiores que previamente encontrados para procedimentos similares em ligas polidas
(VASCONCELOS 2013; CHOUIRFA 2016) o que mais uma vez pode ser atribuida a grande
superficie efetiva dos nanotubos e consequente maior area para grafitizagcdo do polimero.

Todos esses resultados levam a crer que o crescimento de nanotubos ndo somente
substitui a oxidacdo quimica necessaria em superficies planas mas também pode representar

uma melhora no método original de grafitizag&o.
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4.3 Estudos in vitro

4.3.1 Linhagem celular e curva de crescimento
Todos os experimentos celulares apresentados neste capitulo foram realizados com

células osteoblastiscas da linhagem MC3T3-E1 subclone 4. Levando em consideracdo 0s
diferentes ensaios, nimero e forma das amostras, todos os ensaios foram realizados em placa
de 24 pocos padréo, contendo uma amostra e 1 mL de suspensao 50.000 células/mL por poco.
Placas de 24 pocos sem amostras foram usadas como grupo controle em cada ensaio e todos
os ensaios foram realizados em triplicata. O tempo de incubagdo variou de acordo com a
analise, entre 15 minutos e 28 dias (considerado aproximadamente 670 h). A Figura 48 mostra
a curva de crescimento das células na placa de 24 pocos sem amostras para o intervalo

estudado.

Figura 48 - Curva de crescimento de células da linhagem MC3T3-E1 subclone 4 a densidade
de semeio 50.000 células por pogo.

4 SDE+05
4, DDE+85
3,50E+05 / $ ——‘_\_‘%
3,00E+05 ¢
L
™ 2,50E+85
E /
-
B 2.00E+05 3
32
T
U 1,50E+85 /
1,00E+85
.
5, D0E+04
4
0,00E+00 . . . . . . .
50 50 150 250 350 450 550 650
Tempo (horas)

(fonte: préprio autor)

A curva apresenta o perfil esperado com fase de laténcia nas primeiras 24 horas, fase
exponencial na primeira semana (tempo de duplicacdo de 30 horas), fase de desaceleracdo na

segunda semana e atingindo a fase estacionaria entre a terceira e quarta semana.
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4.3.2 Viabilidade celular por metil tiazol tetrazolium (MTT)
A viabilidade celular e citotoxicidade foi avaliada apds 24 horas de cultura atraves de

teste MTT. A absorbancia traduz a taxa de reducdo de sal de tetrazolium em cristal de
formazam por atividade mitocondrial das células. Os resultados podem ser verificados na

Figura 49.

Figura 49 - Absorbancia medida ap0s teste de MTT sobre as diversas superficies avaliadas.
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Visto que a liga Til5Mo é disponivel comerciamente para aplicacfes médicas o valor
de absorbancia obtido pode ser seguramente relacionado a um material ndo citotoxico, logo
esse valor foi usado como base de comparacédo para as demais condi¢fes estudadas. A analise
de variancia (p=0,01) ndo mostra diferenca significativa entre 0s grupos sem medicamentos e
a liga Til5Mo, o0 que nos permite inferir que nem o crescimento de nanotubos nem as
diferentes técnicas de recobrimento das superficies resultam em citotoxicidade. Por outro
lado, foi possivel verificar que a dose de clorexidina incorporada nas superficies imersas no
medicamento foi excessiva reduzindo drasticamente a atividade mitocondrial. O efeito
citotoxico da clorexidina foi reportado em estudos precedentes em diferentes tipos de células
para concentragdes superiores a 0,01% (m/v) a partir de 3 horas (CHANG, 2001; GIANELLI,
2008, SEGURA, 1999).
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4.3.3 Proliferacédo celular
A proliferacao celular na superficie das amostras foi avaliada por contagem de células

apos 1, 3 e 7 dias de cultura. Os resultados estdo expostos na Figura 50.

Figura 50 - Grafico de crescimento celular de osteoblastos MC3T3-E1 SC4 em diferentes
superficies.
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Confirmando o resultado obtido no teste de MTT a partir do primeiro dia de cultura foi
possivel verificar que o nimero de células aderidas nas amostras com clorexidina incorporada
na superficie € inferior aos outros grupos, confirmando a citotoxicidade do tratamento.
Consequentemente o baixo nimero de células permanece nas contagens dos dias 3 e 7
enquanto todos os outros grupos apresentaram proliferacdo em concordancia com o
comportamento esperado pela curva de crescimento realizada.

A excecdo do grupo com medicamento a analise de variancias (p=0,05) para os 3
tempos de contagem diferentes permitiram as seguintes consideracoes:

e Ap6s 1 dia de cultura ndo ha diferenca signicativa entre o nimero de células/cm?® na
superficie das amostras estudadas, ainda que somente os grupos TNT e TNT G sejam
significativamente superiores ao grupo controle;

e Mais uma vez somente 0s grupos TNT e TNT G podem ser considerados
significativamente superiores aos outros grupos estudados para o 3 dia de cultura;

e Ao final de 7 dias de cultura celular, ainda que ndo haja diferenca significativa entre
0s grupos TNT e TNT G somente o segundo pode ser considerado estatisticamente

superior aos demais tratamentos.

A proliferagdo superior da linhagem MC3T3-E1 em superficies nanoestrutradas em
comparacdo com suas analogas polidas ja havia sido reportada por diferente autores para
amostras de titanio puro (POPAT 2007) e confirma a hipotese de que a combinacdo de
estrutura favoravel ao ancoramento e reducéo de angulo de contato criada pelo crescimento de
nanotubos tem efeito favoravel em culturas in vitro. Em contrapartida a superioridade das
superficies grafitizadas tem como explicacdo a quimica de superficie, em especial a presenca
de grupamentos SOz, o qual cria condi¢bes para a ligacdo entre as células e a superficie em

presenca de proteinas, como reportado por Felgueiras et al. (2015).

4.3.4 Morfologia celular por microscopia eletrénica de varredura
A morfologia das celulas foi avaliada por miscrocopia eletrénica de varredura em

todas as superficies estudadas.

A partir do terceiro dia de cultura o nimero de células na superficies da maioria das
amostras € tdo elevado que as imagens ndo apresentam mais nenhuma concluséo relevante,
entretanto a observacdo das imagens do primeiro dia de cultura permite destacar alguns
pontos importantes sobre a influéncia da superficie sobre o crescimento celular. A Figura 51
mostra o aspecto e a distribuicdo das células nas superficies avaliadas.
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Figura 51 - Imagens de microscopia eletrdnica de varredura apds 1 dia de crescimento de
osteoblastos MC3T3-E1 sobre A) Til5Mo, B) TNT, C) TNT G, D)PMOXA, E) PMOXA +
CH. A superioridade dos gruos sem medicamentos é notavel tanto no nimero quanto na

forma das células.
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Além de confirmar a distribuicdo aleatdéria e homogénea das células sobre as
superficies sem medicamentos (Figura 5la a 51d) as imagens confirmam os resultados da
proliferacdo celular por contagem de células. Dois pontos importantes devem ser destacados:

e A morte das células sobre as superficies que sofreram a incorporacdo de clorexidina,
evidenciada pelo tamanho reduzido e pela forma circular das células sobre tais
superficies (Figura 51e);

e A paridade dos demais grupos no que concerne ao numero de células na superficie,

ainda que a concentracao seja ligeiramente mais importante no grupo TNT.

Imagens com maior ampliacdo (Figura 52) permitem uma analise mais atentiva das
amostras e mostram que, mesmo que 0 numero absoluto de células ndo seja
significativamente discrepante, a forma dos osteoblastos sofre influéncia da superficie na qual
esta aderida.

Assim como observado por Das et al. (2009) as células sobre superficies nao
anodizadas (Figura 52a) possuem forma alongada e achatada em comparagdo com o formato
mais poligonal encontrado nas superficies com nanotubos (Figura 52b). A principal causa
dessa diferenca é o volume citoplasmatico, que no caso da superficie de Til5Mo é reduzida
e tende a crescer nos sulcos criados pelo lixamento, diferente do que acontece para
superficies com TNT onde o citoplasma se distribui radialmente formando uma confluencia
de células. Além da maior rugosidade das superficies anodizadas, contribui para tal
comportamento a maior area superficial e a tendéncia dos filipodes a crescerem direcdo ao
interior dos nanotubos (OH, 2006).

Para os grupos recobertos com polimeros (Figura 52c e 52d), analisando o grupo
PMOXA nota-se a manutencdo da forma poligonal com reducdo do volume da matriz
extracelular, o que pode ser atribuido a mudancas na molhabilidade como visto
anteriormente e permite teorizar que o recobrimento foi responsavel pela diminui¢do do
didametro dos nanotubos. O caso do recobimento por NaSS apresenta-se diferentemente, pois
0 volume da matriz extracelular é visivelmente superior. Tal aumento da superficie celular
foi reportado na literatura (FELGUEIRAS, 2017) e deve-se a facilidade de ligacdo entre
NaSS e proteinas celulares. No que diz respeito ao grupo com incorporacdo de

medicamentos a Figura 52e comprova a morte das células.
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Figura 52 - Em detalhes morfologia das células apds 1 dia cultura sobre A) Til5Mo, B) TNT,
C) TNTG, D) PMOXA e E) PMOXA + CH. Destaca-se 0 crescimento no sentido das
ranhuras em amostras polidas em contraste com o crescimento radial sobre amostras
grafitizadas. O circulo destaca o ndcleo das células mortas.
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4.3.5 Adesdo celular a curto periodo e Intensidade de Adesdo a curto periodo
Em razdo dos resultados obtidos nos ensaios anteriores somente 0S grupos sem

incorporacdo de medicamento foram submetidos aos ensaios de interacdo célula/superficie a
curto termo, comecando pela adesdo celular a curto periodo. A Figura 53 indica as
porcentagem de células aderidas ap6s 15 minutos de incorporacao.

Figura 53 - Porcentagem de células MC3T3-E1 aderidas sobre diferentes superficies apds 15
minutos de incubacéo.
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Os resultados mostram que ap6s 15 minutos entre 20 e 40% das células ja estdo
aderidas sobre as superficies. Andlises de variancia (a =0.05) permitem dizer que nao existe
diferenca significativa entre os grupos controle, Til5Mo lixado e PMOXA, todos abaixo de
25% de aderéncia. O Unico grupo a atingir 40% de aderéncia e considerado estatisticamente
superior a todos os demais foi o TNT grafitizado por NaSS. A melhora de adesdo em
superficies ricas em grupos sulfonatos ja foi reportado por Kowalczynska et al. 2003 em
fibroblastos e em adicdo dos resultados das demais condigdes permitem inferir que a adeséo
a curto termo é dirigida sobretudo pela quimica da superficie.

A rapida interacdo e consequente adesdo de celulas é primordial para o sucesso da
superficie na osseointegracdo, uma vez que in vivo as celulas dsseas competirdo com outras
células pela superficie do implante, em especial com células do tecido conjuntivo as quais
uma vez instaladas criardo um tecido fibroso impedindo a adesdo de células 6Gsseas e
posterior osseointegracao (OH 2006).

Continuando o estudo da interacdo inicial entre os osteoblastos e as superficies

estudadas as amostras foram submetidas a esforco cisalhante por 15 minutos afim de avaliar
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0 qudo forte foi a adesdo das células. Na Figura 54 pode-se verificar a porcentagem de
células que continuam aderidas ap6s aplicacéo de 10 dyn/cm?.

Figura 54 - Porcentagem de células aderidas apds aplicagdo de 10 dyn/cm2 por 15 minutos
sobre diferentes superficies.

100,0

90,0
L

80,0

70,0

——
—
—

50,0

50,0 [
40,0 ——
30,0 I ——

200 I

% de células aderidas

10,0 I

0.0 T T r I
Control TiMo THT TNT G Plasma

(fonte: préprio autor)

A excec¢do do grupo controle, todos as superficies estudadas apresentam porcentagens
de adesdo médias superiores a 60% valores relativamente altos considerando que as células
interagiram com as superficies por somente 15 minutos antes da aplicacdo do esforco. Por
outro lado, dentre as superficies estudas somente o grupo TNT pode ser considerado
estatisticamente superior aos demais (oo = 0.05), 0 que pode indicar que, ao contrario do que
foi verificado na porcentagem de adesdo inicial, este parametro é regido sobretudo pela
morfologia em detrimento da quimica de superficie e contribui ainda mais para a confirmacao

da teoria de ancoramento dos filopodes no interior dos nanotubos.

4.3.6 Diferenciacdo
Ap0s avaliacdo dos resultados precedentes a combinacdo de melhor proliferagdo ao

final de 7 dias, morfologia celular promissora e rapida adesdo de osteoblastos fez com que o
grupo revestido com PoliNaSS fosse escolhido para realizagdo de ensaios de diferenciagéo.
Foram usados como controle fundo de pogos de placas 24 pocos além de amostras de Til5Mo

polidas e anodizadas como fator de comparacéo.
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4.3.6.1 Fosfatase Alcalina
A atividade da enzima fosfatase alcalina atua como indicador primério de
diferenciacdo in vitro e foi avaliada apds 14 e 21 dias de cultura. Os resultados sdo expostos
na Figura 55.

Figura 55 - Absorbancia de p-nitropenol pela acdo da enzima ALP sobre as diferentes
superficies estudadas.
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A atividade da enzima fosfatase alcalina mostrou-se estatisticamente maior em
amostras anodizadas do que em amostras da liga Til5Mo lixadas bem como o grupo controle
apo6s 14 e 21 dias de cultura. Tal resultado confirma a tendéncia encontrada em diversos
trabalhos de que a diferenciacdo osteoblastica é favorecida por superficies anodizadas (DAS
2008, POPAT 2007, YAO 2007). A atividade enzimatica ap6s 14 dias é também
significativamente maior em superficies grafitizadas que em qualquer outro grupo estudado,
mais uma vez este aumento tem sido documentado na literatura (ALCHEIK 2013, HELARY
2008) confirmando a influéncia do NaSS na ligagdo entre superficies tratadas e proteinas
celulares, em especial o colageno, um dos formadores da matriz extracelular proeminente
durante a diferenciacdo celular.

No que diz respeito a queda dos valores, para 21 dias de incubacdo isso pode ser
interpretada como amadurecimento da matriz extracelular (FELGUEIRAS 2013, OUGHLIS
2012) e avanco no processo de diferenciacdo, uma vez que a atividade de ALP é diminuida

em detrimento da deposicéo de célcio e fosfato em uma segunda fase de diferenciacao.
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4.3.6.2 Mineralizacéo
Em uma segunda etapa do processo de diferenciacdo celular pode ser verificado a

deposicdo de calcio e fosfato indicando a maturacdo dos osteoblastos e mineralizacdo da
matriz extracelular. Assim como para a atividade de fosfatase alcalina foram avaliadas
superficies contendo nanotubos de TiO,, revestidas ou ndo por poliNaSS em comparagao com
Til5Mo polido e grupo controle (fundo de pogo). As medicdes foram realizadas apés 21 e 28

dias de cultura e os resultados estao expostos nas Figuras 56a e 56b.

Figura 56 — Producdo de A) célcio e B) fosfato por osteoblastos ap6s 3 e 4 semanas de
incubacdo sobre diferentes superficies.
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Como era esperado, visto os resultados de ALP, as superficies recobertas por
poliNaSS indicam mineralizacdo estatisticamente superior aos demais grupos para ambos 0S
marcadores. A diferenca € ainda mais proeminente apos 28 dias, indicando grande maturacao
dos osteoblastos. Resultados semelhantes foram reportados na literatura (ALCHEIKH, 2013;
FELGUEIRAS, 2017; HELARY, 2009; MAYINGI,2008) e podem mais uma vez ser
atribuidos a influéncia dos grupos SO3™ sobre a adsor¢cdo de proteinas da matriz extracelular

na superficies grafitizadas.
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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 combinacdo
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 oxida¢do 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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