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NpAg e PLA

Anodizado(a) com prata eletrodepositada
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Equipamentos Médicos, Odontoldgicos, Hospitalares e
de Laboratorios
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Resumo

PRODUGAO E CARACTERIZACOES DE SUPERFICIES
ANTIMICROBIANAS E BIOATIVAS SOBRE TITANIO: O titanio (Ti), por ser
biocompativel, apresentar estabilidade quimica e boas propriedades mecanicas € o
material mais utilizado para fabricacdo de implantes dentérios. Entretanto, implantes
continuam apresentando um elevado niumero de falhas decorrentes principalmente de
infeccbes bacterianas e afrouxamento asséptico. As infeccbes podem ser prevenidas
com a adicao de agentes antimicrobianos a superficie destes implantes e a formacao de
uma superficie bioativa acelera a osseointegracdo evitando o afrouxamento. Neste
contexto, o objetivo do presente trabalho consistiu em modificar a superficie do Ti de
modo a promover uma osseointegracdo precoce e lhe conferir agdo antimicrobiana.
Desse modo, foram produzidas superficies porosas e bioativas de oxido de titanio sobre
titAnio pela insercéo de ions de calcio e fésforo através da oxidacao por micro-arco. Apos,
prata foi depositada (via eletrodeposi¢cao ou por gotejamento de uma solucao coloidal de
nanoparticulas de prata — NpAg) sobre esta superficie (Ti/TiO2) com o objetivo de torna-
la antimicrobiana. Para minimizar a toxicidade celular da prata, estas superficies foram
recobertas com o polimero poli (4cido latico) (PLA). As NpAg foram sintetizadas por um
método reprodutivel e caracterizadas por espectroscopia de UV-Vis, MET, DLS e
medidas de potencial-zeta. J4 as superficies de Ti (polida, anodizada, anodizada/Ag e
anodizada/Ag/PLA) foram caracterizadas por MEV, EDS e DRX. Estas superficies
exibiram atividade antimicrobiana para S. aureus, boa biocompatibilidade com pré-
osteoblastos em testes de viabilidade celular, mineralizacdo de matriz extracelular e
adeséo e proliferagcao celular. Ademais, o recobrimento com PLA foi eficaz para liberacao
controlada de Ag em meio de PBS. As varias superficies produzidas neste trabalho sdo
promissoras para a utilizacdo como implantes, podendo ser Uteis principalmente em
pacientes que apresentam doencas periodontais, ou que dispdem de um 0sso pobre que

requer um maior estimulo para a osteogénese.
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Abstract

PRODUCTION AND CHARACTERIZATIONS OF ANTIMICROBIAL AND BIOACTIVE
SURFACES ON TITANIUM: Titanium (Ti), being biocompatible and presenting chemical
stability and good mechanical properties, is the most used material for manufacturing
dental implants. However, implants present a high number of failures mainly due to
bacterial infections and aseptic loosening. Infections can be prevented by the addition of
antimicrobial agents to the surface of these implants and the formation of a bioactive
surface accelerates the osseointegration process preventing loosening. In this context,
the aim of this work was to modify the Ti surface so as to promote an early
osseointegration and to provide antimicrobial activity. Thus, porous and bioactive surfaces
of titanium oxide were produced on titanium by the insertion of calcium and phosphorus
ions by the micro-arc oxidation technique. Afterwards, silver was deposited (via
electroplating or by dripping a colloidal silver nanoparticle solution - NpAg) on this surface
(Ti/TiO2) to provide antimicrobial activity. In addition, to minimize the cellular toxicity of
silver, these surfaces were coated with the poly(lactic acid) polymer (PLA). The NpAg
were synthesized by a reproducible method and characterized by UV-Vis, MET, DLS
spectroscopy and zeta-potential measurements. On the other hand, the surfaces of Ti
(polished, anodized, anodized/Ag and anodized/Ag/PLA) were characterized by SEM,
EDS and XRD. These surfaces exhibited antimicrobial activity against S. aureus, good
biocompatibility with pre-osteoblasts in cell-viability tests, extracellular matrix
mineralization, and cell adhesion and proliferation. Furthermore, the PLA coating was
effective for the controlled release of Ag in PBS medium. The various surfaces produced
in this work are promising for use as implants and may be especially useful in patients
who have periodontal disease, or who have poor bone stock that requires greater

stimulation for osteogenesis.
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1. Introducéo

1.1. Contextualizagao

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude - OMS, saude bucal
significa mais que ter dentes saudaveis. E uma parte integrada & satde global da pessoa
e primordial para seu bem-estar e qualidade de vida. Implica na auséncia de dor crbnica
orofacial, cancer de boca e garganta, lesbes nos tecidos orais, defeitos congénitos e
outras doengas e disturbios que afetam o complexo craniofacial. A integridade deste
complexo age como barreira contra infeccdes microbianas e ameacas ambientais. Manter
uma boa saude bucal influencia na capacidade de uma pessoa sorrir, beijar, tocar,
cheirar, saborear, mastigar, engolir e demonstrar sentimentos através de expressdes
faciais?.

As doencas bucais sao consideradas as mais comuns entre as patologias
nao transmissiveis e afetam as pessoas ao longo da vida. Frequentemente sdo a causa
de faltas escolares e no trabalho, e afetam as atividades diarias individuais, gerando,
portanto, um problema socioecondmico. Além disso, também interferem na questédo
psicossocial do individuo, pois em muitos casos ocorre a desfiguracdo facial, que pode
levar a pessoa a um quadro de depresséao e isolamento social®.

Um relatério relacionado com a Carga Global de Doencas, publicado em
2017 por The Lancet, desenvolvido por diversos colaboradores, estimou que metade da
populacdo mundial, cerca de 3,58 bilhdes de pessoas, sofrem algum tipo de doenca
bucal. A maior parte dessa carga € atribuida as seguintes doencas ou condicdes: carie
dentaria, doenca periodontal, cancer de boca, manifestacdo oral do HIV, traumatismo
orodental e fissura labiopalatina. A carie dentaria e a doenca periodontal sao as principais
responsaveis por perdas dentarias e ocupam, respectivamente, o 1° e o 11° lugar na
prevaléncia global® e no Brasil*.

Além disso, a perda severa de dentes e o edentulismo encontram-se entre
as dez principais causas de Anos de Vida com Deficiéncia em alguns paises de alta

renda, devido ao envelhecimento populacional (242 posicdo no ranking global)3. Em



ambito nacional, os ultimos levantamentos epidemiologicos (1986, 1996, 2003 e 2010)
indicaram que o edentulismo consiste em um persistente problema de saude publica®.

O aumento da urbanizacdo e mudanca no estilo de vida fazem com que a
prevaléncia das doencas bucais aumente na maioria dos paises de baixa e média renda,
principalmente devido a exposicdo inadequada ao flior e ao acesso limitado a servicos
de saude primaria. Outro fator influente é o agressivo marketing de empresas produtoras
de agucar, tabaco e alcool que leva ao aumento do consumo desses produtos, que séo
agravantes destas doencas/condicdes®.

De acordo com o CDC (Centers for Disease Control and Prevention, dos
EUA) as doencas e condi¢cfes de saude bucal estdo associadas a outros problemas de
saude, sendo portanto, fundamental, a pesquisa cientifica para reduzir a carga dessas
doencas®.

Um problema que nédo se classifica como doenca, mas que também
corrobora para as injarias na saude bucal é o traumatismo dentario, ligado principalmente
a quedas. Estima-se que sua prevaléncia ultrapasse a de céaries e doencgas periodontais
em determinadas populacées’. Um bilhdo de pessoas possuem alguma lesédo dentaria
traumatica. Traumas orodentais tém uma prevaléncia global de aproximadamente 20%
em ambas denticGes, primaria e secundaria®. Uma pesquisa realizada no Brasil pelo
Ministério da Saude (MS) notificou que a prevaléncia de traumatismo dentério nos
incisivos na idade de 12 anos foi de 20,5%°.

Com o avanco da medicina, muitos paises estdo passando por um
envelhecimento populacional, entretanto, isso nao reflete diretamente em um aumento
na expectativa de vida saudavel’°. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), a expectativa de vida do brasileiro ao nascer em 2018 foi de 76,2 anos,
um aumento de 6 anos em relagéo ao ano 2000. Em 2060, alcancara a idade de 81 anos,
com 58,4 milhdes de idosos (26,7% da populacdo)!l. Estudos apontaram que 0S
problemas relacionados a saude bucal sdo agravados com a idade; por exemplo, 63%
da populagdo com 12 anos ndo apresenta problemas periodontais, e este numero cai
para 1,8% em idosos entre 65 a 74 anos. Nessa faixa etaria, 53,7% dos idosos sao

edéntulos!?.



Neste cenario, 0 aumento na expectativa de vida e a consciéncia mundial
na promoc¢do da melhora da qualidade de vida das populacdes fizeram com que

ocorresse uma expansédo do mercado mundial de implantes?3.

1.2. Implantes dentarios e mercado global

Implante dentario é um substituto protético para um dente!4, classificado
como um dispositivo médico!®. Materiais utilizados nas aplicagbes biomédicas séo
denominados biomateriais que, segundo Williams (2009), consistem em “uma substancia
gue foi projetada para assumir uma forma que, por si s6 ou como parte de um sistema
complexo, é usada para dirigir, pelo controle das interagdes com os componentes dos
sistemas vivos, 0 curso de qualquer procedimento terapéutico ou diagnostico, na
medicina humana ou veterinaria”*®. Ainda, de acordo o NIH (National Institutes of Health),
biomateriais podem ser de origem sintética ou natural e sédo utilizados em aplicac6es
meédicas para apoiar, melhorar, ou substituir tecidos danificados ou uma funcgéo
biolégical’.

O mercado global de implantes dentéarios foi avaliado em 3,77 bilhdes de
dolares em 2016, com uma Taxa de Crescimento Anual Composta de 7,7%. O aumento
das aplicacdes de implantes dentarios juntamente com a crescente demanda por
préteses sao alguns dos principais fatores que impulsionam o mercado de implantes
dentarios. Este mercado € dominado por empresas localizadas na Europa, América do
Norte e Asia Pacifico (FIGURA 1)!8. As marcas internacionais que mais se destacam s&o:
Straumann (Neodent), Danaher (Nobel Biocare, Implant Direct e Alpha-Bio Tec.),

Dentsply Sirona (Dentsply, AstraTech e MIS) e Henry Schein (Camlog e BioHorizons)*°.
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FIGURA 1 - Mercado global de implantes dentéarios, dividido por regides, 2016.
Adaptado?®.

Apesar das marcas nacionais ainda ndao ocuparem um grande espaco do
mercado internacional, elas tém apresentado um crescimento substancial e ja séo
capazes de suprir boa parte da demanda do pais?®® 2%,

Um dos motivos que fazem as marcas internacionais serem téo
consolidadas é que estas apresentam iniUmeros estudos cientificos garantindo a eficacia
de seus produtos. Outro fator de destaque consiste no investimento continuo em
tecnologia. Algumas empresas de implantes realizam tratamentos na superficie dos
implantes de forma a torna-los mais biocompativeis?® 23, A Straumman, por exemplo,
possui tanta seguranca em seus implantes que fornece garantia vitalicia de algumas
linhas de seus produtos®*. Em 2015, a Straumann comprou a empresa brasileira
Neodent®® e neste mesmo ano criou o programa “Originais Neodent”, que também
oferece garantia vitalicia de seus produtos, desde que sejam utilizados apenas implantes
e componentes da marca?®.

No Brasil, pesquisas tém sido realizadas demonstrando a qualidade de seus
produtos. Gehrke et al. (2018) compararam o desempenho, em coelhos, de implantes de
titdnio da marca brasileira Implacil De Botoli com a marca de referéncia Straumann. Estas
marcas ndo apresentaram diferencas significativas nos parametros testados para avaliar
a osseointegracéo dos implantes?’. Outro estudo com implantes de titinio desta mesma

marca foi realizado em 183 pacientes, totalizando 916 implantes e também apresentou



resultados promissores?®. O bom desempenho de implantes nacionais aumenta a
seguranca do dentista em realizar o procedimento, bem com a do paciente que ira
recebé-lo 2°.

Mesmo que muitas marcas nacionais nao se equiparem em propriedades
com as internacionais, 0 aumento desse mercado € de suma importancia, pois muitas
vezes é a opcdo de melhor custo/beneficio para os brasileiros?.

O aumento do nivel de aceitacdo para implantes dentarios entre pacientes
e cirurgides dentistas também tem um impacto positivo no mercado, principalmente
devido a limitacGes do uso de préteses removiveis, como desconforto, falta de aparéncia
natural e necessidade de manutencao diaria. Préteses montadas em implantes dentarios
nao invadem os tecidos moles e melhoram a estética. Os implantes dentarios além de
serem esteticamente similares aos dentes naturais sdo tdo funcionais quanto,
promovendo um maior conforto ao paciente*®,

Por fim, mas ndo menos importante, a queda acentuada no custo total ao
acesso a implantes tornou-os mais acessiveis a populacéo e impulsiona esse mercado®.

No Brasil, de acordo com uma pesquisa realizada pelo Brazilian Health
Devices, (Projeto Setorial executado pela ABIMO - Associacao Brasileira de Industria de
Artigos e Equipamentos Médicos, Odontologicos, Hospitalares e de Laboratorios, em
parceria com a Apex-Brasil - Agéncia Brasileira de Promocédo de ExportagOes e
Investimentos) as indUstrias de artigos e equipamentos da area da saude exibiram um
crescimento de 72% de 2007 a 2013. Em 2013, o setor apresentou uma producao de
6,09 bilhdes de reais3!. Ainda, segundo a ABIMO, anualmente sdo utilizados no Brasil
cerca de 800 mil implantes e 2,4 milhdes de componentes de préteses dentarias?. Vale
lembrar que estes valores ndo condizem com a real demanda por esses servic¢os, devido

ao aumento continuo na longevidade do brasileiro2.

1.3. O titdnio como biomaterial para implantes dentéarios

Mesmo apds anos de estudos e pesquisas cientificas, o sucesso de
implantes dentérios ainda ndo atinge 100% dos casos. Entretanto, houve uma melhora
significativa ja apresentando taxas de sucesso superiores a 90%, e esse valor se repete

para taxa de sucesso a longo prazo. Apesar deste quadro ser promissor, quando uma



falha acontece o implante precisa ser removido. Para que um novo dispositivo possa ser
utilizado, primeiramente é necessario que ocorra a cicatrizagdo e provavel preenchimento
0sseo local, o que levard meses. Muitas vezes esse processo gera uma perda 0ssea
local demasiada, inviabilizando a insercdo de um novo implante. Por isso a busca pelo
sucesso do procedimento é tdo importante®3,

O afrouxamento asséptico também esta entre as principais causas de falha
em implantes34. Este tipo de complicacdo geralmente acontece quando n&o ocorre a
osseointegracdo completa entre o 0sso peri-implantar e a superficie do implante33. Desse
modo, um dos requisitos universais para implantes compreende sua habilidade em formar
uma unidade mecanica estavel adequada com os tecidos circunvizinhos®®.

Portanto, para que um implante seja empregado com éxito ele deve ter
propriedades mecanicas adequadas, tais como elasticidade, ductilidade, dureza,
resisténcia a fadiga e ao desgaste e deve apresentar uma boa biocompatibilidade¢. Por
biocompatibilidade entende-se a habilidade de um material em coexistir com o
hospedeiro por um intervalo de tempo, ou por tempo indeterminado, sem provocar
reacOes adversas nesse organismo3’.

Um material biocompativel deve exibir bons resultados quanto a bioadeséao,
osseointegracao e resisténcia a corrosao 3. Segundo Branemark38, a osseointegracéo é
caracterizada pelo crescimento e adesédo do tecido 6sseo a protese. Um implante sem
adequada biocompatibilidade pode ter sua funcionalidade reduzida ou anulada, ou ainda
causar respostas excessivas no hospedeiro, gerando desconforto e dor ao paciente.
Muitas vezes, estes implantes precisam ser cirurgicamente removidos®’.

De acordo com o grau de biocompatibilidade do implante e seu
desempenho, eles podem ser classificados em biotoleraveis (encapsulamento fibroso);
bioinertes (resposta biolégica minima, tecido fibroso reduzido); bioativos (interacdo do
implante com o tecido biolégico, sem a presenca do encapsulamento); e
biorreabsorviveis ou biodegradaveis (substituicdo do implante por um novo tecido)2®.

Um dos motivos que leva a falha no implante é o uso de produtos de ma
gualidade, geralmente provenientes de mercados ilegais. Dados levantados pela ABIMO
revelam que 30% dos implantes protéticos sdo irregulares®®. Segundo esta Associacéo,
diversos estabelecimentos fabricantes de implantes séo fechados pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por ndo possuirem registro de seus produtos para fins



comerciais®® 4*, Em duas operacGes da ANVISA, realizadas em 2016 e 2017, mais de
500 mil implantes sem registros foram recolhidos*?.

Existem diferentes classes de materiais utilizados na fabricacdo de
implantes: metalicos, poliméricos, ceramicos, compositos e naturais. Os metais sdo 0s
materiais mais utilizados para fabricagdo de implantes que envolvem sustentacao de
carga e também sdo muito empregados em dispositivos de fixacdo interna®®. Nesta
classe, o titanio (Ti) e suas ligas sdo 0s que mais se destacam por suas propriedades
como alta resisténcia a corrosao, baixa densidade e baixo modulo de elasticidade quando
comparados com outros materiais metalicos, além de excelente biocompatibilidade.
Implantes de Ti provocam um efeito minimo no tecido onde € inserido; geralmente néao
levam a um processo inflamatério, nem desencadeiam reacbes alérgicas*® e séo
classificados como bioinertes#*. Além disso, o Ti ndo é um material ferromagnético,
permitindo o acompanhamento e avaliacdo do seu desemprenho in vivo por ressonancia
magnética*®.

Uma das desvantagens do titanio comercialmente puro (Ti cp) é apresentar
baixa resisténcia ao desgaste, inviabilizando seu uso como superficie articular*®. Por isso,
o Ti cp é preferivel em condi¢gbes onde a resisténcia a corrosdo é a caracteristica de
maior importancia em relacdo as propriedades mecanicas*’. Isto explica seu vasto uso
em cirurgias neurolégicas, cardiovasculares, maxilofaciais, em alguns tipos de cirurgias
ortopédicas, como por exemplo em componentes de fixacdo de proteses de quadril, e em
cirurgias orais*® 48, Na odontologia, titanio € o material de primeira escolha na fabricacédo
de implantes (parafuso e pilar), coroas, pontes e sobredentaduras®.

O titdnio possui uma alta resisténcia a corrosdo porque reage
espontaneamente com o oxigénio do meio formando uma camada de Oxido estavel ndo
porosa em sua superficie, com espessura entre 2 a 7 nm%”: %0, Esta camada pode ser
espessada e modificada por diversos processamentos que melhoram sua resisténcia a
corrosdo e podem promover alteracdes em sua superficie, aumentando seu grau de
biocompatibilidade®.

Aléem disso, o oxido de Ti apresenta uma elevada constante dielétrica (¢ =
86), podendo resultar em interagdes de Van der Waals mais intensas com os tecidos
adjacentes que outros 6xidos. Também parece demonstrar maior atividade catalitica para

algumas reacdes quimicas organicas e inorganicas em processos biolodgicos, melhorando



sua adesdo ao meio® 51, Ademais, a rapida osseointegracdo desses materiais promove
um selamento no implante, diminuindo a probabilidade de invaséo bacteriana®.

De acordo com a norma ASTM F67, ndo existem materiais para implantes
completamente livres de reacdes adversas, entretanto, o Ti cp induz respostas biolégicas
aceitaveis e por isso é vastamente utilizado em implantes cirrgicos®. Ainda de acordo
com esta norma, o Ti cp é comercializado com teores de pureza entre 98 e 99,5% e
classificado em 4 graus de pureza. Os elementos mais comuns encontrados sao
oxigénio, hidrogénio, nitrogénio, carbono e ferro e seus teores estdo apresentados na
TABELA 1%,

TABELA 1 - Composi¢éo quimica do Ti cp de acordo com a norma ASTM F67-13.

Composi¢cdo méaxima/ % (m/m)

Elemento Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
Nitrogénio 0,03 0,03 0,05 0,05
Carbono 0,08 0,08 0,08 0,08
Hidrogénio 0,02 0,02 0,02 0,02
Ferro 0,20 0,30 0,30 0,50
Oxigénio 0,18 0,25 0,35 0,40

O Ti grau 1 € o que exibe maior pureza e ductilidade a temperatura
ambiente, entretanto, apresenta menor resisténcia a tracdo. Quanto maior o teor de
impureza menor a ductilidade e maior a resisténcia a tracdo desses materiais (TABELA

2). Na fabricacéo de implantes dentarios, geralmente usa-se o titanio grau 253,

TABELA 2 - Propriedades mecanicas do Ti cp de acordo com a norma ASTM F67-13.
Adaptado®:.

Ti cp Propriedades mecanicas — Valores minimos requeridos
Grau Resisténcia a Resisténcia ao escoamento  Elongacdo  Reducéo de
tracdo / MPa 0,2% de offset / MPa em 4D/ % area/ %
240 170 24 30
2 345 275 20 30
3 450 380 18 30
4 550 483 15 25




Os motivos que levam a uma melhor osseointegracéo ainda ndo séo bem
definidos, entretanto, sabe-se que a morfologia da superficie de implantes desempenha
um importante papel nesse cenario® 51, O titanio, além de ser naturalmente um bom
biomaterial, ainda permite que sua superficie seja modelada; desse modo, na proxima
secao serdo apresentadas diferentes superficies de 6xido de titdnio e quais beneficios

essas variagdes podem produzir.

1.4. Caracteristicas e desempenho de superficies modificadas de Ti cp

Como ja referido nos topicos anteriores, as propriedades superficiais de
dispositivos implantaveis sdo de extrema importancia para definir seu sucesso clinico.
Neste contexto, a topografia e a composi¢cédo dos implantes exercem um papel decisivo
em seu desempenho, pois modulam a interacdo da superficie com células e micro-
organismos. Existem diversas estratégias utilizadas com o intuito de melhorar sua
osseointegracao e reduzir o risco de infec¢des, entretanto, a grande questdo € como
obter um ganho em ambas as propriedades ao mesmo tempo, pois muitos tratamentos
acabam desempenhando um papel antagbnico. A TABELA 3 exibe as principais

estratégias utilizadas para funcionalizacéo de superficies de biomateriais=3.
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TABELA 3 — Principais estratégias usadas para funcionalizacdo de superficies de
biomateriais, efeitos desejaveis e indesejaveis. Adaptado32.

Estratégia Efeito Limitacéo

Melhora a
osseointegracao devido a
maior retencdo mecanica

Aumento da rugosidade
(Ra em escala um)

Também pode aumentar a
adeséao bacteriana

Revestimentos

. P Potencial osteocondutor Também podem aumentar a
Inorganicos e osteoindutor adeséao bacteriana
(Ca/P/apatitas)
Reves:umentos Potencial osteocondutor Também podem aumentar a
organicos . ~ .
e osteoindutor adesao bacteriana

(proteinas/peptideos)

A adeséo de células

Revestimentos Inibe a adeséao o .,
; ; . eucaridticas também é
antiadesivos bacteriana )
comprometida
) . A adesdo, funcdo e viabilidade
Revestimentos Morte bacteriana ou A ¢ .
- o ~ das células eucaridticas podem
bactericidas inibicdo de sua adesao

ser comprometidas

Estudos sugerem que superficies mais rugosas favorecem a adeséo e
maturacdo de células do tecido 6sseo®. Shalabi et al. (2006) demonstraram que estas
superficies apresentam melhor proliferacdo e adesdo de osteoblastos, melhoram na
resposta da fosfatase alcalina e da mineralizagcdo 0ssea quando comparadas com
superficies mais lisas de Ti®®. Acredita-se que a rugosidade promova um interligamento
entre as células em escala micrométrica. Além disso, ndo sé a microtopografia como a
nanotopografia também € importante na adsorcédo de proteinas, adesdo de osteoblastos
e, consequentemente, na velocidade com que a osseointegracdo sucede*> % 57 Esta
superficie nanoestruturada pode, ainda, ser promissora na atividade antimicrobiana®®. De
acordo com Izmir e Ercan (2018) mudar a rugosidade da superficie da escala micro para
nano mantém a afinidade celular a ela e desfavorece a adeséo de bactérias®®.

Topografias formadas por nanotubos de Oxido de titanio crescidos em
substratos de Ti via anodizacdo, com diametro entre 30 a 80 nm, exibiram uma reducéo

da adeséo e colonizacéo de S. epidermidis e, em contrapartida, favoreceram a adeséo
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de células osteogénicas®. Gulati et al. (2016) produziram nanotubos de Ti em fios de Ti
e 0s submergiram em colageno contendo osteoblastos, demonstrando que esta
superficie favorecia a migracdo, adeséo e espalhamento celular?,

Nanocolunas de Ti, com diametro entre 40 e 60 nm, foram formadas sobre
a liga Ti6Al4V e exibiram respostas opostas com relacdo a afinidade por células e
bactérias, positivas para células eucaridticas. Este comportamento foi atribuido ao “efeito
folha de I6tus”, no qual gerou um efeito seletivo a diferenca de tamanho entre os
osteoblastos e a bactéria S. aureus®?.

Ren et al. (2018) realizaram um ataque basico sobre o Ti de modo a obter
uma morfologia extremamente rugosa com bordas pontiagudas. Essa superficie
apresentou carater hidrofobico. Na sequéncia realizaram uma deposicdo de 6xido de
grafeno e submergiram em uma solucéo de aspirina; isso tornou a superficie hidrofilica e
promoveu melhores resultados com respeito a proliferacédo de osteoblastos®.

Vishnu et al. (2019) produziram uma superficie denominada “nanoflores”
sobre substrato de Ti por ataque &cido (HNOs/HF). Posteriormente, realizaram
tratamentos hidrotermais, utilizando solugfes basicas de NaOH, nas temperaturas de 225
e 250 °C com a intencdo de aumentar a molhabilidade destas superficies. Estas
superficies ndo apresentaram citotoxicidade e, apesar de apresentarem acao
antibacteriana, justificada pela morfologia da superficie (“langas pontiagudas” que
formaram as “nanoflores”), também favoreceram a proliferagdo bacteriana. As superficies
com tratamento térmico a 250 °C foram extremamente hidrofilicas (angulo de contato
<5°) e, portanto, descartadas, visto que segundo estes autores esta superficie dificultaria
a adeséo celular®4,.

Além da topografia, a composicdo quimica da superficie do implante
também é extremamente importante no processo de osseointegracéo, podendo favorecer
a adsorcdo de proteinas sobre o implante e melhorar a adesdo celular®®. Quando
elementos como o calcio e o fésforo estdo presentes nessa superficie ocorre um aumento
na velocidade de adsorcdo de proteinas levando a uma fixacao biologica precoce do
implante®®.

Soares et al. (2018) produziram nanotubos de éxido de titanio em substratos
de Ti via anodizacdo na presenca de Ca e P e concluiram que estes elementos

melhoraram a adeséo, proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco derivadas de tecido
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adiposo em relacdo ao titdnio sem modificacdo. Além disso, essa superficie também
apresentou maior hidrofobicidade, maior adsorcdo de proteinas e mineralizacdo de
calcio®”. Em contraste, Laurindo et al. (2014) produziram superficies altamente porosas
por oxidacdo por micro-arco com insercdo de Ca e P e obtiveram superficies mais
hidrofilicas que o Ti sem tratamento. Estes autores nao realizaram testes celulares®®.

Kaczmarek et al. (2016) modificaram a superficie de Ti pela insercao de
boro por plasma de arco transferido e obtiveram resultados melhores que para o Ti ndo
tratado, com relacéo a viabilidade e proliferagéo de fibroblastos e osteoblastos®®. Huang
et al. (2016) obtiveram resultados semelhantes, porém, com boro (B) inserido durante a
formacéo de filmes de 6xido de Ti altamente porosos por oxidagéo por micro-arco (MAO).
Os pré-osteoblastos apresentaram um maior espalhamento sobre a superficie contendo
boro. Além disso, exibiram um aumento na atividade da fosfatase alcalina, na sintese de
colageno e na mineralizacdo Ossea. Eles atribuiram esses resultados a maior
hidrofilicidade desta superficie com relagdo as sem B. Portanto, fica claro que mesmas
morfologias podem exibir resultados diferentes por possuirem composicées diferentes’®.

Zhao et al. (2013) depositaram estroncio (Sr) sobre nanotubos de Ti,
crescidos em discos de Ti, e verificaram que a incorporacdo deste elemento melhorou a
proliferacdo de células-tronco mesenquimais de rato’.

Além da incorporacao de elementos como Ca, P, Sr, Se e Si no titanio que
visam melhorar a biocompatibilidade do material, muitos outros, tais como Zn, Cu, Ga e
Ag tém sido utilizados com o intuito de promover acéo bactericida a superficie® 72,

Existem diversos métodos que promovem modificacdes na superficie do Ti.
Esses métodos visam alterar a topografia no que diz respeito a morfologia, composi¢cao
guimica e estrutura, de modo a melhorar suas propriedades fisico-quimicas, favorecendo
sua interacdo com o meio e prolongando a vida util do material. Entretanto, ainda nao é
possivel estudar a influéncia dessas alteracdes separadamente de modo a quantificar
qual fornece maior beneficio sobre a osseointegracdo’s.

Estas propriedades, dentre outros papéis, definem a capacidade do
implante em adsorver proteinas e, conseguentemente, determinam quais reacdes
biolégicas advirdo, ou ndo, promovendo uma integracdo do implante aos tecidos
adjacentes. Isso explica porque tantas pesquisas sao realizadas para otimizacdo de

implantes ortopédicos e dentarios’*.
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1.5. Anodizacgéo, oxidacao por micro-arco (MAO), recobrimentos e deposicdes

Conforme visto previamente, séo as caracteristicas da camada de 6xido que
se forma sobre o titanio, tais como cristalinidade, composicéo, rugosidade, espessura e
morfologia que regulam a formacédo 6ssea ao redor do implante’? 7>, Existe um grande
namero de técnicas e tratamentos usados na modificacdo de superficies de implantes
com a finalidade de selecionar as caracteristicas de interesse. Entre estas, encontram-
se: a microusinagem, o polimento mecanico, o jateamento, a pulverizacdo com plasma,
a implantacéo idnica, o ataque quimico e diversas técnicas de revestimento, sendo as
mais utilizadas: deposicdo quimica ou fisica em fase vapor, aspersao térmica, oxidacao
térmica e oxidacdo eletroquimica (anodizagéo)®? 76,

A anodizacdo tem se sobressaido pois possibilita, através da manipulacao
dos parametros utilizados, um maior controle sobre o0 espessamento, composicao,
morfologia e estrutura da camada de 6xido formada’’. Varios estudos foram realizados
para analisar a melhora na resisténcia a corrosdo e na osseointegracdo do Ti cp
anodizado e notou-se uma melhora em ambos parametros®’: 78,

Resumidamente, a anodizacao consiste no crescimento controlado de um
filme de O0xido em um componente metalico ligado ao polo positivo de uma célula
eletroquimica®. Essa camada de 6éxido apresenta altos valores de calor de formacéo,
ponto de fusdo, ponto de ebulicdo, energia reticular e condutividade elétrica. Estas
caracteristicas indicam uma forte coesdo desses oOxidos, além da estabilidade fisica,
guimica, térmica e elétrica 7°: 80,

Investigacbes sobre as condicbes de anodizacdo foram estudadas por
varios autores indicando que 0 mecanismo e a taxa de crescimento do filme de 6xido de
Ti, consequentemente suas propriedades, sao fortemente dependentes da natureza e da
concentracédo do eletrdlito, da temperatura, do tempo de anodizacao, do tipo e velocidade
da agitacao, das razdes entre as areas do catodo e anodo, do pré-tratamento da amostra
e dos parametros utilizados no processo, como, por exemplo, valor da densidade de
corrente ou potencial aplicado®' &2,

O o6xido de Ti apresenta uma alta aderéncia ao metal®?. Sua espessura é

estimada pela taxa de anodizacéo, que tipicamente assume valores entre 2,0 a 2,5 nm
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V-1 (8%). Nesse processo o crescimento do éxido ocorre sob um alto campo elétrico ¢ (de
10° a 107 V cm?) onde a densidade de corrente j € descrita pela Equagdo 1, sendo A e B

constantes inerentes aos materiais®?.

j = Aexp(Be) (1)

Quando a anodizacao é realizada a baixo potencial ou a baixa densidade
de corrente, verifica-se a formag¢do de um filme de 6xido colorido que ndo apresenta
muitas imperfeicdes®®. Por outro lado, se este processo € realizado a altos potenciais,
acima do potencial de ruptura do 6xido, tem-se um intenso desprendimento de Oz e
frequentemente observa-se a presenca de faiscas; este procedimento é denominado
oxidacdo por micro-arco (MAO)®2.

O filme de 6xido formado por MAO € espesso (maior que 1 um) e devido a
presenca de descargas elétricas durante o processo a morfologia dessa superficie se
torna muito rugosa e porosa. Esse procedimento de anodizagéo vem sendo amplamente
estudado, pois é eficiente no aumento da resisténcia a corroséo®® 8’. Além disso, esta
superficie com alta rugosidade e porosidade pode ser favoravel a deposicéo de materiais
que melhoram sua biocompatibilidade® como a hidroxiapatita®® %, o boro™, o estroncio’*
dentre outros®'; ou ainda, a farmacos, tais como antiinflamatérios®® 92, analgésicos®?
antibiéticos®?; e, por fim, a elementos metalicos antimicrobianos, tais como: cobre, zinco
e prata® %,

A MAO também tem sido utilizada com sucesso na formacéo de filmes de
TiO2 com morfologia altamente porosa, com a incorporacao de célcio e fosfato durante o
processo de oxidacédo nessas superficies % 97,

A anodizacdo leva a formacdo de oOxidos com estruturas amorfas,
cristalinas, ou parcialmente cristalinas®®. O uso de potenciais baixos a moderados na
anodizacdo geralmente produz 6xidos amorfos. Contudo, altos potenciais, usados na
MAO, favorece estruturas cristalinas (rutilo, anatase e bruquita)®®. Dentre as estruturas
cristalinas, a anatase é possivelmente a de maior interesse na area médica, pois em

determinadas condicdes promove atividade antimicrobianat® 102,
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Apesar da anodizagcdo fornecer resultados promissores, a maioria dos
procedimentos utilizados fazem uso de eletrélitos com concentragdes elevadas de acidos
ou bases fortes!%? 193 tornando o processo de segregacdo e tratamento de residuos um
problema. Portanto, para o presente trabalho pretende-se fazer uso de eletrélitos
alternativos que ndo sejam toxicos e ndo necessitem de tratamento para descarte.

Além disso, mesmo com 0s avan¢cos na area meédica, os implantes
continuam apresentando um elevado numero de falhas. As principais causas destas
falhas sdo decorrentes de infeccdo bacteriana, inflamacdo, perda éssea e ma
cicatrizacdo 6ssea’®* 195 Em se tratando de dispositivos implantaveis, um problema tipico
e muito grave diz respeito a formacdo de biofiimes de bactérias em sua superficie®e.
Biofilmes consistem em agregados complexos de bactérias, geralmente fixados em uma
superficie solida. Nesta forma as bactérias sdo muito mais resistentes a acdo de
antibiéticos que em sua forma plancténical®®.

Este cenério é tdo alarmante que, de acordo com Shi et al. (2018), o CDC
estimou que até 2050 mais mortes serdo resultantes de infeccbes do que todos os
canceres combinados!®’. Outro dado preocupante diz respeito a taxa de infeccdo em
implantes dentéarios e peri-implantites que ainda é altissima, atingindo cerca de 14% dos
pacientes®3. S6 nos EUA estima-se, extraoficialmente, que mais de 94 bilhdes de ddlares
sdo gastos anualmente com infecgdes decorrentes de biofilmes, gerando cerca de meio
milhdo de mortes®® 10° Este cenario mais que justifica a intensa pesquisa em estratégias
para modificacdo de superficie que visam a reducéo de infeccdes bacterianas®3,

Embora exista um crescente esfor¢co na tentativa de se inibir a colonizacao
por patbgenos em biomateriais de modo a produzir implantes otimizados que garantam
uma funcionalidade ideal a longo prazo, frequentemente as alteragbes realizadas
diminuem o desempenho destes materiais. Portanto, idealmente, um implante deve
desestimular a fixacdo de bactérias e ndo afetar as funcdes das células eucaridticas, ou
ainda, se possivel, induzir uma resposta positiva nas mesmas?33 34,

Em 1987, Anthony G. Gristina publicou um artigo de revisdo na revista
Science onde analisou a relacdo entre a colonizacao antimicrobiana em biomateriais e a
integracdo celular nestas mesmas superficies. Ele sugeriu que o destino da superficie de
um implante fica sujeito a uma “corrida pela superficie” na qual, se a superficie for

ocupada primeiramente por células teciduais, estas se proliferam rapidamente e
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promovem uma defesa da superficie contra col6nias de bactérias. Por outro lado, se as
bactérias vencem esta corrida, logo sucede a formacdo de biofilmes e uma infeccéo é
instalada, comprometendo a osseointegragdo desse implante!'©.

Mais recentemente, o grupo de pesquisa de Carlos Mas-Moruno concluiu
gue as bactérias e células eucaridticas ndo apenas competem na corrida pela superficie,
mas também batalham por ela; portanto, concluiram que esta relacdo entre superficie,
bactérias e células eucaridticas € melhor definida como “luta pela superficie”? 1,

Anthony G. Gristina (1987) ainda reportou que as bactérias sdo organismos
muito antigos e altamente adaptaveis e apesar de biomateriais serem novos, para época,
eles imitam substratos basicos nos quais as bactérias, e ndo células teciduais, ja
possuiam estratégias de colonizacdo e sobrevivéncia. Por isso, modificacdes de
superficies séo tdo importantes'o,

Rotineiramente, buscando a prevencao de infeccdo pela insercdo de um
implante, o paciente é medicado, durante a cirurgia e por dias posteriores, com altas
doses de antibidticos por via intravenosa e/ou oral®*. Entretanto, tratamentos
farmacologicos, independente da via de administracdo possuem limitacdes, dentre estas,
baixa solubilidade do farmaco, ma distribuicdo no organismo, falta de seletividade,
farmacocinética ndo controlada e efeitos adversos graves em tecidos nédo-alvo’®. Além
disso, este tratamento frequentemente € ineficaz devido a pouca vascularizagdo nas
proximidades do dispositivo implantado**?.

A ineficiéncia na eliminacdo das bactérias a curto periodo leva a uma
infeccdo cronica na forma de biofilmes bacterianos quiescentes que ficam aderidos a
superficie dos implantes!!3. Inicialmente, acontece a contaminagdo do implante por
bactérias plancténicas que apdés se fixarem na superficie, desencadeiam um processo de
proliferacdo e formacdo destes biofilmes33. Na forma quiescentes, as bactérias sédo
menos susceptiveis a acdo de antibioticos; além disso, estes biofilmes agem como
barreira ao antibiético e, portanto, muitas vezes, para se obter o efeito desejado séo
utilizadas dosagens até mil vezes maiores de antibiéticos que o indicado 13 114,

Estas infec¢Bes causadas por implantes levam a sérios problemas de saude
e a uma reducéo significativa na qualidade de vida dos pacientes33. Quando esta questdo

ndo é contornada a remocgao ou substituicdo do implante é necessaria, gerando altos
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custos e mais desconforto ao paciente®®. Em casos severos pode acontecer o
espalhamento da infeccdo levando a morte do paciente3,

A liberacdo local controlada de farmacos vem sendo empregada para
resolver este problema, por exemplo, utilizam-se cimento 0sseo carregado com
antibiético. Este método reduz a concentracdo de bactérias ou impede sua aderéncia a
superficie do implante’®. Todavia, impossibilita a previséo da liberacéo do antibiético*®.
Diversos polimeros podem ser utilizados para liberacdo controlada de farmacos?!!? 116,

Estudos realizados por Giglio et al. (2011), utilizando dois hidrogéis
poliacrilicos eletrossintetizados — poli(2-hidroxietil metacrilato) e o copolimero formado
por poli(etileno glicol diacrilato) e acido acrilico — com a adicdo do antibibtico
ciprofloxacino, sugeriram que o uso deste material no recobrimento de implantes
ortopédicos poderia prevenir infeccbes bacterianas sem afetar sua interacdo com os
osteoblastos!!?. Gulati et al. (2012) estudaram um sistema de liberacdo controlada do
anti-inflamatério indometacina através de nanotubos de TiO:2 recobertos por um filme do
polimero quitosana e poli (acido latico-co-acido glicolico). Também foram analisadas a
adesdo e a proliferacdo de osteoblastos sobre esta superficie. Os resultados obtidos
foram promissores e permitiram concluir que o sistema poderia ser aplicado com sucesso
em implantes de diferentes materiais (Ti, ligas de Ti e aco inoxidavel) e para diferentes
farmacos, incluindo anabdlicos’®. Um campo que vem ganhando forca nessa area é o
uso de nanofibras poliméricas!’, que sera abordado na secéo 1.7.

Apesar da eficacia da liberacdo local controlada de farmacos, essa terapia
é restringida pela sensibilidade de espécies de bactérias ao antibiético utilizado!'8. Além
disso, devido ao uso indiscriminado de antibiéticos, quer seja para acao terapéutica, quer
para outros fins, como, por exemplo, descontaminacdo de ambientes, um grande niimero
de bactérias resistentes tem surgido!!®. Isso tem se tornado um grande problema em
salde publica, o que torna a busca por alternativas aos antibiéticos imprescindivel?”.

Como ja referido anteriormente, elementos inorganicos como Zn, Cu, Ga e
Ag tém sido utilizados com sucesso como agentes antimicrobianos em superficies de Ti.
Dentre estes, destaca-se a prata, por seu vasto uso na sociedade ao longo dos séculos
devido a seu alto potencial antimicrobiano34.

Um estudo de revisao realizado por Mi et al. (2018) apontou que o uso de

nanoparticulas de 6xidos, metais e nanoparticulas lipidicas sélidas também vem sendo
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cada vez mais explorado como uma alternativa ao tratamento de rotina de infecgdes.
Esses materiais sdo utilizados tanto como antimicrobianos em si, como em agao
conjugada com antibiéticos ja existente de modo a potencializar seu efeito®®.

Dentre estes materiais, 0 uso de nanoparticulas de prata (NpAg) é
promissor gracas a seu amplo espectro de acdo!!®. Alguns trabalhos sugerem que as
bactérias ndo sdo capazes de criar resisténcia a estas nanoparticulas. Portanto, NpAg
sdo agentes antimicrobianos muito mais eficientes que antibiéticos e, ademais, além de
atingirem uma ampla faixa de bactérias também séo efetivas contra virus e fungos, tendo
assim uma acdo mais ampla''®. Outro ponto positivo é que estas nanoparticulas sdo
capazes de difundirem através de biofilmes de bactérias ja formados*?°.

Alguns estudos foram realizados fazendo o uso da anodizacao por MAO do
Ti usando eletrélitos que continham precursores de P, Ca e Ag® % 121 Apesar destes
materiais terem exibido boa resposta antimicrobiana para S. aureus boa parte da Ag foi
incorporada dentro da camada de Oxido de Ti e, portanto, ndo colaboraram para o
resultado alcancado.

Outros autores realizaram a deposi¢do de NpAg pos anodizagcdo por MAO
e, desse modo, toda Ag depositada estava acessivel. Obtiveram excelentes resultados
em relacéo a atividade antimicrobiana destes materiais frente a alguns tipos de bactérias:
S. aureus, S. aureus resistente a meticilina, S. epidermidis e E. coli. Ademais, constatou-
se, por testes celulares in vitro ou testes in vivo, que as NpAg ou ndo exprimiram resposta
diferente do controle, Ti sem Ag, ou exibiram alguma alteracdo apenas nos periodos
iniciais!??-124,

Dessa forma, devido a grande aplicabilidade dos dispositivos implantaveis
a base de titanio recobertos por TiO2 e considerando que a infec¢do e o afrouxamento
asseéptico sdo as principais causas de falha destes implantes, torna-se importante

aprimorar a superficie deste material para que haja uma reducao destas falhas.

1.6. Nanoparticulas de prata - NpAg

De acordo com a norma ISO/TS 80004-2:2015, nanoparticulas
correspondem a um aglomerado de atomos que formando uma particula deve possuir ao

menos uma de suas dimensdes na faixa entre 1 a 100 nand6metrosi?®. Até 2013 existiam
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mais de 1800 produtos de consumo em escala nano no mundo. Destes, a maior parte,
24 % (435 produtos), estavam relacionados a nanoparticulas de prata (NpAg)*2®.

NpAg vém sendo amplamente utilizadas em diversas areas por suas
propriedades fisicas e quimicas peculiares que incluem pequeno tamanho, grande area
superficial, cristalinidade e por exibirem propriedades 6pticas Unicas. Comercialmente
sdo muito utilizadas em embalagens de alimentos, industrias téxteis, filtros, tratamento
de 4gua, sabonetes, detergentes, pastas de dente, desinfec¢do de dispositivos médicos,
catalisadores e varias aplicacdes ambientais'?’.

Nas aplicagbes biomédicas tem ganhado destaque devido a sua notavel
atividade antimicrobiana. Dentre estas aplicacbes encontram-se 0 uso em curativos,
recobrimento de dispositivos implantaveis, cateteres e instrumentos cirlrgicos,
imagiologia médica e liberacdo controlada de medicamentos?® 129,

Ainda que as NpAg sejam toxicas para ambos 0s seres, procariontes e
eucariontes, nos seres procariontes sua dose letal é geralmente muito menor. Por
exemplo, a LDso (dose necessaria de um composto matar pelo menos 50% da populacao
de interesse) para a bactéria E. coli é de pelo menos uma ordem de magnitude menor
gue para hepatocitos. Ademais, a toxicidade de NpAg em humanos € sempre menor,
visto que as barreiras bioldgicas limitam sua distribuicdo e penetracéo no organismo°.

Além disso, a toxicidade das NpAg depende de sua concentracdo e do
tempo de exposicdo das células a elas. Existem varias evidéncias sobre o mecanismo de
acao das NpAg em diversas culturas de células. Estes estudos sugerem que as NpAg
podem diminuir a viabilidade celular, aumentar o estresse oxidativo, causar danos ao
DNA, induzir respostas inflamatérias, alterar a funcédo das mitocéndrias, etc.3!

Estudos in vitro e in vivo sobre a toxicidade das NpAg com relacdo a sua
composicao, tamanho e forma tém sido amplamente realizados, porém ainda nao se tem
uma consisténcia nos resultados obtidos!3%. Geng et al. (2017) realizaram um estudo in
Vivo, em ratos, e constataram que a prata idbnica provida da dissolucdo de NpAg reage
com o enxofre disponivel no meio formando nanoparticulas de Ag.S, que sdo muito
menos toxicas que as NpAg*®. Estudos recentes demonstraram que quando as NpAg
sdo imobilizadas na superficie do Ti confere a este boa osteocondutividade, excelente

atividade antimicrobiana e auséncia de toxicidade32. 133,



20

Apesar de haver divergéncias na literatura, acredita-se que a toxicidade das
NpAg é similar & da prata volumétrica (“bulk”), e que sua atividade antimicrobiana ocorre
por sua dissociacdo em sua forma ibnica3* 135, Qutros estudos apontam que a toxicidade
da prata independe de seu tamanho'3¢ e depende da carga da superficie3’. Entretanto,
alguns autores relatam que o tamanho das NpAg € sim uma variavel importante no
quesito toxicidade®®'. De acordo com Morones et al. (2005), a atividade antimicrobiana
das NpAg sdo dependentes do tamanho, onde, particulas com diametro entre 1 e 10
nandmetros demonstraram maior eficiéncia que particulas maiores!s8,

Wang et al. (2014) realizaram um estudo demonstrando o efeito da
solubilidade e do tipo de recobrimento de NpAg em relacdo a toxicidade celular através
do uso de particulas de 20 e 110 nm, recobertas com polivinilpirrolidona (P) ou com citrato
(C). As particulas de 20 nm foram mais toxicas em ambos o0s recobrimentos. Estes
autores relataram que particulas menores exibem uma taxa de dissolugcdo maior e,
consequentemente, uma maior biodisponibilidade de prata ibnica ao meio (FIGURA 2).
Ainda neste estudo, as particulas de 110 nm recobertas com citrato (C110) apresentaram
maior citotoxicidade que as particulas do mesmo tamanho recobertas com
polivinilpirrolidona (P110), o que foi atribuido a habilidade de P complexar-se com a prata
idnica dissolvida no meio3®. Em um estudo desenvolvido por Haase et al. (2017)
utilizando particulas de 50 e 100 nm, recobertas com P ou C, foram encontrados
resultados semelhantes. Portanto, tanto o tamanho da particula quanto o tipo de
recobrimento podem afetar a citotoxicidade celular4°.

O organismo é um sistema extremamente complexo que nédo pode ser
mimetizado por experiéncias in vitro. Desse modo, apesar de muitos testes in vitro terem
demonstrado uma alta toxicidade das NpAg, varios experimentos in vivo demonstraram

gue as NpAg ndo apresentam uma toxicidade significativa4% 142,
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FIGURA 2 - Efeito do tamanho de particulas na dissolugdo das NpAg*®.

Alguns estudos sugerem que a toxicidade da prata € reduzida quando sao
utilizadas na forma de nanoparticulas e ndo na ibnica, pois 0 mecanismo de liberacao de
ions torna-se muito mais lento ja que a prata é oxidada apenas parcialmente!s® 143,

Kim et al. (2007) realizaram um estudo de toxicidade de NpAg em S. aureus
e E. coli e observaram que S. aureus foi mais susceptivel as NpAg. Segundo estes
autores NpAg nao séo particulas neutras, e dependendo sua carga superficial, positiva
Ou negativa, estas desencadeardo uma resposta especifica nos micro-organismos
analisados. As NpAg deste estudo eram positivamente carregadas e, portanto, tiveram
maior interacdo pelos lipossacarideos negativamente carregados das E. colil#4.

Em um estudo realizado por Qin et al. (2017), tanto as NpAg quanto a prata
ibnica (Ag*) ndo exibiram efeitos toxicos em ratos quando administradas em uma
dosagem de 1 mg kg*. Ademais, a quantidade de prata acumulada em 6érgéos foi
significativamente menor para ratos tratados com NpAg em relagdo aos tratados com
solucdo de AgNOs'#l, Braeuning et al. (2018) demonstraram resultados semelhantes,
onde a quantidade de prata acumulada em 6rgaos dos ratos tratados com NpAg foi bem

menor que os tratados com solucdo de AgNOs 142, Veronesi et al. (2016) também
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relataram menor toxicidade das NpAg em relacdo a solugcdo de AgNOz. Estes autores
justificaram que a liberacdo mais lenta de ions de prata pelas NpAg permite que 0s
hepatdcitos consigam quelar o excesso de ions Ag* tornando-os mais tolerantes as
NpAg4s.

A toxicidade das NpAg esta relacionada a absor¢cao destas pelas células ou
por danos gerados na célula devido ao aumento da concentracdo de ions de prata pela
dissolucédo dessas particulas'*®. Entretanto, o mecanismo de acdo da NpAg ainda é
controverso, e ainda ndo se tem um consenso sobre a que se deve sua atividade
antimicrobiana, se as NpAg em si ou devido a liberagdo de ions a partir destas#’: 148,

Acredita-se que sua toxicidade esteja ligada a sua interacdo com a
membrana celular (gerando rompimento da membrana); com o DNA (tanto as NpAg
guanto os ions liberados por estas podem interromper a producéo de ATP e a replicacdo
do DNA); com as proteinas presentes nas membranas (NpAg e Ag* podem afetar a
permeabilidade da membrana e, consequentemente, geram vazamento de citoplasma e
morte celular); e pela formagdo de espécies reativas ao oxigénio, como ilustrado na
FIGURA 3149,

N (ROS ~ - ,/‘”,":. NPAg

S~— QY e agr

, Proteinas

FIGURA 3 — Representacéo ilustrativa do mecanismo de acdo da Ag em procariontes.
Adaptado*®.
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Xiu et al. (2012) realizaram experimentos em condi¢cBes anaerodbicas na
tentativa de sanar a questdo do mecanismo de agao da atividade antimicrobiana da prata.
Em seu trabalho utilizaram NpAg recobertas com poli(etileno glicol) (PEG) e com
polivinilpirrolidona (PVP)48. A dissolucdo da prata em meio aquoso aerado é uma

oxidacao que envolve prétons e oxigénio dissolvido, vide Equacdes 2 e 3:

4Ag+ 0, - 2Ag,0 )
2 Ag,0 + 4 H* > 4 Ag* + 2 H,0 3)

Desse modo, na auséncia de Oz a dissolu¢do das nanoparticulas foi evitada
e a toxicidade destas puderam ser estudadas sem a influéncia da prata ibnica. Nestas
condicbes as NpAg nado apresentaram atividade antimicrobiana. Sendo assim, as
propriedades como tamanho, forma, area superficial, recobrimentos e carga superficial
das NpAg afetam indiretamente sua toxicidade, através da manipulacdo da taxa de
dissolucéo!*® 148, Resultados de outros artigos corroboram com estes, demonstrando que
a citotoxicidade das NpAg ocorre através de sua dissolucdo apds endocitose celular3®
145, 150_

A funcionalizacdo das NpAg com o polimero PEG (poli(etileno glicol)) ou
com a proteina BSA (Albumina do Soro Bovino) sdo uma alternativa efetiva na reducao
da toxicidade dessas nanoparticulas, entretanto, isto faz com que elas percam suas
caracteristicas originais®3!. Outros artigos utilizando o polimero poli(acido latico) (PLA)
mostram resultados semelhantes®®-153,

Segundo Godoy et al. (2015), a placa dentaria € um biofilme que causa a
cérie, gengivite e periodontites. Na maioria dos estudos analisa-se a atividade
antimicrobiana, de superficies tratadas, em testes in vitro com biofilmes formados por
apenas um micro-organismo, entretanto, biofiimes formados na cavidade oral envolvem
a participacdo de mais de 700 espécies de bactéria. Desse modo, tentando se aproximar
de um modelo mais realista estes autores utilizaram um biofilme obtido pela placa
dentaria de um voluntario para avaliar a atividade antimicrobiana de 5 tipos de
recobrimentos de Ti, em relacdo ao Ti nao tratado. O tratamento com eletrodeposicdo de

prata foi o que mostrou maior atividade antimicrobiana!®4,
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Apesar da atividade antimicrobiana da prata ser bem consolidada na
literatura, j& existem trabalhos que relatam a resisténcia de bactérias a ela, entretanto, o
mecanismo para este processo ainda é incerto'®* 55 Xiu et al. (2012) também relataram
gue concentracdes subletais da prata podem levar ao efeito hormese para E. colit*®. Na
hormese baixa concentracdo do composto de interesse promove efeito contrario ao
esperado?®®,

De acordo com Natsuki et al. (2015) o custo e a facilidade da sintese de
nanoparticulas séo tdo importantes quanto as nanoparticulas em si*?°. A producédo de
nanoparticulas pode ser realizada a partir de diversas rotas fisicas, quimicas e biolégicas
de sintese, que podem ser divididas em duas categorias fundamentais: top-down e
botton-up (FIGURA 4). No método top-down o material (em escala macrométrica) é
guebrado, moido ou fatiado até atingir a escala nhano. Uma das vantagens desse método
€ a producdo de grande quantidade de material em pouco tempo. Ja no bottom-up,
atomos se ligam formando moléculas e, por conseguinte, nanoparticulas. Sua principal

vantagem é a producédo de nanoparticulas mais homogéneas e superficies perfeitas??’.

A o 2
o—) —p .'. s ‘.‘ G ‘ ¢§
. 4 “. e‘e"

Bulk - Material Po Nanoparticulas Aglomerados Atomos

EAbordagem Top-dowa E\bordagem Bottom-ua

FIGURA 4 — Tipos de abordagem de sinteses de nanoparticulas: top-down e bottom-up.
Adaptado??’.

O uso da prata como agente antimicrobiano na area biomédica € bem
estabelecido, e muitos sdo os materiais comerciais que fazem uso dessa propriedade.
Entretanto, apesar do vasto estudo na area, até o presente momento ainda ndo séo

produzidos implantes dentarios comerciais com esta propriedade.
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1.7. Eletrofiacdo e o uso do polimero poli (acido latico) - PLA

Nanofibras produzidas por eletrofiacdo, por suas propriedades como alta
area superficial em relacéo ao volume e alta porosidade, tém sido cotadas para aplicacao
em sistemas de filtracdo, sensores quimicos e O6pticos, engenharia de tecidos,
cicatrizacéo de feridas, armazenamento de energia, carreadores de enzimas e liberacdo
de farmacostt’ 157,

A eletrofiacdo é um método simples e versatil. Ocorre pela aplicacdo de um
campo elétrico entre a agulha de uma seringa, que contém a solu¢éo polimérica desejada
e um coletor para deposi¢cdo das nanofibras. Apds a aplicacdo do campo, uma gota
cbnica da solucao é formada na ponta da agulha. Quando as forcas elétricas superam a
forca oriunda da gota um jato polimérico é formado e atraido pelo coletor (FIGURA 5),

neste processo ocorre simultaneamente a evaporacéo do solvente!!’,
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FIGURA 5 - Sistema de eletrofiacdo e seus componentes. a) bomba seringa, b) coletor

aterrado, c) fonte de alta tenséo e d) distancia de trabalho. Adaptado?!®®.
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A morfologia e o diametro das nanofibras obtidas dependem principalmente
de 3 parametros operacionais: 1) propriedades da solucdo: viscosidade, tensédo
superficial, condutividade, concentracao do polimero, e solvente utilizado; 2) parametros
do processo: potencial, campo elétrico, distancia entre a agulha e o coletor, fluxo da
solucdo e diametro da agulha; 3) condicbes ambientais: umidade, pressdo e
temperatural!’ 157,

Muitos polimeros tém sido aplicados em recobrimentos de superficie de Ti
com diferentes propositos. Alguns destes possuem atividade antimicrobiana, como o
polipirrol*®® e o poli(etileno glicol)®°, outros séo utilizados como carreadores de farmacos
como a quitosana (também possui atividade antimicrobiana)®3, poli(acido latico-co-acido
glicélico) (PLGA)®! e poli(acido latico) (PLA)Y2,

Em revestimentos por eletrofiacdo existem mais de 100 diferentes tipos de
polimeros (naturais ou sintéticos). Varios tém sido amplamente utilizados na
engenharia'l’. Dentre estes o PLA tem se destacado por suas propriedades e baixo custo
de producdo (FIGURA 6). Mondbmeros de PLA geralmente sdo produzidos pelo
processamento do acido latico que, por sua vez, pode ser obtido a partir de recursos
renovaveis como o amido de milho, cana-de-acUcar, beterraba e residuo de biomassa®®s,

O &cido latico também pode ser produzido sinteticamente!64,
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FIGURA 6 — Unidade estrutural do polimero poli (acido latico) - PLA.

Polimeros naturais geralmente apresentam inconvenientes como altos
custos, baixa reprodutibilidade e pureza questionavel. No entanto, o PLA é um polimero
sintético, que pode ser facilmente produzido a baixo custo!®4 165, Além disso, por ser um
polimero comercial de base bioldgica, biodegradavel, biocompativel, biorreabsorvivel,
compostavel, ndo-tbxico e com algumas propriedades mecanicas desejaveis, €

considerado o substituto mais promissor para polimeros derivados do petréleo. Um ponto
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negativo desse material € que possui baixa tenacidade, baixa resisténcia mecéanica e alta
fragilidade'®s.

Em relacdo a producao de nanofibras de PLA, Gu et al. (2005) investigaram
o efeito da concentracdo do polimero e dos parametros do processo, como campo
elétrico, fluxo e distancia entre agulha e coletor, na morfologia da nanofibra. Esses
autores concluiram que para a obtencao de nanofibras com didmetros mais uniformes é
necesséario o uso de concentracbes mais elevadas do polimero e aplicacdo de altos
potenciais!®®,

A utilizacdo da eletrofiacdo para producdo de nanofibras de PLA com ou
sem aditivos tem sido promissora em aplicagcbes biomédicas, e existem diversos
trabalhos publicados nesta area consolidando sua eficiéncia'®-1%3. Por exemplo, Chen et
al. (2016) desenvolveram scaffolds de nanofibras produzidas pela eletrofiacdo de uma
solucdo de PLA e gelatina para regeneracao de cartilagem. O material foi testado in vitro
em condrdcitos e in vivo por meio de um modelo de lesédo de cartilagem articular em
coelhos. Estes dispositivos apresentaram excelente citocompatibilidade e altas taxas de
reabsorcao'®’,

No presente trabalho buscou-se a obtencdo de superficies altamente
porosas de 6xido de titanio sobre Ti através da técnica de oxidagdo por micro-arco,
seguida de uma deposicdo de prata nessa estrutura. Como a prata pode exercer uma
certa toxicidade celular optou-se por realizar a deposi¢édo de uma camada de PLA sobre
Ti/TiO2/Ag, com a finalidade de minimizar o contato direto dessa superficie com as células

e de obter-se uma liberacéo controlada dos ions de prata.
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2. Objetivos

Considerando o atual cenario brasileiro, com o aumento da longevidade e
0s constantes acidentes, os problemas de saude bucal, principalmente aqueles
relacionados a perda dentaria s tendem a aumentar. Com isso, surge a necessidade de
se criar novos dispositivos implantaveis que atendam melhor as exigéncias dessa
demanda.

O titanio, por suas propriedades, é geralmente o material de primeira
escolha para uso em implantes. Um grande esforco vem sendo realizado com o intuito
de se aprimorar as propriedades superficiais do material, entretanto, ainda ha muitas
falhas de implantes decorrentes de infec¢do bacteriana. Ja foram propostas algumas
solucbes para este problema, porém ainda € questionavel qual o melhor caminho para
sanar tal questdo. Dentro deste contexto, o objetivo principal deste trabalho foi modificar
a superficie de Ti através da oxidacdo por micro-arco (MAQO) para obtencéo de Oxidos
altamente porosos com insercédo de calcio e fésforo, e sobre esta superficie depositar Ag
e recobrir com nanofibras de poli (acido latico) - PLA, de modo a formar um biomaterial
resistente a acdo de agentes nocivos, com o minimo de efeitos adversos no organismo e
com boa biocompatibilidade.

Além disso, os objetivos especificos foram:

e Otimizar a anodizacao do Ti por MAO utilizando eletrélitos ndo téxicos e
precursores de célcio e fosforo, visando um menor risco ao manipulador,
minimizando a geracdo de residuos e promovendo a producdo de uma
superficie com morfologia e composicdo quimica adequadas para uso em
implantes;

e Sintetizar nanoparticulas de prata (NpAg) por um método simples que fosse
reprodutivel e estavel, e caracteriza-las;

e Realizar caracterizacdes morfologicas, estruturais, de biocompatibilidade e
de atividade antimicrobiana dos sistemas: titdnio comercialmente puro
polido (Ti cp), titAnio anodizado via MAO (Ti/TiO2), titdnio anodizado com
deposicéo de Ag (Ti/TiO2/Ag) e titanio anodizado com deposicao de prata e
recobrimento polimérico (Ti/TiO2/Ag/PLA).



29

3. Metodologia

Na presente secdo serdo exibidos o método de preparacdo dos eletrodos
de Ti e as solucfes utilizadas. Ademais, serdo apresentadas as metodologias utilizadas
para as modificacbes de superficie do Ti cp e de sintese de NpAg. Também serao
descritas as principais técnicas utilizadas para as caracterizacdes das NpAg, e das
superficies: Ti cp, Ti/TiO2, Ti/TiO2/Ag e Ti/TiO2/Ag/PLA.

3.1. Eletrodos, célula eletroquimica e solugdes

Os eletrodos e a célula eletroquimica utilizados neste trabalho foram
confeccionados nas oficinas de vidraria e mecanica do Departamento de Quimica da
UFSCar.

3.1.1. Eletrodos

Os eletrodos de trabalho foram construidos a partir de uma chapa de Ti cp
com espessura de 2 mm, procedente da Titanews (pureza >90%). Discos de Ticom 12,6
mm de diametro foram cortados por eletroerosdo. Na sequéncia, estes discos foram
mecanicamente polidos (lixa 320), embutidos em resina (poliéster) de cura lenta deixando
uma area geométrica de 1,25 cm? (vide FIGURA 7), novamente polidos (lixas 320, 400 e

600, nessa ordem) e lavados com agua deionizada.
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FIGURA 7 - Imagem ilustrativa do eletrodo de trabalho de Ti cp utilizado na oxidac&o por
MAO: (a) disco com 2 mm de espessura e 12,6 mm de didmetro com contato elétrico

embutido em resina e (b) visdo da face inferior do eletrodo.

O contra-eletrodo utilizado foi fabricado com platina. Um fio de platina (Alfa
Aesar, pureza 99,999%) foi modelado na forma de anéis, com area igual a 1,6 cm?,
soldado em um tudo de vidro e em uma haste de cobre, usada para o contato externo
(FIGURA 8).
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FIGURA 8 - Imagem ilustrativa do contra-eletrodo composto por anéis de platina (Pt) com

contato elétrico de cobre (Cu), utilizado na anodizacéao por MAO.



31

3.1.2. Célula eletroquimica

As anodizacdes via MAO foram realizadas utilizando-se uma célula de vidro
convencional com uma tampa em Teflon® dispondo de dois orificios para a entrada dos

eletrodos de trabalho e do contra-eletrodo (FIGURA 9).

CE (Pt)

FIGURA 9 - Imagem ilustrativa da célula de vidro convencional utilizada nas anodizactes

por MAO e barra magnética utilizada para agitacdo. CE = contra-eletrodo; ET = eletrodo

de trabalho.

3.1.3. Solugdes utilizadas

Para o preparo de todas as solu¢ces aquosas, utilizou-se agua destilada e

deionizada providas através do equipamento MILLI-Q plus da MILLIPORE.
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Os eletrdlitos utilizados nas anodizacdes por MAO encontram-se listados

na.

TABELA 4.

TABELA 4 - Solugdes utilizadas para os processos de anodizacao do Ti cp por MAO.

Solugéo Eletrolito Concentragdo / mol L?
1 CHsCOOH 0,010 e 0,100
2 NaHCOs3 0,010 e 0,500
3 NaH2PO4.H20 0,100

Naz2HPO4 0,001

. (NH4)2HPO4 0,060
Ca(NO3)2.4H20 0,200

5 CaHPO4 0,050
6 K3POa4 0,100
. K3POa4 0,100
Ca(NO3)2.4H20 0,167

g K3POa4 0,100
Ca(CH3COO0)2.H20 0,167

K3POa4 0,100

9 Ca(NOs)2.4H20 0,167
Ag(NO3) 0,003

As solugBes poliméricas utilizadas no processo de obtencéo das fibras de
PLA foram preparadas pela dissolugédo do PLA (66.000 g mol?, procedente da Nature
Works) em cloroférmio e dimetilformamida (DMF) (razdo desses solventes 3:1 V/V),
definindo-se uma concentragéo final de PLA de 10 e 14% m/m. Primeiramente adicionou-
se o PLA em cloroférmio sob agitagcdo magnética constante, a temperatura ambiente, até
completa dissolucdo do polimero (tempo médio de 4 h). Em seguida adicionou-se DMF
com a finalidade de promover cargas na solucéo polimérica que séo imprescindiveis ao

processo de eletrofiacédo (descrito adiante).
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Além dessas solugdes, para o estudo da liberacdo controlada de Ag utilizou-
se uma solucéo tampao fosfato-salina (PBS), cuja composi¢ao esta disposta na TABELA
5.

TABELA 5 - Composicéo e pH da solucdo tampéo fosfato-salina (PBS).

Concentracao /

<l mmol L+ pH
KH2PO4 1,54

NacCl 155,17 7,4
NazHPO4.7H20 2,71

3.2. Oxidacéo por micro-arco — MAO

Os procedimentos de MAO foram realizados utilizando-se uma fonte de alta
tensdo da marca Tectrol (0-300 V e 0-1 A) conectada a um multimetro digital da marca
Keithley modelo 2100 interfaceado a um microcomputador controlado pelo programa Kil-
TOOL, para aquisicdo e gerenciamento dos dados (para acompanhamento do perfil
cronopotenciométrico do crescimento dos Oxidos de Ti). Os eletrélitos e parametros

estudados encontram-se dispostos na TABELA 6.
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TABELA 6 - Condi¢des investigadas para o processo de anodizacao do Ti cp por MAO.

Concentracéo / Potencial Tempo /

Solucgéao Eletrodlito mol L. IV min Observacao
1 CH3COOH 0,010 e 0,100 300
1,3e5
2 NaHCO3 0,100 e 0,500 200
NaH2P04.H20 0,100
3 250 1,5e10 pH 5,0
Na:HPO4 0,001
(NH4)2HPO4 0,060
4 250 1 90 °C
Ca(NOs3)2.4H20 0,200
5 CaHPOq4 0,050 250 1,5e10
6 K3PO4 0,100 1
7 Ca(NOs3)2.4H20 0,167 050
8 Ca(CH3CO0O0)2.H20 0,167 1,5e10
9 AgNOs 0,003

3.3. Sintese de nanoparticulas de prata (NpAQ)

As NpAg foram sintetizadas pelo método de reducdo por borohidreto de
sodio (NaBHa). O nitrato de prata (AgNO3) foi utilizado como precursor de Ag e o citrato
de sddio (NasCeHsO7) como agente estabilizante. As concentracdes e o0s volumes

utilizados estéo apresentados na TABELA 7.

TABELA 7 - Condicdes utilizadas na sintese de nanoparticulas de prata (NpAgQ).

Reagente Concentragdo / 102mol L Volume/mL

Na3CeHsO7 0,05 100
AgNO3 2,5 1
NaBHa4 11 1

Em um kitasato de 250 mL foram adicionados 100 mL da solugao de citrato
de sédio e 1 mL da solugcédo de AgNOs. Esta solucao foi mantida sob agitagdo constante,

com o auxilio de um agitador magnético, em banho de gelo para que a temperatura
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atingisse 0 °C, aproximadamente. Em seguida, foram gotejados 1,0 mL da solucéo de
NaBH4 a uma vazao de 0,5 mL por minuto, através do uso de uma bomba seringa (KD
Scientific, modelo KDS 100). Apds a adigdo do NaBH4 a coloragéo da solugéo passou de
transparente para amarela, evidenciando qualitativamente a formacdo de NpAg.
Posteriormente essa solucéo foi armazenada a temperatura ambiente na auséncia de

luz. A FIGURA 10 apresenta o esquema para a obtencao das NpAg.

100 mL Na3CgH504
+
1 mL de AgNO;

1 mL NaBH,
0,5 mL min!

== (0] o) mma|o

FIGURA 10 - Esquema representativo do processo de sintese de nanoparticulas de prata
(NpAQ).

3.4. Métodos de caracterizacdo da solucdo de NpAg
3.4.1. Espectroscopiade UV-Vis
Os espectros de ultravioleta-visivel das solu¢des coloidais de prata foram
obtidos a partir da solugéo aquosa em um espectrofotdmetro (Jasco V-660) na regido de

300 nm a 800 nm utilizando-se cubetas de quartzo com 1 cm de caminho Gtico e agua

destilada como liquido padréo.

3.4.2. Difratometria de raios X (DRX)

As analises de DRX, para caracterizacdo da estrutura cristalina das NpAg,
foram realizadas em um equipamento da marca Shimadzu, modelo XRD 6000, com fonte
de radiacéo CuKa (A = 1,54056 A), voltagem de 30 kV e corrente de 30 mA. As medidas
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foram feitas em varredura continua no intervalo de 35°< 28 < 85° a uma velocidade de
varredura de 0,2° mint. A solucdo de NpAg foi gotejada sobre um substrato de silicio e
apos repetidos processos de gotejamento/secagem os difratogramas dessas amostras
eram obtidos. A identificacdo das fases cristalinas das NpAg foi realizada por meio de
difratogramas obtidos com padrbes tabelados disponiveis em bancos de dados “Joint
Commitee on Powder Diffraction Standards — Powder Difraction File (JCPDS - PDF).

3.4.3. Espalhamento dindmico de luz (DLS)

O espalhamento dinamico de luz (DLS, do inglés “dynamic light scattering”)
foi realizado para determinagdo do tamanho das particulas em solucdo. As medidas de
DLS foram realizadas em temperatura ambiente (~ 25°C) usando o equipamento

Zetasizer Nanoseries da Malvern Instruments.

3.4.4. Medicéao de potencial zeta

Medidas de potencial zeta foram realizadas para determinar o potencial de
superficie das NpAg e sua estabilidade em diferentes valores de pH. O equipamento
utilizado foi o Zetasizer, modelo Nano Series, da Malvern Instruments. O pH foi ajustado
com o auxilio de um titulador MPT-2, utilizando-se solucdes de acido nitrico (HNOz) 0,01
mol L e hidréxido de sédio (NaOH) 0,01 mol L, para os valores de 2,2 até 11,2. As

medidas foram realizadas em triplicatas.

3.4.5. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As imagens de microscopia de transmissédo das NpAg foram realizadas em
um microscopio TECNAI F20, operando a 200 kV. Nesta anélise também foi realizada
medida em modo de alta resolugcéo. As amostras foram depositadas em uma grade de

cobre coberta com uma fina camada de carbono amorfo.
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3.5. Métodos de deposicao de prata sobre Ti anodizado

Foram utilizados trés tipos de deposi¢cdes de Ag sobre as superficies

anodizadas, podendo ser classificadas, conforme exibidos na TABELA 8, como:

1. Eletrodeposicéo: foi utilizada uma fonte da marca Impac, modelo 3645A DC (0-

36 V e 0-3 A). O potencial foi ajustado para -3 ou -5 V e 0s tempos de deposicéo

variaram entre 0,5 e 5 min.

2. Gotejamento: com o auxilio de um pipetador gotejou-se sobre a superficie de

Ti anodizado volumes da solugdo de NpAg variando entre 0,3 e 15 mL. A secagem

desta solucao foi realizada de diversos modos (vide TABELA 8) a 25 ou 250 °C. Na

temperatura de 250 °C a amostra de Ti anodizado foi disposta sobre uma chapa de

aguecimento mantida temperatura, e sobre ela gotejados os diferentes volumes da

solucéo de NpAg.

3. Ressuspensdo das NpAg seguida por gotejamento: a solugcdo de NpAg foi

concentrada com o auxilio de uma centrifuga seguida por ressuspensédo em etanol e,

na sequéncia, gotejada sobre a superficies de Ti anodizado.

4.

TABELA 8 - Diferentes métodos de deposicdo de prata sobre Ti anodizado por MAO.

Concentragéao /

Eletrdlito mol L. Potencial / V Tempo / min
Eletrodeposicéo Ag2S04 0,001 -3e-5 0,5;1e5
AgNOs 0,001 -5 1
Solucdo de NpAg - -3e-b 0,5;1e5
. Concentracao o
Tipo de secagem Volume / mL de Ag*/ mol L Temperatura / °C
Gotejamento de Temperatura ~03
solucéo de ambiente ’ ~25
NpAg Fluxo de gas N2 ~0,3 2,65
Chapa de 0,4,0,8; 1,2; 3; ~ 250
Aquecimento 5;10e 15
NpAg
Ressuspendida Tempgratura ~0,3 - ~25
ambiente

em EtOH
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3.6. Processo de eletrofiacdo de PLA

Uma fonte de alimentacao de alta tensao foi usada para gerar um campo
elétrico em torno de 22,2 kV entre um coletor aterrado e uma agulha. A solucdo de
polimero foi colocada em uma seringa plastica de 20 ml (marca BD Plastipak®) e uma
bomba seringa (marca KD Scientific, modelo KDS 100) foi utilizada para manter uma
vazdo constante de 1,2 mL h! da solucéo através da agulha. O coletor consistiu em um
cilindro de aco inoxidavel recoberto com papel aluminio onde as amostras foram fixadas
com o auxilio de uma fita dupla face, uma seguida da outra (FIGURA 11b). A distancia
de trabalho (DT) entre a ponta da agulha e o coletor para a deposi¢céo de nanofibras foi
de 9 cm. O tempo de fiagcdo da solucéo variou entre 30 s e 15 min.

As eletrofiacbes foram realizadas a temperatura ambiente (~ 25 °C) com
coletor rotacional (400 rpm) e estacionario e com umidade do ar a cerca de 40 %. Um
esquema do sistema de eletrofiagdo esté representado na FIGURA 5 da Introducéo, e

uma imagem real do sistema utilizado pode ser observada na FIGURA 11.
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FIGURA 11. (a) Foto do sistema utilizado para producao de fibras por eletrofiacdo: 1)
bomba seringa, 2) coletor aterrado, 3) fonte de alta tensdo; (b) Amostras dispostas no

centro do coletor durante a eletrofiag&o.

3.7. Métodos de caracterizacdo das superficies modificadas

3.7.1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia por energia

dispersiva de raios X (EDS)

Imagens da topografia das amostras de Ti, com e sem tratamento, foram
realizadas através do microscopio eletrénico de varredura Philips XL-30 FEG (Field
Emission Gun). Ademais, este equipamento possui um sistema de EDS, da marca
Bruker, que permitiu a determinacdo da composicdo quimica semiquantitativa da razéo
Ca/P do sistema Ti/TiO2. Essas medidas foram realizadas em 3 amostras. Também foram
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realizados mapeamentos dos elementos quimicos de interesse (Ti, O, P, Ca e Ag) das
superficies Ti/TiO2/Ag.

3.7.2. DRX

O equipamento utilizado para as analises das estruturas cristalinas das
superficies do Ti, com e sem tratamento, foi 0 mesmo descrito no item 3.4.2. Utilizou-se
a voltagem de 30 kV, corrente de 30 mA, varredura continua a uma velocidade de
2° min't no intervalo de 20°< 20 < 80°. A identificacdo das fases cristalinas foi realizada
por meio de difratogramas disponiveis em bancos de dados “Joint Commitee on Powder
Diffraction Standards — Powder Difraction File (JCPDS - PDF).

3.7.3. Medidas de angulo de contato

O angulo de contato é definido como o angulo entre o plano tangente a uma
gota do liquido e o plano contendo a superficie onde o liquido se encontra depositado,
representado pela FIGURA 1218,

a)

~SOLIDO |
=0 0<90 6>90 =180

FIGURA 12 - Angulos de contato de liquidos em superficies solidas: (a) superficie

molhante; (b) predominantemente molhante; (c) e (d) ndo molhantes!®,

Quando #=0°, o liquido se espalha de modo indefinido e 0 molhamento da
superficie é total. Por definicdo diz-se que esta superficie € molhante quando &< 90°,
guando ocorre o molhamento parcial do sélido e o liquido se espalha de modo

espontaneo, caracterizando uma superficie predominantemente molhante. Se €> 90° ou
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6 = 180° ndo ha o molhamento do sélido pelo liquido, portanto, tem-se uma superficie
nao molhante.

Para avaliar a molhabilidade das superficies obtidas foi utilizado um
goniébmetro Optical contact angle meter CAM 101. Nestas medidas uma gota de agua
deionizada com volume de 5,0 uL foi depositada sobre as superficies das amostras por
meio de uma microseringa. Imagens de baixo aumento desta gota foram obtidas por uma
camera de video e o angulo de contato foi medido através do gonidmetro. Esta medida
corresponde a média entre os angulos formados entre a amostra e a gota nos lados
esquerdo e direito. Foram realizadas 6 medidas por amostra, e em 5 amostras por

tratamento.

3.7.4. Atividade Antimicrobiana

Estes ensaios foram realizados em parceria com o grupo de pesquisa do
Prof. Dr. Clovis Wesley Oliveira de Souza do Departamento de Morfologia e Patologia da
UFSCar.

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados com o intuito de
avaliar a sensibilidade de Staphylococcus aureus nas diferentes superficies. Para estes
testes todas as amostras foram esterilizadas por meio de exposicdo a radiacao
ultravioleta durante 15 minutos de cada lado. As amostras analisadas foram: Ti/TiOz,
Ti/TiO2/Ag e TilTiO2/Ag/PLA. O titanio anodizado (Ti/TiO2) foi utilizado como controle
negativo. Todas as medidas foram realizadas em triplicatas.

Para o preparo do inéculo empregado nos dois testes utilizou-se a cepa
bacteriana S. aureus da American Type Culture Collection (ATCC 25923) oriunda da
Fundacgéo Oswaldo Cruz e pertencente ao Laboratério de Microbiologia e Parasitologia
da Universidade Federal de Sao Carlos (DMP-UFSCar). As cepas foram previamente
ativadas, realizando a transferéncia da cultura estoque dessa bactéria (mantida a -20 °C)
para o meio de cultura Mueller Hinton (MH) pH 7,3 £ 0,1 (Oxoid®) e incubada em estufa
por 24 horas a 36 £ 1 °C. Ap6s incubacao a cultura foi centrifugada por 10 min a 3600
rpm (centrifuga da marca Eppendorf, modelo 5418), o sobrenadante foi descartado e o

sedimento ressuspendido em PBS. Foram transferidas algumas gotas da suspenséo
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deste in6culo para um tubo de vidro contendo 5 mL de PBS estéril de modo a obter uma
turbidez oOptica comparavel a escala 0,5 de McFarland, resultando em uma suspenséo
contendo aproximadamente 108 unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC mL™1)
de S. aureus (FIGURA 13B). Para confirmacdo da concentracdo do inéculo foram
realizadas leituras de absorbancia em 600 nm, buscando um valor de absorbancia entre

0,08 e 0,09, por meio de um espectrofotdmetro (Femto, modelo 600).

a) Teste de Disco-Difuséao

Os testes de disco-difusdo utilizados neste trabalho foram adaptados do
teste protocolo da Norma M2-A8 adotado pela ANVISA com a permisséo da CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) que se refere aos Testes de Sensibilidade a
Antimicrobianos por Disco-difuséo.

Para estes testes foram utilizadas placas de agar MH (FIGURA 13A). Os
inoculos foram espalhados no meio MH com um swab estéril em movimentos de vai e
vem. Este procedimento foi repetido mais duas vezes girando a placa aproximadamente
60° cada vez a fim de assegurar uma distribuicdo uniforme de inéculo (FIGURA 13C).
Apos, os discos foram dispostos no dgar MH com a superficie tratada voltada para baixo
(FIGURA 13D) e as placas foram incubadas em estufa a 36 £ 1 °C por 24 horas. Por fim,
foram tiradas fotos das placas e medidos os halos de inibicdo, com o auxilio de uma
régua (FIGURA 13E). A formacdo dos halos de inibicdo é dependente da difuséo e

solubilidade do agente antimicrobiano no agar MH.
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(D)
Incubagao (1) (5

24 h

Mueller-Hinton 35401 °C
+0,1°

()
‘ Halo de Inibigao
(B) Escala de turbidez
S. aureus (McFarland) Inéculo: 108 /
b : : UFC mL! /(0
5 mL de PBS

FIGURA 13. Esquema utilizado para realizacdo do teste de disco-difusdo. A) placas de
agar MH. B) ajuste do inéculo de S. aureus para 108 UFC mL*. C) inoculacdo da placa
contendo agar MH. D) colocacéo dos discos de Ti na placa com as superficies tratadas

voltadas para baixo. E) halos de inibicdo formados ap0s incubacéo.

b) Teste de atividade antimicrobiana adaptada segundo a Norma japonesa, JIS
2801 (2012)

As amostras, previamente esterilizadas, foram dispostas em pocos de uma
placa de 24 pocos e sobre elas foram adicionados 30 pL do in6culo bacteriano (S.
aureus). Sobre o in6culo foi disposto um filme de polietileno de aproximadamente 11 mm
de diametro, previamente esterilizado por calor umido em autoclave, com a finalidade de
maximizar o contato entre a suspensao bacteriana e a superficie das amostras, formando
uma fina camada da suspens&o em contato direto com os corpos de prova (FIGURA 14)
(para as amostras recobertas com PLA, considerando que o mesmo tem carater
hidrofobico, esse contato nao foi tdo eficiente quanto para as demais superficies sem o

polimero).
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Filme de Polietileno
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FIGURA 14. llustracao do indculo composto por uma suspencao de S. aureus sobre a

amostra tratada recoberta com um filme de polietileno utilizado para aumentar a area de

contato entre a amostra e a suspenséo.

As placas foram entdo incubadas a 36 £ 1 °C por 24 horas em camara
umida, onde foi utilizado um recipiente de plastico revestido com papel toalha umido e
vedado.

Apés o periodo de incubacdo as amostras foram cuidadosamente
transferidas para tubos de plastico de 15 mL do tipo Falcon contento 1 mL de solucéo
fosfato-salina (PBS), previamente esterilizados. Para desagregagao dos biofilmes os
tubos ficaram sob agitagéo por ultrassom durante 16 minutos a 150 W e 50 Hz. A partir
desta suspensdo desagregada foram realizadas diluicbes seriadas de 10 a 100.000
vezes em PBS. Para avaliacdo quantitativa das células foi utilizado o método Spread-
Plate, no qual 25 pL de todas as diluicdes e da suspensao original foram espalhados em
duplicata sobre placas contendo o meio de cultivo Agar Contagem de Placas ((PCA) pH
7,3 = 0,1 (Oxoid®) com auxilio de alcas de Drigalsky esterilizadas. Estas placas foram
incubadas a 36 + 1 °C por 24 horas e apés este periodo foram realizadas as contagens
de UFC.

O restante da suspensao, 850 L, foi inoculado utilizando-se o método de
semeadura Pour-Plate em PCA. As placas foram incubadas a 36 £ 1 °C por 48 horas e a

contagem de UFC foi realizada apds este periodo.
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3.8. Testes de biocompatibilidade

Estes testes foram realizados em parceria com o grupo de pesquisa do Prof.
Dr. Joni Augusto Cirelli da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAY) - Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP).

Os testes in vitro para analise da biocompatibilidade dos sistemas propostos
(Ticp, TTIO2, TITIO2/Ag e Ti/TIO2/Ag/PLA), descritos nesta sec¢éo, foram utilizados para
avaliar morfologia, adesao, diferenciacdo e proliferacdo celular de pré-osteoblastos da
linhagem MC3T3 retirados da calvaria de camundongo.

Para todos os ensaios 50 yL de meio de cultura contendo 2x10* células
foram espalhadas sobre cada disco de Ti, com e sem tratamento. Apés o periodo inicial
de adesao de 4 horas o volume do meio foi completado para 1000 pL. As células foram
cultivadas em pocos individuais em placas de 24 pocos, incubadas em meio de cultura
a-MEM contendo 10% de soro fetal bovino (FBS), 100 U mL* de penicilina, 100 mg mL*!
de estreptomicina, 50 yg mL* de acido ascérbico e 10 mmol L de B-glicerofosfato, a
37 °C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO: e 95% de ar atmosférico. Foram

realizados ensaios independentes e em duplicata por trés vezes.

3.8.1. Viabilidade e proliferacéao celular (Alamar Blue)

A viabilidade celular nas diferentes superficies estudadas foi analisada pelo
uso do kit Alamar Blue® (Life Technologies) nos periodos 1 e 3 dias.

Para este ensaio os discos de Ti foram alocados em placas de 24 pocos
seguidas pelo plagueamento das células de pré-osteoblastos sobre suas superficies e
adicao de 500 pL da solugao de trabalho do Alamar Blue (a-MEM com 10% de FBS, 1%
de P/S e 10% de Alamar Blue). Um pogo contento somente a solucao de trabalho foi
utilizado como controle negativo. As amostras foram entdo incubadas em uma estufa por
4 h a 37 °C. ApoGs este periodo foram coletadas aliquotas de 150 pyL de cada pogo,
transferidas para uma placa de 96 pocos e realizadas leituras de absorbancia em um
espectrofotdmetro de microplacas nos comprimentos de onda 570 e 600 nm. O nimero

de células viaveis esta relacionado com a quantidade de reducdo do corante e foi



46

expresso em percentual de redugdo do Alamar Blue, de acordo com o protocolo do
fabricante.

A proliferacdo celular segue o0 mesmo protocolo do ensaio de viabilidade,
entretanto, as analises sdo estendidas para periodos mais prolongados (1, 3, 7, 10, 14 e
21 dias). No presente trabalho a proliferacdo foi avaliada apenas para as superficies Ti
cp e Ti/TiOz. Este ensaio fornece um resultado mais preciso de viabilidade/proliferacao

pois a medida da reducdo do corante é realizada na mesma amostra nos diferentes

tempos.

3.8.2. Morfologia, adesédo e proliferacdo celular (MEV e Microscopia de

fluorescéncia)

Nas amostras avaliadas por MEV os pré-osteoblastos foram cultivados
sobre os discos de Ti, com e sem tratamento, e avaliados nos periodos 1, 3 e 7 dias.
Para cada um destes periodos as células passaram por um processo de fixacdo, com
uma solucédo de glutaraldeido 2 % (Sigma-Aldrich) em a-MEM (Gibco), foram entédo
lavadas trés vezes com PBS e desidratadas em concentragfes crescentes de alcool
etilico (25, 50, 70, 95 e 100%, 10 min em cada solucéo). Posteriormente as amostras
passaram por um processo de secagem a vacuo em dessecador por 30 min. Por fim,
estas amostras foram recobertas com ouro (~ 12 nm) pelo processo de metalizacdo no
qual foi utilizado o Metalizador SCD 050 (Bal-Tec), e a deposicao foi realizada por 50
segundos, utilizando uma corrente de 40 mA.

A adesao e espraiamento celular foram avaliados por fluorescéncia direta
com faloidina conjugada com o corante Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes), que
sinaliza o citoesqueleto de actina e com o corante dihidrocloreto de 4',6-diamidino-2-
fenilindole (DAPI, Molecular Probes) para marcagdo nuclear. As células foram
visualizadas em microscopio invertido de fluorescéncia (Evos FL, AMG Micro). Assim
como para amostras preparadas para o MEV os pré-osteoblastos foram cultivados sobre

os discos de Ti, com e sem tratamento, e avaliados nos periodos 1, 3 e 7 dias.
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3.8.3. Formacao de nodulos de mineralizagdo (Vermelho de alizarina)

Este teste visa quantificar a formacdo de ndodulos minerais que estédo
relacionados a maior diferenciacdo celular. Para isso, o calcio depositado nas
membranas celulares dos pré-osteoblastos foi corado com o vermelho de alizarina ap6s
21 dias de cultivo sobre as diferentes superficies. Neste ensaio as células cultivadas nas
superficies foram lavadas duas vezes com PBS a 37 °C e fixadas com 1 mL de etanol
70% sob refrigeracéo (4 °C) por 1 hora. Apos esse periodo as amostras foram lavadas
duas vezes com PBS e duas vezes com agua deionizada e coradas com 1 mL de solugéo
de Vermelho de Alizarina (40 mmol L%, pH 4,2, Sigma-Aldrich) em temperatura ambiente
por 5 min na auséncia de luz e sob agitacéo suave (VDRL Shaker, Biomixer). O corante
gue nao aderiu as células foi aspirado e cada amostra foi entdo lavada varias vezes com
agua deionizada para retirar o excesso de corante. Essas amostras foram entdo
fotografadas e, em seguida, os nddulos foram dissolvidos pela adicdo de 500 uL de
solucdo de cloreto de cetilpiridinio 10% (Sigma-Aldrich) por 15 min, sob agitacdo a
temperatura ambiente. Por fim, foram coletadas trés aliquotas de 100 uL dessas
solucbes, transferidas para pocos de placas de 96 pocos e realizada a leitura da
absorbéancia a 550 nm em leitor de microplacas (Power Wave XS, BioTek Instruments,
Winooski, VT, EUA).

3.9. Liberagédo de Ag”*

Para investigar o comportamento de liberagdo de ions de Ag dos
revestimentos TiO2/Ag, e TiO2/Ag/PLA estas amostras foram dispostas em tubos do tipo
Falcon de 15 mL e imersas em 5 mL de PBS a 37 °C (usando um banho ultratermostatico
da marca Ethik Technology, modelo 521-2D), no escuro, por 43 dias. Em periodos pré-
determinados (diariamente nos 15 primeiros dias e nos dias 22, 29, 36 e 43) todo o
volume do tubo foi coletado e PBS fresco foi reabastecido em conformidade. Estas
aliquotas foram analisadas em um espectrémetro de emisséo Optica com plasma - ICP
OES (iCAP 7000, Thermo Fisher Scientific) para investigar a liberacdo de Ag*. Esta

medida foi realizada em triplicata. Além disso, apés o ultimo periodo de coleta, essas
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amostras foram transferidas para uma estuda a 60 °C, por 24 horas e, posteriormente,
passaram por um processo de extragdo com 10 mL de acido nitrico 30 %, para

determinacao da Ag remanescente.

3.10. Andalises estatisticas

Para o tratamento estatistico utilizou-se a andlise de variancia ANOVA de
fator anico dentro de um intervalo de confianca de 95 % (a = 0,05) para determinar a
variabilidade dos resultados obtidos na viabilidade celular, proliferacdo celular,
mineralizacao 6ssea e angulo de contato, comparando-se os valores de Fcritico €m relacéo
aos de Fcarculado para cada tratamento e/ou entre periodos. Os tratamentos e/ou periodos
que apresentaram Fecritco < Fcalculado, OU S€ja, p > 0,05 n&o apresentaram diferenga

significativa, sendo considerados homogéneos.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Oxidagéo de titdnio por micro-arco — MAO - e caracteriza¢cfes das superficies
obtidas

Amostras de Ti foram anodizadas conforme procedimento e condicbes
descritos no item 3.2 e resumidos na TABELA 6.

Através da microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi possivel a anélise
da morfologia dos 6xidos de titanio formados nas condi¢gdes estudadas. Para comparagao
com as superficies de Ti anodizadas também foi realizada a observacdo MEV da
superficie de Ti polida mecanicamente até lixa 600 (denominada Polida — Pol) (FIGURA
15). Visualmente foi possivel observar ranhuras provenientes do polimento. Através da
micrografia de MEV pode-se observar melhor a presenca das ranhuras deixadas pelas

particulas abrasivas de 6xido de aluminio das lixas d’agua.

FIGURA 15 — Amostras de Ti cp polida até lixa 600: a) Micrografia de MEV e b) Fotografia

da superficie da amostra.
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As anodizagOes do Ti cp realizadas com as solucgdes 1 e 2 (TABELA 6),
acido acético e bicarbonato de sédio 0,1 mol Lt a 200 e 300 V, respectivamente, ndo
levaram a formac&o de uma camada de 6xido com porosidade consideravel. Através da
FIGURA 16 pode-se observar poros em escala nanométrica com distribuicdo nado
homogénea formados nos 6xidos dessas amostras, ndo sendo, portanto, interessante

para os objetivos do presente trabalho.

CH,COOH_5min

—_— 500 nm

20 um 20 um

]

NaHCO,_1min® 7. NaHCO;_5min

N =—— 500 nm m—— 500 NmM

20 um : : G — ) () pm

FIGURA 16 - Micrografias de MEV dos oOxidos de Ti crescidos por anodiza¢édo a 200 V
durante 1 e 5 min em solucdes de CHzCOOH 0,1 mol L* (solucédo 1) a 300 V e de
NaHCO3z 0,1 mol L (solucéo 2) a 200 V.
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As condi¢cbes de anodizagcédo apresentadas na TABELA 6 utilizadas como
solucao 3, tampao fosfato, promoveram um aumento na rugosidade da superficie, porém

sem formacao de poros, logo, inadequada para os fins deste trabalho (FIGURA 17).

5um

FIGURA 17 - Micrografias de MEV dos 6xidos de Ti crescidos por anodizacdo em solugéo
tampéo fosfato (solucéo 3) a 250 V, nos tempos: a) 1 min, b) 5 min e ¢) 10 min.

A anodizacéao realizada em (NHs)2HPO4 0,06 mol L* e Ca(NO3)2.4H20 0,2
mol L (solugdo 4) a 250 V, por 1 minuto a 90 °C resultou em uma degradacdo severa
da resina e formacao de uma superficie ndo homogénea de 6xido. Portanto, ndo foram
realizadas imagens por MEV desta amostra. J& os filmes de 6xido formados pelo uso da
solucéo 5, referente ao eletrélito CaHPO4 0,05 mol L, apresentaram coloracdo roxo-
esverdeada. Como relatado na literatura, superficies coloridas sdo formados por
camadas de Oxido pouco espessas (geralmente menores que 1 pum) e escassamente
porosas®. Desse modo, essas superficies também ndo se mostraram adequadas quanto
a morfologia desejada e, por conseguinte, ndo foram realizadas imagens por MEV.

A superficie da amostra anodizada por MAO em K3PO4 0,1 mol L (solucéo
6), a 250 V por 1 min ndo se apresentou homogénea, e pbde-se observar que ocorreu
degradacéo da resina suporte do eletrodo durante o processo, fato evidenciado por um
odor caracteristico e posteriormente pela formacdo de uma mancha sobre a amostra.
Pela imagem de MEV realizada em uma regido dessas manchas (apresentada na
FIGURA 18), nota-se que, muito provavelmente, houve incorporacdo da resina
degradada no filme de éxido formado. Assim sendo, ainda que essa condicdo tenha
proporcionado a formagéo de uma superficie porosa, ela ndo foi considerada adequada.
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FIGURA 18 - Micrografia de MEV da regido manchada do 6xido de Ti devido a
incrustacdo de resina ao Oxido durante o processo de MAO. Anodizacdo realizada

durante 1 min a 250 V em solucéo de K3sPO4 0,1 mol L (solugéo 6).

A anodizagéo na solugdo de K3sPOa4 0,1 mol L* e Ca(NOs3)2.4H20 0,167 mol
L1, solucgédo 7, levou a formacédo de uma camada branca espessa ndo homogénea e néo
aderente sobre o Ti. Nas regides nao recobertas por esta camada branca era possivel
observar visualmente uma coloracdo azulada no 6xido formado. Novamente, como
6xidos coloridos sdo formados por camadas pouco porosas®®, esta superficie ndo foi
considerada adequada para as finalidades deste trabalho e ndo foram realizadas anélises
por MEV.

As imagens obtidas das amostras de Ti anodizadas em K3sPO4 0,1 mol Lt e
Ca(CHsC0O0)2.H20 0,167 mol L (solucdo 8), a 250 V, nos tempos 1, 5 e 10 min
apresentaram superficies altamente porosas e com poros distribuidos homogeneamente
sobre a superficie, como almejado para o intuito desta pesquisa (FIGURA 19). As
variagdes nos tempos de anodizacdo ndo levou a modificacdes na morfologia destas

superficies.



FIGURA 19 - Micrografias de MEV dos 6xidos de Ti crescidos por MAO a 250 V em
solucdo contendo KsPO4 0,1 mol L't e Ca(CH3COQO)2.H20 0,167 mol L* (solucéo 8) a
250 V, nos tempos: a) 1 min, b) 5 min e ¢) 10 min.

Por fim, as anodizacbes realizadas em KsPOs 0,1 mol L7,
Ca(CH3C00)2.H20 0,167 mol L* e Ag(NOs) 0,003 mol L* (solugédo 9), a 250 V, nos
tempos 1, 5 e 10 min também permitiram a formacdo da topografia desejada (dada a
similaridade com as imagem obtidas pela solucdo 8 esta apresentada aqui apenas a
imagem referente ao maior tempo de anodizacéo, de 10 min (FIGURA 20a). Entretanto,
como pode-se observar pelo espectro obtido por EDS (FIGURA 20b), ndo ha evidéncias
de incorporacao de ions de Ag na camada do 6xido. Assim sendo, optou-se por realizar

a deposicao de Ag por outros métodos que serdo analisados na secéo 4.3.

8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 kev

FIGURA 20 - a) Micrografia de MEV do 6xido de Ti crescido por MAO), a 250 V por 10
min em solugdo de KsPO4 0,1 mol L1, Ca(CH3COO0)2.H20 0,167 mol L** e Ag(NOs) 0,003
mol L (solucdo 9. b) Espectro de EDS da amostra exibida em a).
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De acordo com as analises das superficies produzidas, para dar
continuidade a este estudo foi selecionada a superficie obtida pela solucdo 8 com tempo
de anodizacdo de 1 minuto, visto que o aumento no tempo de anodizacdo nao
proporcionou variagdes na morfologia do 6xido (FIGURA 19). O espectro de EDS desta
amostra comprova a presenca dos elementos Ca e P (FIGURA 21). Como observado na
micrografia apresentada na FIGURA 19a, ndo ocorreu deposi¢céo de precipitados sobre
a superficie anodizada, desse modo, pode-se inferir que os elementos Ca e P foram

inseridos dentro da camada de 6xido de Ti formado durante a anodizacéo.
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FIGURA 21 - Espectro de EDS da amostra de Ti cp anodizada a 250 V por 1 min, em
solugéo de K3sPO4 0,1 mol L* e Ca(CH3C0OO0)2.H20 0,167 mol L* (solugéo 8).

Portanto, foi possivel a producdo de uma superficie com alta densidade de
poros, com incorporacdo dos ions Ca e P, onde os parametros selecionados para a
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respectiva anodizag&o por MAO estéo dispostos na TABELA 9. A partir daqui a amostra
obtida por esta condi¢do serd denominada Anodizada - An.

TABELA 9 - Parametros selecionados para producdo de uma superficie de oxido de

titdnio altamente porosa sobre titanio, via anodizagao por MAO.

Solugao 8 Concentragdo / mol L't Potencial /V Tempo / min
K,PO, 0,100
250 1
Ca(CH3COO)2.H20 0,167

Com o auxilio do software Image J foram medidos os diametros dos poros
de imagens de MEV da amostra An por 1 min, que permitiu a construcao do histograma
exibido na FIGURA 22. O diametro médio dos poros foi de 0,65 + 0,4 um, com maior
distribuicdo entre 0,1 e 1,4 um. Estimou-se, ainda, uma densidade de poros de
~ 330 cm™.

250
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FIGURA 22 - Histograma dos diametros dos poros construidos a partir de micrografias

de MEV referentes as amostras de Ti anodizadas nas condi¢cdes da TABELA 9.
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A FIGURA 23 apresenta os difratogramas de raios X das amostras de Ti cp
Pol e An. Na amostra Pol foram identificados apenas picos de titanio, referentes a ficha
cristalografica PDF#44-1294. Ja para amostra An foi possivel a identificacdo da fase
cristalina anatase do TiOz, pela presenca dos picos em 25,28°, 48,0°, 53,89° e 55,06°,
referentes a ficha cristalografica PDF#21-1272.

Este resultado € muito promissor, visto que, como mencionado na
Introducédo, a anatase em determinadas condi¢cdes promove atividade antimicrobianal®®
101 Além disso, ela também é mais eficiente que outras na nucleacdo e crescimento da

hidroxiapatita®®.

Polida
Anodizada
Anatase PDF#21-1272
Ti PDF#44-1294
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FIGURA 23 - Difratogramas de raios X das amostras de Ti polida e anodizada a 250 V

por 1 min em solucédo contendo K3sPO4 0,1 mol L't e Ca(CH3COO)2.H20 0,167 mol L.

Intensidade / u.a.
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A distribuicdo dos elementos oxigénio, célcio e fosforo inseridos na camada
de 6xido da amostra anodizada foi avaliada pelo mapeamento de elementos realizado
por EDS. A FIGURA 24 indica a presenca e uma distribuicAo homogénea dos trés
elementos investigados. Este foi um resultado muito promissor visto que a presenca

destes elementos melhora na adeséo, proliferacéo e diferenciacdo celular®® 67. 170,

FIGURA 24 - Mapeamento dos elementos Ti, O, Ca e P realizado por EDS da amostra
anodizada a 250 V por 1 min em solugdo contendo KsPOs 0,1 mol L' e
Ca(CH3C0O0)2.H20 0,167 mol L.

Outro fator importante no quesito biocompatibilidade compreende a razéo
Ca/P. O tecido 6sseo € composto por fosfatos de calcio, principalmente pela
hidroxiapatita (HAp) em sua forma cristalina, que possui uma razéo atémica de Ca/P igual
a 1,67%, Foi na tentativa de alcancar valores préximos a este que as concentracdes dos
eletrolitos precursores desses elementos foram escolhidas (vide TABELA 4). A analise
semiquantitativa de EDS revelou uma razéo de Ca/P para a amostra An de 2,22 + 0,28.
Apesar do valor obtido ter sido 33 % maior que o da HAp isso pode ser promissor. Wu et
al. (2015) estudou a influéncia do aumento dessa razéo na atividade da fosfatase alcalina,
gue é um indicador do metabolismo celular. Eles produziram razdes de Ca/P entre 0,40

e 2,21 e observaram que a fosfatase alcalina amentou para maiores razdes’*.
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Ademais, Marques et al. (2016) produziram superficies de Ti modificadas
por MAO com precursores de Ca e P e obtiveram razdes de Ca/P de 1,7 a 2,08. Eles
concluiram que maiores valores desta razao fornecem ao material maior resisténcia tanto
ao desgaste quanto a corrosao’?.

Com o intuito de estimar-se a espessura do filme de 6xido da amostra An
foi realizada uma micrografia de MEV em um corte transversal desta, exibida na FIGURA
25. A espessura média do filme de 6xido, calculada a partir de 4 medidas indicadas na
microscopia, foi de 3,2 + 0,44 um. Geralmente os 6xidos formados por MAO em eletrélitos
precursores de Ca e P apresentam valores entre 1 e 6 ums8 122,

Ainda, a partir da FIGURA 25, observou-se que a camada de 0xido de titanio
formada pode ser dividida em duas partes: a primeira, adjacente ao Ti, compacta e com
poucas falhas, e a segunda, mais espessa e com a presenca de poros. Essa estrutura é

tipica da formacéo de 6xido sobre o Ti por MAO, como relatado em outros trabalhos8®:
173,174

Camada porosa
Camada compacta

FIGURA 25 - Micrografia de MEV em um corte transversal da amostra anodizada a 250
V por 1 min, em solucédo contendo K3sPOa4 0,1 mol L'* e Ca(CH3zCOO)2.H20 0,167 mol L.
Regides das camadas compacta e do titanio coloridas artificialmente.
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4.2. Caracterizacdo das nanoparticulas de prata (NpAQ)

Apbs o fim da sintese (vide item 3.3) a solucdo apresentou a cor amarela,
caracteristica de NpAg em solucdo coloidal, resultante da absorcdo da radiacéo
eletromagnética em ressonancia com os plasmons de superficie das nanoparticulas.
Para nanoparticulas esféricas o comprimento de onda de absor¢do maximo se da em
torno de 400 nm. Neste trabalho essa absor¢do méaxima ocorreu em torno de 390 nm

(FIGURA 26).
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FIGURA 26 - Espectros de UV-Vis da solugéo coloidal de prata obtida com as condi¢bes

de sintese de nanoparticulas de prata dispostas na TABELA 7.

A FIGURA 27a ilustra o difratograma das NpAg previamente depositadas
sobre substrato de silicio (Si), onde os picos observados correspondem a Ag com
estrutura cubica referente a ficha cristalografica JCPDS — PDF#4-783. A partir da area
selecionada em amarelo da FIGURA 27b, que representa os planos cristalinos, foi

construido um perfil de contraste (branco-preto) que permitiu medir a distancia entre
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estes planos, sendo possivel indexar ao plano (111) da prata metalica com estrutura cfc
(FIGURA 27c).
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FIGURA 27 - a) Difratograma de raios X das NpAg obtidas com as condi¢des de sintese
de nanoparticulas de prata apresentadas na TABELA 7. b) Imagem de alta resolucao por
TEM de uma destas NpAg. c) Perfil de contraste (branco-preto) referente as areas

destacadas em amarelo em b) que correspondem aos planos cristalinos do material.

Foram preparadas seis solucdes coloidais de NpAg visando avaliar sua
reprodutibilidade, e também foram realizados testes para avaliar sua estabilidade ao
longo do tempo e em diferentes pHs. A FIGURA 28a apresenta 0 maximo de absor¢ao
da média destas em funcédo do tempo, com um pequeno desvio padrdo. Nota-se que nao
houve reducéo da absorbancia maxima destas solu¢cées mesmo apés 30 dias da sintese.
O valor do comprimento de onda no méaximo de absor¢ao da banda plasménica ao longo
do tempo também foi avaliado, observando-se que ndo houve deslocamento do mesmo
para nenhuma solucdo sintetizada. Dada a similaridade dos gréaficos, a FIGURA 28b
apresenta os espectros de apenas uma solucéo.

Medidas de potencial zeta podem ser usadas para determinar a carga

superficial de uma particula dispersa em uma disperséo coloidal, de modo que os valores
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predizem a estabilidade coloidal. Particulas com potencial zeta > + 30 mV sé&o
consideradas estaveis!’®. O ponto isoelétrico, no qual a carga das NpAg é nula, foi obtido
em pH proximo de 3,8 (FIGURA 28). Portanto, as nanoparticulas em pH > 3,8 exibiram
carga negativa e, para pH < 3,8, carga positiva. A medida de potencial zeta no pH de
sintese, equivalente a 9,4, apresentou um valor de -51 mV. Este valor negativo,
provavelmente, esta relacionado a cargas negativas de citrato que circundam as
nanoparticulas. Tanto um aumento quanto uma reducdo no pH de sintese da solugéo
levou a reducéo da estabilidade da solucéo coloidal, entretanto as NpAg so se tornaram

de fato instaveis em valores de pH menores que 5.
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FIGURA 28 - Caracterizacbes das NpAg obtidas com as condicbes de sintese
apresentadas na TABELA 7: a) Espectro de UV-Vis da sintese 3 de NpAg; b) Grafico da
absorbancia méaxima da solucdo de NpAg em funcdo do tempo; c) Grafico do potencial

zeta em funcéo do pH da solugcéo de NpAg.
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Nas analises de microscopia eletronica de transmissao (MET), um feixe de
elétrons ao atravessar a amostra sofre diversos tipos de espalhamento que dependem
das propriedades do material. Imagens de campo claro sdo formadas por elétrons que
sofrem pouco desvio e de campo escuro por elétrons difratados pelos planos cristalinos
do material. Pelas imagens obtidas por MET observa-se que as nanoparticulas exibiram
forma esférica (Figura 29a). Com o auxilio do software Image J foi realizada a contagem
das NpAg a partir de varias imagens, sendo possivel a construcdo de um histograma
(Figura 29b) onde observou-se que as particulas estdo mais distribuidas entre 1,5 e 6
nm, com tamanho médio de 3,91 + 1,25 nm.

O tamanho e distribuicdo de tamanho das nanoparticulas também foi
caracterizado por espalhamento de luz dinamico (DLS). Esta técnica mede o movimento
browniano das particulas e o relaciona com seu tamanho. As particulas sao iluminadas
por um feixe de laser e sdo medidas as flutuagdes de intensidade de luz espalhada pela
solucéo coloidal. O tamanho de particula medido por DLS corresponde ao diametro de
uma esfera que se difunde na mesma velocidade que a particula de interesse!’®,

As particulas apresentaram maior distribuicdo entre 6 e 12 nm, com
tamanho médio de 9,00 + 2,17 nm (Figura 29c). Estes valores ndo foram muito diferentes
dos obtidos por MET, o que indica pouca aglomeracao das NpAg em solucgéo.

Ainda, os diametros das NpAg observados pelas medidas de DLS foram
superiores aos diametros observados pela técnica de MET, provavelmente porque com
a técnica DLS mede-se o didmetro hidrodindmico da particula, enquanto que com
medidas de MET apenas o tamanho da particula em si é considerado®3!. Outro ponto
importante neste quesito € que em solucdo pode haver interacdes eletrostaticas entre as

NpAg, podendo levar a um aumento no valor medido dos diametros.
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FIGURA 29 - a) Micrografia de MET das NpAg obtidas com as condi¢des de sintese
apresentadas na TABELA 7. Histogramas dos diametros de particulas obtido por: b)
imagens de MET e, ¢) DLS.

4.3. Deposicao de Ag sobre as superficies anodizadas

Para promover atividade antimicrobiana sobre as amostras anodizadas
(An) foram realizadas diversas tentativas de deposicao de prata sobre sua superficie. A
TABELA 8 resume as principais metodologias utilizadas. Destas algumas proporcionaram
deposicdes significativas e homogéneas de prata sobre a superficie do Ti anodizado,
demarcadas pelo simbolo “+” na TABELA 10. As deposic¢des sinalizadas com o simbolo
“” ou nao foram uniformes (gotejamento com secagem a temperatura ambiente,
secagem com N2 e gotejamento com solugao de NpAg ressuspendida em EtOH, ou néo
apresentaram uma deposicao significativa (gotejamento em chapa aquecida com

volumes: 0,4; 0,8 e 1,2 mL).
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TABELA 10 — Métodos de deposicdo de prata em Ti anodizado. (+) representa um

recobrimento homogéneo e/ou significativo e (-) ndo homogéneo e/ou significativo.

AgZSO4 +
Eletrodeposigao AgNO, +
NpAg -

Temperatura ambiente -
Secagem com N, -

Gotejamento de Ressuspensdo em EtOH -
solugcédo de NpAg

Volumes menores (0,4; 0,8 e 1,2 mL)

Aquecimento
Volumes maiores (3, 5, 10 e 15 mL) +

A FIGURA 30 apresenta imagens de MEV de algumas amostras cujas
deposicdes nao foram adequadas. Nao foram obtidas imagens da amostra anodizada e
com deposicéo de Ag por gotejamento seguido de secagem com gas N2, pois a deposicéo

foi visualmente heterogénea.

FIGURA 30 — Micrografias de MEV das superficies com deposi¢cdes de prata em Ti
anodizado, inadequadas para o propoésito deste trabalho: a) eletrodeposicdo de NpAg, b)
secagem a temperatura ambiente, c) ressuspensdo em EtOH e d) gotejamento de 1,2 mL

sobre amostra aquecida.

A TABELA 11 resume as condicfes estudadas para as deposi¢cdes de prata,
tanto por eletrodeposicdo quanto por gotejamento, que foram adequadas para os
objetivos deste trabalho.
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TABELA 11 — Condic¢des de deposigéo de Ag sobre Ti anodizado que foram significativas

e/ou homogéneas.

Eletrodeposicao de Ag

Eletrélito  Concentraggo / mol |_'1 Potencial / V Tempo / min
Ag,SO, 0,001 3e-5 0,5 1e5
AgNO, 0,001 -5 1

Gotejamento de NpAg

Concentracio de Ag+/ Temperatura da Chapa
1

Solugao Volume / mL ) /°C
mol L
NpAg 3:5:10e 15 265 ~ 250
(~4 nm)

As micrografias de MEV das amostras que tiveram a prata eletrodepositada
sobre o Ti anodizado estdo dispostas na FIGURA 31, de onde se nota que a prata
apresenta uma morfologia globular e dendritica (melhor evidenciada pela FIGURA 37).
Pode-se observar que ndo houve uma diferenca significativa na eletrodeposicdo em
Ag2S04 0,001 mol Lt a-5V por 30 s e 1 min. Aparentemente houve um pequeno aumento
na Ag depositada para o tempo de 5 min. Com relagéo a eletrodeposi¢édo no potencial de
-3V, por 30 s, para este eletrélito, nota-se que houve perda no quesito distribuicdo de
Ag, com a formacao de aglomerados. Para o eletrélito AQNO3 mantendo a concentracao,
0,001 mol L, e parametros de eletrodeposicdo (-5 V, por 1 min) ocorreu uma redugéo

visual na quantidade de Ag depositada.



FIGURA 31 - Micrografias de MEV das amostras de Ti anodizadas com prata

eletrodepositada nos eletrélitos Ag2SO4 e AgNO3z 0,001 mol L't a -3 e -5 V nos diferentes

tempos: 30 s, 1 min e 5 min.

A FIGURA 32 apresenta as amostras de Ti anodizado e com deposicao de
Ag por gotejamento dos volumes da solucdo de NpAg: 3, 5, 10, e 15 mL. E evidente que
guanto maior o volume gotejado maior a deposi¢cédo de Ag. Para os volumes 3, 5 e 10 mL
a Ag depositada apresenta morfologia globular e encontra-se bem distribuida sobre a
superficie. J& para o volume de 15 mL, além desta morfologia, p6de-se observar uma
deposicéao preferencial de NpAg ao redor dos poros, evidenciada pela formagao de
aglomerados.
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FIGURA 32 — Micrografias de MEV das amostras de Ti anodizadas e com Ag depositada

por gotejamento dos volumes da solucéo de NpAg: 3, 5, 10 e 15 mL.

4.4. Caracterizacdes das superficies modificadas

4.4.1. Atividade Antimicrobiana das superficies Ti/TiO2/Ag

Para todas as amostras selecionadas de Ti anodizado e com deposic¢éo de
Ag observou-se a formacdo de halos de inibicdo, o que indica que essas superficies
tiveram resposta positiva com relacao a atividade antimicrobiana para a bactéria Gram+
Staphylococcus aureus.

A FIGURA 33 apresenta o resultado referente ao teste de disco-difusao para
as superficies de Ti anodizado com prata eletrodepositada. Nao houve diferenca
significativa entre os diferentes tempos (30 s, 1 min e 5 min) de eletrodeposicdo a -5V,

em Ag2S04 0,001 mol L. Entretanto, com relacéo a eletrodeposi¢do no mesmo potencial
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em AgNOs 0,001 mol L? notou-se uma reducdo significativa no halo de inibicéo,
provavelmente devido a que, nesta condicdo, houve uma menor quantidade de Ag
depositada (vide FIGURA 31). Deste modo, o eletrélito escolhido para dar continuidade

aos testes foi Ag2SOa.
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FIGURA 33 - Teste de disco-difusdo em agar das amostras de Ti anodizado com
eletrodeposicdo de Ag em Ag2S04 (S) e AgNOs (N) 0,001 mol L't a -3 e -5 V nos tempos:
30 s, 1 min e 5 min. a) Foto dos halos de inibicdo, onde A1 = AgNOs_1min; Q1 =
Ag2S0O4_30s; Q3 = Ag2SO4_1min e C2 = Anodizada (controle negativo). b) Gréfico
comparando a média da triplicata dos diametros dos halos de inibicdo de cada tratamento

(*diferenca estatistica entre os grupos, p > 0,05).

Comparando os halos de inibichio das amostras contendo Ag
eletrodepositada em Ag2S04 0,001 mol L por 30 s, nos potenciais -3 e -5 V, nédo se
observou variacao significativa (FIGURA 34). Porém, vale lembrar que a eletrodeposicéo
em -5 V apresentou uma melhor uniformidade (FIGURA 31). Portanto, dentre as
condi¢cdes estudadas a que melhor se adequou aos propdsitos deste trabalho foi a
eletrodeposicdo em Ag2SOa4 0,001 mol L por 30 s a -5 V. Doravante esta amostra sera

denominada de 5V.
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FIGURA 34 - Teste de disco-difusdo em agar das amostras de Ti anodizado e com
eletrodeposicdo de Ag em Ag2S04 0,001 mol L por 30 s, nos potenciais: -3 e -5 V. a)
Foto dos halos de inibicdo, onde An = Anodizada (controle negativo). b) Grafico
comparando a média da triplicata dos diametros dos halos de inibicdo dos diferentes

tratamentos (n&o houve diferenca estatistica entre os grupos, p > 0,05).

Em relag&o aos resultados com Ag depositada por gotejamento de solugéo
contendo NpAg, observou-se que quanto maior o volume de deposi¢cao da solucéo maior
o halo de inibicdo (vide FIGURA 35b), porém, para o volume de 15 mL notou-se uma
reducdo no didmetro do halo. Muito provavelmente isso ocorreu devido a aglomeragao
da Ag durante a producéo destas amostras (FIGURA 32) o que pode ter levado a uma
menor area superficial deste material antimicrobiano. Desse modo, dentre as deposicées
de Ag por gotejamento de solucéo de NpAg, considerando que a Ag pode ser tdxica para
células optou-se por utilizar o menor volume de deposicdo que apresentou atividade

antimicrobiana, ou seja, 3 mL. De agora em diante essa amostra sera denominada 3mL.
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FIGURA 35 - Teste de disco-difusdo em agar das amostras de Ti anodizado e com
deposicédo de Ag por gotejamento dos volumes: 3, 5, 10 e 15 mL. a) Foto dos halos de
inibicdo, onde, An = Anodizada (controle negativo). b) Grafico comparando a média da
triplicata dos diametros dos halos de inibicdo dos diferentes tratamentos (*diferenca

estatistica entre os grupos, p > 0,05).

A TABELA 12 resume as condi¢des de deposicao de Ag selecionadas de
acordo com os resultados antimicrobianos mais promissores, para realizar o

recobrimento polimérico e demais analises.

TABELA 12 - Parametros das deposi¢cbes de Ag sobre o Ti anodizado das amostras

selecionadas para recobrimento polimérico.

Eletrodeposigio de Solugao 1 Potencial /V  Tempo / min Amostra
Ag Ag,S0, 0,001 mol L -5 0,5 5V

Gotejamento de Solugéo Volume / mL Temperatura/ °C Amostra
NpAg NpAg (~ 4 nm) 3 ~ 250 3mL

4.4.2. Analises de MEV, EDS e DRX

A FIGURA 36 exibe os difratogramas de raios X das amostras 5V e 3 mL.

Ambos apresentaram um pico em torno de 44,3 graus e outro, de menor intensidade, em
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64,4 graus, similares aos encontrados na ficha cristalografica JCPDS-PDF#04-0783,

referentes aos planos cristalinos (200) e (220), respectivamente, da prata metalica de

estrutura cubica.
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FIGURA 36 - Difratogramas de raios X das amostras 5V e 3mL. Condi¢des de anodizacao

por MAO destas amostras dispostas na TABELA 12.

Adicionalmente, medidas de EDS foram realizadas confirmando a presenca
da Ag nas amostras 3mL e 5V (Apéndice A) e, para avaliagédo da distribuicdo da Ag sobre
a superficie destas, realizou-se o mapeamento de elementos por EDS. Através das
imagens contidas da FIGURA 37 observou-se que a deposicao por gotejamento de NpAg

forneceu uma melhor distribuicdo da prata comparada a da amostra 5V.
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FIGURA 37 — Imagens de MEV e mapeamento do elemento Ag por EDS das amostras
3mL e 5V. Condi¢gbes de anodizacdo por MAO destas amostras dispostas na TABELA

12.

4.5. Recobrimento polimérico por eletrofiacao

Para otimizacdo da deposicdo de fibras de PLA sobre as amostras de Ti
anodizado foram variados os parametros: tipo de coletor (rotacional e estéatico), tempo de
deposicéao (0,5 — 15 min) e concentracdo do PLA (10 e 14 %), resumidos na TABELA 13.
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TABELA 13 - Parametros utilizados na eletrofiagdo do PLA para recobrimento das
amostras: An, 3mL e 5V. E = coletor estatico e R = coletor rotacional a 400 rpm.

Tempo / min PLA 10 % m/m PLA 14 % m/m
0,5 E
1 E
2 E R R
3 R R
4 R R
5 E R R
10 R R
15 R R

As deposicdes realizadas com o coletor estatico ndo apresentaram um bom
recobrimento das superficies estudadas (Apéndice B). Comparando o mesmo tempo de
recobrimento na mesma concentracdo do PLA e variando apenas o0 uso do coletor entre
estatico e rotacional, observou-se que ocorre um maior recobrimento com o coletor
rotacional (FIGURA 38).

FIGURA 38 - Fibras de PLA 10 % depositadas por 5 minutos sobre Ti anodizado. Tipo de

coletor: a) estatico e b) rotacional. Setas indicativas em alguns “beads”.

De modo geral, o aumento do tempo de fiagdo gerou um maior recobrimento
da amostra (Apéndice B). Todas as nanofibras obtidas com o PLA 10 % (m/m) exibiram

a presenca de grédos ou beads, em evidéncia na FIGURA 38b. Segundo Gu et al. (2005)



74

um aumento na concentracédo do polimero leva a formacéo de fibras mais uniformes?6®.
Portanto, aumentou-se a concentracdo do PLA para 14 % (m/m). A FIGURA 39 permite
comparar o recobrimento nestas diferentes concentra¢des de PLA, onde comprovou-se
gue o aumento da concentracdo do polimero foi eficiente para a formacéo de fibras mais

uniformes e sem a presenca de beads.

PLA 10% <30 0l 78S

FIGURA 39 - Fibras de PLA 10 e 14 % (m/m) sobre Ti anodizado (An) apés 10 min de

eletrofiagéo.

A fiacdo do PLA 14 % foi realizada por 2, 3, 4, 5, 10 e 15 min (Apéndice C)
sobre as superficies de Ti anodizado com e sem deposicao de Ag, e, assim como para o
PLA 10 %, quanto maior foi o tempo de fiagdo maior o recobrimento da amostra. Visando
um maior recobrimento das superficies decidiu-se utilizar o tempo de 15 min. As amostras
com deposicao de Ag 5V e 3mL que foram recobertas com polimero foram denominadas
5VPLA e 3mLPLA, e a amostra An que também foi recoberta com o polimero foi
designada como AnPLA.

Através de micrografias de MEV destes recobrimentos, exemplificadas na
FIGURA 40a, e, com o auxilio do software Image J, foi possivel construir um histograma
de distribuicdo dos diametros dessas fibras (FIGURA 40b), demonstrando que nessa
condicédo de fiacao foi possivel obter fibras ultrafinas com didmetro médio de 0,93 + 0,26

pum e distribuicdo majoritaria entre 0,6 e 1,2 pm.
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FIGURA 40 - a) Fibras ultrafinas de PLA 14 % (m/m) eletrofiadas por 15 min sobre Ti

anodizado. b) Histograma dos diametros das fibras.

4.5.1. Atividade antimicrobiana das superficies Ti/TiO2/Ag/PLA

Apbs recobrimento polimérico nas amostras (descrito na TABELA 12) foi
realizado, novamente, o teste de disco-difusdo de modo a verificar se a atividade
antimicrobiana continuaria presente. Observou-se que ndo houve formacao do halo de
inibicdo (vide FIGURA 41), muito provavelmente porque o PLA retardou a difuséo da Ag
para o meio, impedindo a formacao do halo. Vale ressaltar que uma vez que as bactérias
ja tenham formado coldnias sobre o agar, mesmo que o agente antimicrobiano se difunda
e desencadeie a morte bacteriana ndo mais resultara na formacao de halo, pois os debris
celulares continuaram presentes tornando impossivel a verificacdo visual da morte dos

micro-organismos.
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FIGURA 41 - Teste antimicrobiano de disco-difusdo com S. aureus das amostras An,
5VPLA e SmLPLA.

Como o teste de disco-difusao pode néo ter sido adequado para avaliagéo
da atividade antimicrobiana deste tipo de amostras, utilizou-se uma adaptag¢éo da norma
japonesa, JIS 2801 (2012), para melhor avaliacdo destas. Nesta norma, o inoculo, que
consiste em uma suspensado de S. aureus, fica em contato direto com a superficie da
amostra e sobre este € colocado um filme de polietileno com o intuito de promover um
melhor espalhamento do in6culo. Estas amostras séo entdo incubadas por 24 h, a 36
1 °C. Deste modo, a difusdo da Ag para a suspensao poderia ser mais eficiente que no
teste de disco-difuséo.

Conforme descrito em Metodologia, ap0s a incubacdo realizou-se uma
diluicdo seriada da suspenséo e inoculada em agar PCA pelo método Spread-Plate e
também por Pour-Plate. A FIGURA 42 ilustra o resultado da atividade antimicrobiana pelo
método Spread-Plate da amostra An, que foi utilizada como controle negativo. Nota-se a
formacdo de colonias até diluicdo 102. Ndo foi realizado o método Pour-Plate para o

controle.
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FIGURA 42 — Teste de atividade antimicrobiana com S. aureus pelo método Spread-Plate
para amostra An (controle). DiluicGes: a) quadrantes superiores 10° e quadrantes
inferiores 101, b) quadrantes superiores 10 e quadrantes inferiores 10-3 e ¢) quadrantes
superiores 10 e quadrantes inferiores 10°°.

N&o foi observado crescimento de UFC nas amostras 5V e 3mL para ambos
0s métodos de semeadura: Pour-Plate e Spread-Plate. Entretanto, ndo se observou o
mesmo resultado para as amostras recobertas com PLA (FIGURA 43); para estas,
ocorreu a formacéo de UFC, porém houve uma reducdo com relacdo ao controle. Este
resultado corrobora com a hipotese levantada apos leitura dos resultados dos testes de
disco-difusdo. Muito provavelmente o PLA cause um retardamento da difusdo da prata,
além disso, como se trata de um polimero hidrofébico, durante as analises foi notavel
gue, mesmo com o uso do filme de polietiieno sobre o inéculo, ndo houve um
espalhamento completo da suspenséo sobre a superficie da amostra. Isso leva a uma
menor area de contato entre inéculo e amostra, podendo também estar gerando esta

diminuicdo da atividade antimicrobiana destas amostras.
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FIGURA 43 - Testes antimicrobianos com S. aureus das amostras 5V, 3 mL, 5VPLA e
3mLPLA segundo a norma JIS 2801 (2012). a) método Pour-Plate, e, demais placas
método Spread Plate nas diluicdes: b) quadrantes superiores 10° e quadrantes inferiores
101, c) quadrantes superiores 102 e quadrantes inferiores 102 e d) quadrantes

superiores 10 e quadrantes inferiores 10-°.

Quantitativamente, as amostras 5V e 3mL foram capazes de fornecer uma
reducdo maior que 4 ordens de grandeza com relagéo ao controle, o que corresponde a
uma morte de praticamente todas as bactérias (FIGURA 44). Jia et al. (2016) produziram
superficies similares a estas amostras. De acordo com eles a atividade antimicrobiana
destas amostras esta relacionada principalmente a 3 fatores: 1 - a repulsdo das bactérias
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pelos ions de prata liberados ao meio; 2 - a morte por contato entre bactéria e a Ag da
superficie e; 3 - & agdo sinérgica desses fatores. Ainda segundo estes autores, a
existéncia de Ag dentro dos poros torna essas cavidades uma “armadilha mortal” as
bactérias, pois uma vez la dentro torna-se impossivel se libertarem com vida. Um
agravante para as bactérias é que seu metabolismo acidifica 0 meio fazendo com que a
prata metalica se dissolva mais rapidamente e potencialize sua atividade

antimicrobianal?2.
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FIGURA 44 - Contagem das UFC da bactéria S. aureus do teste antimicrobiano segundo
a norma JIS 2801 (2012) das amostras An, 5V, 5VPLA, 3 mL e 3mLPLA (*diferenca

estatistica entre o grupo controle (An) e os demais, p > 0,05).

Ainda que as amostras 3mLPLA e 5VPLA ndo tenham suscitado uma
reducao tao expressiva das UFC quanto as néo recobertas, muito provavelmente porque
a morte bacteriana esteja relacionada apenas com a liberacéo de ions de prata ao meio,
ainda apresentaram uma reducdo significativa comparadas a An, com um valor de
aproximadamente 83 e 54 % para 3mLPLA e 5VPLA, respectivamente (TABELA 14).
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TABELA 14 - Reducéo percentual de UFC de S. aureus segundo a norma JIS 2801 (2012)
das amostras An, 5V, 5VPLA, 5V e 3mLPLA.

Controle 5V 5VPLA 3mL 3mLPLA
Reducao de UFC / % 0,02 99,998P 54,165° 99,998P 83,165¢
Desvio padrao 0,0 0,000 10,534 0,000 27,073

abed diferenca estatistica entre os grupos assinalados, p > 0,05.

De acordo com Qing et al. (2018) as NpAg exibem dois mecanismos
antibacterianos que sdo amplamente aceitos: morte por contato e morte mediada por ions
de Ag!’’. Ademais, acredita-se que exista um sinergismo entre esses mecanismos?’é,
Desse modo, é provavel que o recobrimento polimérico tenha minimizado a atividade
antibacteriana da Ag ao inibir o mecanismo de morte por contato. Além disso, a resposta
extremamente superior das amostras 5V e 3mL muito provavelmente esteja relacionada

a este sinergismo.

4.5.2. Medidas de angulo de contato

A molhabilidade de uma superficie € de suma importancia em aplicacées
biomédicas, pois influencia na interacdo do material com proteinas do meio em que é
inserido, consequentemente em seu desempenho com relacdo ao seu comportamento
celular. A rugosidade e a composicdo quimica sédo propriedades que afetardo essa
molhabilidade. Alguns estudos sugerem que superficies de Ti mais hidrofilicas induzem
respostas celulares osteogénicas durante a cicatrizagdo de implantes dentarios
acelerando o processo de osseointegragdo®s 67 122,

Medidas de angulo de contato sao utilizadas para definir a molhabilidade de
um material sélido, que por sua vez, esta relacionada a hidrofilicidade de sua superficie.
Superficies hidrofébicas, devido a pouca afinidade por agua, ndo se molham (superficie
apolar), ou seja, a gota ndo sofre espalhamento. O contrério é observado em superficies
hidrofilicas (superficie polar), quando ocorre o espalhamento da gota e a superficie &

entdo molhada.
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As medidas de angulo de contato foram realizadas nas amostras Pol, An,
AnPLA, 3mL, 3mLPLA, 5V e 5VPLA. A FIGURA 45 apresenta fotos destas amostras,
onde nota-se que a amostra Pol possui a coloracéo cinza do Ti com uma aparéncia mais
brilhante que as demais. Ja a amostra An mantém a cor cinza, porém com uma
tonalidade mais opaca. A amostra com deposicdo de Ag 5V também possui a coloracao
cinca opaco, porém apresenta algumas manchas de cor cinza com tonalidade mais
escura, ao contrario da amostra 3mL que exibe algumas manchas de cinza claro. Todas
as amostras com recobrimento polimérico, AnPLA, 5VPLA e 3mLPLA, apresentaram a
mesma aparéncia, demonstrando que o recobrimento com PLA realizado nas mesmas

condi¢des foi reprodutivel.

S5VPLA 3mL 3mLPLA

FIGURA 45 - Fotos das amostras de Ti com diferentes tratamentos de superficies: Pol,
An, AnPLA, 3mL, 3mLPLA, 5V e 5VPLA.

A FIGURA 46 mostra as fotografias de uma gota de agua, com volume de
5 L, sobre as superficies modificadas de Ti. Visualmente a amostra 3mL foi a que
apresentou menor angulo de contato, seguida pela amostra Pol. As demais amostras

demonstraram um comportamento muito semelhante.

FIGURA 46 — Imagens dos angulos de contato de uma gota d’agua, no tempo de 10s,
sobre as amostras: a) 3mL, b) Pol, c) 5V, d) An, e) 5VPLA, f) 3mLPLA e g) AnPLA.
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Notavelmente apds a anodizacdo a molhabilidade da superficie diminuiu,
muito provavelmente devido a formacéo de poros. Apés deposicdo de NpAg ocorreu um
aumento expressivo na molhabilidade, e com o recobrimento polimérico novamente
houve uma reducédo na molhabilidade. Visto que o PLA é um polimero hidrofébico e que
foi realizado o mesmo tipo de recobrimento nas amostras AnPLA, 5VPLA e SmLPLA, é
coerente que estas superficies sejam ndo molhantes, ou, predominantemente nao
molhantes, e que o0 angulo de contato sobre estas seja semelhante.

A FIGURA 47 apresenta a variagdo do angulo de contato formado entre a
gota d’agua e a superficie do Ti modificado no transcorrer de 90 s. Com excec¢éo das
amostras 3mL e 5V, as demais amostras praticamente ndo exibiram variacdo no angulo
de contato com o tempo. Para estas amostras é possivel que esta reducéo seja devido a

penetracdo parcial da gota nos poros.
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FIGURA 47 — Gréfico da variacdo com o tempo do angulo de contato entre uma gota
d’agua e as superficies das amostras: 3mL, Pol, 5V, An, 5VPLA, 3mLPLA e AnPLA.
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A TABELA 15 apresenta os valores dos angulos de contato em ordem
crescente, nos periodos de 10 e 90 s, das superficies estudadas. Nota-se que ndo houve
variacao significativa para quase todos os tratamentos entre os periodos de 10 e 90 s,
com excecdo da amostra Pol. Muito provavelmente essa diferenca ocorreu somente
nesta superficie pois é a Unica ndo porosa.

Apenas as amostras 3mL e Pol foram predominantemente molhantes, as
demais foram nao molhantes. Como referido anteriormente, observa-se que o0s
recobrimentos poliméricos apresentaram valores similares de angulo de contato e ndo
apresentaram diferenca estatistica entre si. Também ndo houve diferenca significativa
entre 0s grupos 5V e An, o que evidencia a diferenca nas caracteristicas das amostras
gue passaram por processos de deposicdo de Ag diferentes. As superficies
apresentaram molhabilidade decrescente na seguinte ordem: 3mL > Pol > 5V > An >
5VPLA > 3mLPLA e AnPLA.

TABELA 15 - Angulos de contato de uma gota d’agua, nos periodos de 10 e 90 s, sobre
a superficie das amostras: 3mL, Pol, 5V, An, 5VPLA, SmLPLA e AnPLA.

Angulo de Desvio Angulode Desvio

Amostra Tempo /s Contato/° Padrao Tempo /s Contato/° Padrao
3mLa 51,56 13,83 48,66 13,72
Pol? 77,55* 1,68 73,86 2,18
5VvP 104,11 2,27 101,30 2,72
AnP 10 107,61 8,06 90 103,23 7,95

5VPLAC 122,01 6,40 120,67 6,64

3mLPLA® 126,28 3,52 124,90 3,51

AnPLA° 126,65 4,15 125,36 4,22

*diferenca estatistica entre os tempos de 10 e 90 s, p > 0,05.

abe diferenca estatistica entre os grupos assinalados, p > 0,05.

4.6. Testes de biocompatibilidade

4.6.1. Viabilidade e proliferacao celular
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A avaliagcao da proliferacao celular foi realizada para as amostras Pol e An
pelo teste Alamar Blue até 21 dias. As células vidveis podem reduzir o composto
resazurina, de coloracdo azul e ndo fluorescente, para resorufina que possui cor
avermelhada e é fluorescente. Portanto, ha uma correlacdo direta entre a reducéo do sal
presente no meio osteogénico e a densidade de células vivas, ou seja, este teste é
indicativo do crescimento celular e da atividade metabélicab”:17°,

Ambas amostras permitiram a proliferacéo celular ao longo do tempo e néo
exibiram diferenca significativa dentro de um intervalo de confianca de 95 % entre elas
dentro do mesmo periodo (FIGURA 48).
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FIGURA 48 — Grafico do teste Alamar Blue para proliferacdo celular sobre as amostras

Pol e An ao longo de 21 dias (*diferenca estatistica entre os grupos, p > 0,05).

A viabilidade celular foi avaliada para as amostras Pol, An, AnPLA, 5V,
5VPLA, 3mL e 3mLPLA e nenhuma destas amostras apresentou citotoxicidade para os

pré-osteoblastos (Figura 49). N&o exibiram diferenca significativa dentro de um intervalo
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de confianca de 95 % entre as amostras. E entre os periodos apenas a amostra Pol e
An apresentaram diferenca.
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Figura 49 — Grafico da viabilidade celular realizada pelo teste Alamar Blue no periodo de
24 e 72 horas para as amostras: Pol, An, AnPLA, 5V, 5VPLA, 3mL e 3mLPLA

(*diferenca estatistica entre os grupos, p > 0,05).

4.6.2. Formacéao de nddulos de mineralizacao

Como pode ser observado pela FIGURA 50, ap6s 21 dias de cultura celular
as superficies apresentaram noédulos de mineralizacdo de matriz extracelular,
representados pelas manchas mais escuras coradas com vermelho de alizarina, que
caracteriza a presenca de osteoblastos maduros e ativos. Visualmente a amostra An foi
a que demonstrou um melhor resultado, indicando que os pré-osteoblastos apresentaram

maior diferenciacao, ja que apenas osteoblastos maturados secretam matriz extracelular.
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5V 3mL  3mLPLA

FIGURA 50 — Fotos das amostras Pol, An, AnPLA, 5V, 5VPLA, 3mL e 3mLPLA, apds
21 dias de cultivo celular, demonstrando as diferentes quantidades de formacdo de

Pol An

nédulos de mineralizacao extracelular (corados com vermelho de alizarina nas amostras).

Apos solubilizacdo do corante foi realizada a leitura da absorbancia dessas
amostras, onde confirmou-se maior mineralizacdo de matriz extracelular para amostra
An, seguida pelas amostras: 3mLPLA, AnPLA, 5VPLA, Pol, 5V e 3mL (FIGURA 51).
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FIGURA 51 — Formacao de nédulos de mineralizacdo extracelular das amostras Pol, An,
AnPLA, 5V, 5VPLA, 3mL e 3mLPLA apds 21 dias de cultivo celular (*diferenca estatistica

entre os grupos, p > 0,05).
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4.6.3. Morfologia, adeséo e proliferacéo celular

A morfologia, adeséao e proliferacéo celular foram avaliadas pelo cultivo de
pré-osteoblastos sobre as diferentes superficies nos periodos de 1, 3 e 7 dias, utilizando-
se microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia de fluorescéncia direta.

Como pode-se observar através das micrografias de MEV de menor aumento,
dispostas na FIGURA 52, no dia 1 ambas as amostras, Pol e An, exibiram um bom
namero de células, porém ainda foi possivel identifica-las isoladamente. Nas micrografias
realizadas no dia 3 observou-se um aumento no numero de células, e no dia 7 exibiram
confluéncia total, ou seja, houve a formacdo de uma manta de células sobre toda a
superficie do disco (vide também outras micrografias de MEV da amostra Pol no
Apéndice D e da An no Apéndice E). Com relacdo a morfologia celular, na amostra Pol
as células apresentaram forma mais arredondada, ou poligonais, e com menor volume
celular (células mais achatadas) que para a amostra An.

De acordo com Soares et al. (2018) a incorporagéo de Ca e P melhorou a
adesdo celular e estimulou a producdo de proteinas marcadores-chave que indicam

diferenciacéo celular®’.
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FIGURA 52 - Micrografias de MEV das células de pré-osteoblastos cultivadas sobre as amostras Pol e An nos periodos: 1, 3

e 7 dias.
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As células cultivadas sobre as amostras 5V e 3mL (outras micrografias de
MEV da amostra 5V encontram-se no Apéndice G e da 3mL no Apéndice I) exibiram uma
disseminacéo ao longo dos dias semelhante as amostras Pol e An. Com confluéncia total
no periodo 7, porém, aparentemente com menor proliferacdo nos dias iniciais e com
respeito a morfologia, nota-se que as células sdo menos arredondadas (FIGURA 53).

De acordo com Ren et al. (2018) morfologias mais alongadas, com células
em formato de fusos, como as obtidas com as amostras 5V e 3mL, sdo sugestivas de

maior atividade metabdlica®s.
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FIGURA 53 - Micrografias de MEV das células cultivadas sobre as amostras 5V e 3mL nos periodos: 1, 3 e 7 dias.
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Os discos de titanio anodizados e com deposicao de Ag foram recobertos
com PLA (5VPLA e 3mLPLA) para avaliar a liberacdo de Ag* e, também, para promover
uma barreira entre a Ag e as células de modo a minimizar sua toxicidade. Para verificar
a influéncia apenas do PLA nos pré-osteoblastos, o titanio anodizado também foi
recoberto com o polimero (AnPLA).

Através da FIGURA 54 observa-se que as células apresentaram uma boa
proliferacéo ao longo do tempo na amostra AnPLA, com confluéncia quase total no dia
7, 0 que demonstra que o PLA é biocompativel. Entretanto, para as amostras 5VPLA e
3mLPLA houve uma nitida reducéo da proliferacéo celular. Talvez a prata dissolvida para
o meio tenha afetado as células e gerado essa reducao.

Além disso, o dia 7 de cultivo da amostra 3mLPLA apresentou menor
namero de células que o periodo anterior. Nesta superficie observa-se o crescimento das
células sobre as fibras de PLA e também entre estas fibras, sendo que nos demais
recobrimentos esse crescimento sO foi observado somente nas superficies das fibras.
Talvez nesta amostra o recobrimento polimérico ndo tenha sido similar aos demais,
possivelmente com fibras mais frouxas levando a um crescimento diferente (outras
micrografias de MEV da amostra AnPLA, 5VPLA e 3mLPLA podem ser vistas nos
Apéndice F, H e J). Devido a estrutura do recobrimento polimérico ndo foi possivel

analisar a morfologia celular nestas amostras.
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Dia 03

Dia 07

FIGURA 54 - Micrografias de MEV das células cultivadas sobre as amostras AnPLA, 5VPLA e 3mLPLA nos periodos: 1, 3 e
7 dias.
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As imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia direta também foram
analisadas buscando-se investigar a adeséo e a disseminacéao celular dessas amostras
nos periodos 1, 3 e 7 dias de cultivo. Nesta técnica o ndcleo é corado em azul e o
citoplasma em verde.

Através da FIGURA 55 fica nitido que as células apresentam morfologias
diferentes nas superficies Pol e An. Na amostra Pol as células exibiram uma forma
poligonal, j& na An elas manifestaram prolongamentos citoplasmaticos ou filopodia,
demonstrando um estagio mais avancado de desenvolvimento, o que as tornam mais
“disformes”. Isso explica por que as micrografias de MEV para as células crescidas na
amostra Pol pareciam estar mais “achatadas”. No dia 7 de andlise também houve

confluéncia total das células para ambas as amostras.

Dia 01 Dia 03 | Dia 07

200 um

200 um a ‘1‘ ) 200 um

FIGURA 55 - Micrografias de fluorescéncia direta das células cultivadas sobre as
amostras Pol e An nos periodos: 1, 3 e 7 dias.

Nas amostras 5V e 3mL houve proliferagdo celular ao longo dos dias,

porém, ndo houve uma confluéncia no dia 7. Portanto, esses substratos foram,
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aparentemente, menos favoraveis ao crescimento celular (FIGURA 56). Com relacdo a
morfologia destas células, no dia 1 observa-se que ha um menor espalhamento da célula

comparado com o dia 7.

5V

3mL

FIGURA 56 - Micrografias de fluorescéncia direta das células cultivadas sobre as

amostras 5V e 3mL nos periodos: 1, 3 e 7 dias.

Conforme pode ser observado pela FIGURA 57 as imagens de
fluorescéncia das amostras AnPLA e 5VPLA evidenciaram um comportamento
semelhante de disseminac&o e morfologia aos dos resultados obtidos por MEV, porém a
amostra 3mPLA ndo. Nesta ultima, contrariamente ao observado anteriormente, a

proliferacéo celular foi significativa.
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FIGURA 57 - Micrografias de fluorescéncia direta das células cultivadas sobre as
amostras AnPLA, 5VPLA e 3mLPLA nos periodos: 1, 3 e 7 dias.

4.7. Testes para liberagcdo de Ag”*

O risco de infeccdo decorrente de implantes dentarios € maior no primeiro
dia p6s implante. Desse modo, é desejavel que a liberacdo da prata seja maior nesse
periodo!®. O gréafico representado na FIGURA 58 indica a liberacdo diaria de Ag* das
amostras 5V, 5VPLA, 3mL e 3mLPLA em PBS, a 37 °C, na auséncia de luz. Os perfis
de liberacdo das amostras 3mL e 3mLPLA sao similares, isto &, inicialmente ocorre uma
liberacdo maior de Ag*, que vai diminuindo com o tempo. Em contrapartida, as amostras
5V e 5VPLA exibem uma liberagdo mais lenta no inicio. Em ambos os casos pode-se
concluir que o PLA foi efetivo no controle da liberacédo de Ag*. Entretanto, de acordo com
os perfis exibidos pelas amostras 3mL e 3mLPLA, estas sdo mais promissoras ao

combate de infeccéo relacionada aos implantes.
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Além disso, a faixa de valores limiares de apoptose celular € de 0,78 — 1,56
ppm**%: 180 A amostra 3mL foi a que apresentou maior concentracdo de liberacdo no
primeiro dia, com valor igual a 0,36 ppm, bem abaixo deste limiar. Portanto, as amostras
estudadas neste trabalho ndo séo consideradas toxicas. Por outro lado, sdo promissoras
como antibactericidas, uma vez que a concentracéo de prata minima para inibicdo de S.

aureus é menor que 4 ppb44
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FIGURA 58 - Quantificacdo da liberacao diaria de Ag* das amostras 5V, 5VPLA, 3mL e

3mLPLA nos periodos entre 1 e 15 dias.

ApoOs os 15 primeiros dias de liberagdo, onde o meio de PBS era coletado
e reposto, foi realizada a troca desse meio semanalmente por 4 vezes na intencao de se
obter um perfil de liberacdo que permitisse a maior quantidade possivel de liberacdo da
prata depositada (FIGURA 59). Além disso, no ultimo dia de coleta de PBS essas
amostras foram secas em estufa a 60 °C por 24 horas e passaram por um processo de

extracdo com &cido nitrico concentrado, com o intuito de dissolver toda a prata
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remanescente e quantifica-la. Sendo assim, foi possivel obter a quantidade de prata total
de cada amostra individualmente.

A TABELA 16 apresenta os valores referentes a concentracdo total de Ag
depositada sobre as diferentes amostras. As amostras sem recobrimento polimérico
(3mL e 5V) exibiram uma concentracédo maior de Ag que as com recobrimento (3mLPLA
e 5VPLA), muito provavelmente alguma quantidade de Ag tenha ficado impregnada
(retida) na camada de PLA. Nota-se ainda que a amostra com deposi¢cao por gotejamento
de Ag apresentou uma reprodutibilidade maior que por eletrodeposicéo, evidenciado pelo

menor valor do desvio padrao.

TABELA 16 - Concentracdo total (em ppm) de Ag das amostras: 5V, 5VPLA, 3mL e
3mLPLA.

Amostra Concentragéo / ppm Desvio Padrao
5V 1,99 0,40
5VPLA 0,76 0,22
3mL 3,78 0,17
3mLPLA 2,18 0,13

O grafico representado na FIGURA 59a apresenta a liberacdo de prata
acumulada até 43 dias. Observa-se uma continuidade nos perfis de liberacéo até 15 dias
(FIGURA 58) para todos os tratamentos.

Para a analise da liberacdo percentual de Ag das amostras sem
recobrimento com PLA, para cada amostra foi calculado a concentracéo total de prata
pela soma das concentracbes acumuladas ao longo dos periodos acrescido da
concentracdo de prata retirada por extracdo apOs os 43 dias. Entretanto, conforme
explicado anteriormente o PLA n&o permitiu a extracdo total de Ag das superficies com
recobrimento, portanto, para analise da quantidade percentual da prata liberada destas
amostras utilizou-se a concentracdo total média da prata obtida pelas amostras sem
recobrimento.

A partir da FIGURA 59b pode-se observar que boa parte da prata
depositada foi liberada pela amostra 3mL no dia 43 (89,1 %). Esse valor foi ~ 33 % menor

para a amostra 3mLPLA, o que comprova que o PLA esta retardando a liberacdo da
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prata para o meio. J& para a amostra 5V ocorre a liberacao de aproximadamente 61,6 %
com uma redugao de ~ 32 % para amostra S5VPLA. A reducéo da liberagédo de Ag foi

muito préxima para ambas as amostras, o que indica que os recobrimentos foram de fato

similares.
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FIGURA 59 — Quantificagdes acumulativas da liberagéo de Ag* das amostras 5V, 5VPLA,
3mL e 3mLPLA nos periodos entre 1 e 43 dias: a) concentracdo em ppm e b)

concentracao percentual.

Em sintese, ambas as amostras, com tipos de deposi¢édo de Ag diferentes,
foram eficientes para liberacdo controlada de Ag, demonstrando um perfil de liberacdo
‘lento” ao longo dos dias. Ademais, o uso do recobrimento com PLA mostrou-se
promissor ao controle dessa liberacéo, evidenciado por uma reducao significativa na
guantidade de Ag, principalmente nos dias iniciais.

Segundo Du et al. (2016) NpAg, com diametros de 12 a 38 nm,
apresentaram propriedades antioxidantes, exibiram atividade antibiofilmes e foram
biocompativeis em concentracées de até 10 ppm?*8’, muito maior que a maxima
concentragcédo acumulada observada por este trabalho (~ 3,5 ppm).

Ademais, de acordo com Qin et al. (2014) quando NpAg sdo imobilizadas
na superficie de Ti (neste trabalho foram utilizadas NpAg com aproximadamente 20 nm
de diametro) elas apresentam menor citotoxicidade que quando estdo em suspensao; e

oferecem uma boa defesa contra agentes nocivos, independentemente da liberagcéo da
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Ag, podendo, portanto, reduzir a infeccdo periprotética associada ao implante'®?. Desse
modo € muito interessante que a prata disposta na superficie do titdnio permaneca ali ao
longo do tempo. Os resultados obtidos pelas deposi¢des estudadas neste trabalho séo,
portanto, muito promissores, pois a liberacdo da prata para o meio perdurou por mais de

40 dias, tempo suficiente para que um implante seja osseointegrado.
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5. Conclusdes

O tithnio € o material biocompativel mais utilizado na fabricacdo de
implantes dentarios e cada vez mais estudos tém sido realizados com o intuito de
modificar sua superficie de modo a torna-la mais osteocondutora e, portanto,
acelerando o processo de osseointegracdo. Entretanto, alto € o nimero de falhas
decorrentes de afrouxamento asséptico e infec¢des. Neste contexto o presente trabalho
teve como objetivo principal produzir um material que sanasse esses problemas.

Véarios foram os estudos e andlises parar alcancar este objetivo. Para isso
foram fabricadas superficies altamente porosas de 6xido de titdnio sobre o titdnio com
a presenca de Ca e P através da técnica de anodizacdo por micro-arco (MAO).
Ademais, foram realizadas deposic6es de prata sobre estas superficies de modo a
atribui-las atividade antimicrobiana. E, como este elemento pode ser toxico as células
realizou-se um recobrimento destas superficies com o polimero poli (acido latico) (PLA),
que é biocompativel e biorreabsorvivel, visando uma barreira fisica entre a superficie
do Ti e as células e, também, para promog¢éo de uma liberacéo controlada da prata.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se destacar que:

e Otimizou-se uma metodologia, através da técnica de oxidacdo por
micro-arco (MAO) em eletrdlitos ndo toxicos e ndo contaminantes, que permitiu
produzir de maneira reprodutivel, sobre o titanio, superficies de TiO2 com alta
porosidade e insercdo de P e Ca;

e Através das analises de difratometria de raios X (DRX) foi possivel
constatar que o 6xido TiO2 formado sobre a amostra An esta em sua fase cristalina
anatase, 0 que € promissor, visto que a anatase pode promover atividade
antimicrobiana e, além disso, também é mais eficiente que outras fases na nucleacéo
e crescimento da hidroxiapatita que constitui 0 0Sso;

e Os mapeamentos realizados por espectroscopia por energia dispersiva
de raios X (EDS) revelaram uma distribuicdo uniforme de P e Ca incorporados no TiO2

da amostra An;
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e Foi proposta uma rota de sintese de nanoparticulas de prata (NpAQ)
simples e reprodutivel, obtendo-se nanoparticulas de ~ 4 nm estaveis ao longo do
tempo em uma ampla faixa de pH (5-13);

¢ As deposicBes de Ag sobre as superficies anodizadas, obtidas tanto
por eletrodeposicdo em Ag2S04 0,001 mol L™* quanto por gotejamento de NpAg foram
eficientes, ressaltando-se que as micrografias de MEV e o mapeamento da Ag
realizado por EDS indicaram que a deposicdo de Ag por gotejamento forneceu uma
distribuicdo mais homogénea,;

¢ Através da eletrofiacéo foi possivel realizar um recobrimento uniforme
das amostras 5V e 3mL com fibras ultrafinas do polimero PLA, permitindo que
houvesse uma liberacdo controlada de ions de Ag em meio de PBS;

e Os testes antimicrobianos revelaram que todas as superficies
apresentaram atividade antimicrobiana para S. aureus, com melhores resultados para
as superficies sem recobrimento com PLA;

¢ De acordo com as medidas de angulo de contato apenas as amostras
3mL e Pol foram predominantemente molhantes ou hidrofilicas, o que poderia facilitar
a adesdo dos osteoblastos “in vivo”, visto que o processo de osseointegragao é
dependente da molhabilidade do material; as demais superficies foram ndo molhantes;

e Todas as superficies, com e sem Ag e PLA, apresentaram boa
biocompatibilidade em testes com pré-osteoblastos, com maior diferenciacdo celular
para An, 3mL e 5V, isso ocorreu provavelmente devido a morfologia porosa destas
superficies;

e A amostra An apresentou maior quantidade de nodulos de
mineralizagdo, o que indica maior maturacgao celular e, portanto, indicativo de processo

de osseointegracao precoce;

Em sintese, considerando o atual cenério mundial onde a demanda por
implantes dentéarios s6 tende a aumentar, sendo um dos principais fatores o aumento
na longevidade e como € natural ocorrer uma diminuicdo da massa 0ssea corporal
com a idade e um aumento na ocorréncia de periodontites, faz-se necessario o uso de

implantes dentarios que sejam nao apenas biocompativeis, mas também
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osteocontudores para atender essa demanda. Neste cenério, as varias superficies
produzidas neste trabalho podem ser promissoras para a utilizacdo como implante,
tanto pela morfologia e composicdo da camada de 6xido formada, quanto pelas
superficies que dispuseram de deposicao de prata e recobrimento polimérico. Estas
superficies podem ser Uteis principalmente em pacientes que apresentem problemas
periodontais, ou que dispéem de um 0sso pobre que requer um maior estimulo para a

osteogénese.
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Apéndice A

Espectros de EDS das amostras 3mL e 5V.
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Apéndice B

Deposicéo de fibras de PLA 10 % com coletor estatico sobre Ti anodizado

a diferentes tempos: a) 30 s, b) 1 min, ¢) 2 min e d) 5 min.

10 um

Deposicado de fibras de PLA 10 % com coletor rotacional o sobre Ti
anodizado a diferentes tempos: a) 2 min, b) 3 min, ¢) 4 min, d) 5 min, €) 10 min e f) 15

min.
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Apéndice C

Deposicéo de fibras de PLA 14 % com coletor rotacional sobre Ti anodizado

a diferentes tempos: a) 2 min, b) 3 min, ¢) 4 min, d) 5 min, €) 10 min e f) 15 min.

¥ (B
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50 um
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Apéndice D

Micrografias de MEV das células de pré-osteoblastos cultivadas sobre as amostras Pol nos periodos: 1, 3 e 7

dias.
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Apéndice E

Micrografias de MEV das células de pré-osteoblastos cultivadas sobre as amostras An nos periodos: 1, 3 e 7

dias.
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Apéndice F

Micrografias de MEV das células de pré-osteoblastos cultivadas sobre as amostras AnPLA nos periodos: 1, 3 e
7 dias.
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Apéndice G

Micrografias de MEV das células de pré-osteoblastos cultivadas sobre as amostras 5V nos periodos: 1, 3 e 7
dias.

Dia 01 _ Dia 03 Dia 07
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Apéndice H

Micrografias de MEV das células de pré-osteoblastos cultivadas sobre as amostras 5VPLA nos periodos: 1, 3 e
7 dias.

Dia 01 | Dia 03 . Dia 07

e
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Apéndice |

Micrografias de MEV das células de pré-osteoblastos cultivadas sobre as amostras 3mL nos periodos: 1,3 e 7

dias.

Dia 01 Dia 03 _ ‘ Dia 07

— 700 pM
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Apéndice J

Micrografias de MEV das células de pré-osteoblastos cultivadas sobre as amostras 3mLPLA nos periodos: 1, 3

e 7 dias.

Dia 01 7 Dia03 » _ Dia 07

700 um



