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RESUMO

Materiais para implantes a base de Titanio estdo sendo comumente utilizados
na area da biomedicina devido a sua atrativa biocompatibilidade e suas
propriedades mecanicas que contribuem para um melhor desempenho do material.
Esta dissertacdo desenvolve uma metodologia para sintese de nanotubos de TiO»
(NT's) aplicando-o para o estudo na liberacdo controlada de farmacos. Utilizou-se a
liga TisAl,V previamente polida para formacao do revestimento nanotubular a partir
da anodizacdo potenciostatico (25V/90min) em meio contendo ions fluoreto com
adicdo de solucédo de fluido corporal simulado (SBF), seguido de um tratamento
térmico para a formacao da fase anatase do TiO,.Esse sistema foi utilizado como
sistema carreador do anti-inflamatério, um dos principios ativos do farmaco
Ibuprofeno. Esse foi inserido nos nanotubos pelo método TopFilling e sua liberagéo
foi acompanhada por espectroscopia ultravioleta visivel (UV-Vis) por um periodo de
7 dias.Foram analisadas 3 tipos de amostras: TigAl,V polido (AT), apds a anodizacao
(ATA), e apbés o tratamento térmico (ATT). Andlises realizadas por microscopia
eletrénico de varredura (MEV) dos nanotubos demonstrou que 0s mesmos possuem
diametros entre 54nm e57nm. A fase anatase foi comprovada por Difracdo de Raio -
X (DRX). A molhabilidade foi investigada através do angulo de contato, que
apresentou valores de angulo de contato em 128,5° + 0,8° para a amostra AT, 78,4°
*+ 0,6° para a ATA, 16,4° £ 0,5° para a ATT, indicando a variacdo da molhabilidade
em funcado do tipo de tratamento da amostra.Observou-se no sistema de liberacdo
uma diferenca de quantidade de concentracdo inicial e final de Ibuprofeno, em
porcentagem, sendo possivel verificar diferenca na liberacdo entre as amostras, o
que altera a cinética de liberagdo em funcdo do tempo. A variacdo do teste de
liberacdo do Ibuprofeno aponta a importancia do tratamento de superficie para
retardar a liberacdo do farmaco, que pode ser um fator importante na carreacao de

farmacos.

Palavras-chave: Biomaterias; Revestimento; Anodizagao; Nanotubos; sistema

de liberacdo controlada.



ABSTRACT

Titanium-based implants are being commonly used in the field of biomedicine
due to their attractive biocompatibility and their mechanical properties that contribute
to a better performance of the material. This dissertation develops a methodology for
the synthesis of TiO, nanotubes (NT's) applying it for the study in the controlled
release of drugs. The previously polished Ti6Al4V alloy was used to form the
nanotubular coating from potentiostatic anodization (25V / 90min) in a medium
containing fluoride ions with the addition of a simulated body fluid solution (SBF),
followed by a thermal treatment to form the phase anatase of TiO,. This system was
used as a carrier system for the anti-inflammatory, one of the effects of the active
pharmaceutical agent of the drug Ibuprofen. This drug was inserted in the nanotubes
by the TopFilling method and its release was accompanied by visible ultraviolet
spectroscopy (UV-Vis) for 7 days. Three types of samples were analyzed: Ti6Al4V
polished (AT), after anodizing (ATA), and after anodizing and post heat treatment
(ATT). Analyzes performed by scanning electron microscopy (SEM) of the nanotubes
demonstrated that they have diameters between 54nm and 57nm. The anatase
phase was confirmed by X-Ray Diffraction (XRD). Wettability was investigated
through the contact angle, which showed contact angle values of 128.5° + 0.8° for
the AT sample, 78.4° £ 0.6° for the ATA, 16.4° + 0.5° for ATT, indicating the variation
in wettability depending on the type of treatment of the sample. It was observed in
the release system a difference in the amount of initial and final concentration of
Ibuprofen, in percentage, being possible to verify the difference in the release
between samples, which alters the release kinetics as a function of time. The
variation of the Ibuprofen release test points to the importance of surface treatment to

delay the release of the drug, which can be an important factor in carrying drugs.

Keywords: Biomaterials; Coating; Anodizing; Nanotubes; Drug Release

System.
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1. INTRODUCAO

Dentre as varias areas da ciéncia, a biomedicina € uma das mais estudadas
por impactar diretamente na qualidade de vida das pessoas. Dentro dessa area, 0s
biomateriais mais utilizados nessas aplicacbes sao o0s polimeros, ceramicas,
compositos e metais, que sé@o escolhidos de acordo com a necessidade.

Dentre esses materiais, 0s metais, e em destaque o titdnio e suas ligas, estao
sendo explorados principalmente como implante odontolégicos e ortopédicos por
apresentarem caracteristicas mecanicas atrativas como baixa compressao e baixa
corrosdo [1], além de um moddulo de elasticidade semelhante aos o0ssos e por
apresentar baixa toxicidade aumentando seu potencial para aplicacbes biomédicas
[2].

O titAnio tem propriedades atrativas em sua forma metélica, porém, com o
tratamento adequado de sua superficie, € possivel mimetizar a interacado do implante
atribuindo outras propriedades ao material [3] 0 que o torna mais semelhante com a
parte inorganica Ossea, facilitando a regeneracdo e a implantacdo do material a
matéria viva [4], além de aumentar a sua resisténcia a corrosao[5].

Ha diversas formas de modificar a superficie do metal, como as utilizadas por
Zhang et al. [6] que utilizaram o método térmico.Ja Chavadej et al.[7] e Daothong et
al. [8] adotaram o método de micro emulsdo e vaporizacdo quimica. Entretanto, uma
metodologia muito comum € a anodizacdo potenciostatica [9], por ser
economicamente viavel e trazer resultados positivos como o aumento da resisténcia
a corrosao[3] e a possibilidade de mimetizar a superficie do 0sso e aumentar a
biocompatibilidade do implante.

Contudo, esses implantes e enxertos implantaveis modificados ainda podem
falhar ap0s sua colocacdo cirdrgica, o que resulta em complicacbes do poés-
operatorio e que estdo relacionadas com falha na formacéo de tecido da integracéo,
infeccdes bacterianas, rejeicdo do organismo, ou osteomielite [10].

A partir dessas falhas, € interessante investigar o comportamento dos
nanotubos de Titanio (NT's) em um sistema de carreagcdo de farmacos,
possibilitando assim, os tratamentos pos-cirurgicos de forma pontual [11] e assim,
suprindo os meétodos convencionais de administracdo de farmacos, podendo
contribuir com a diminuicdo de rejeicdo do implante. Essa opcao de carreamento é
ideal na injecdo de farmacos antibidticos e anti-inflamatérios que sdo empregados



como estratégia na prevencédo de infec¢des bacterianas, apontadas como uma das
complicagbes mais graves neste tipo de procedimento [12]. Desta forma, com a
elaboracdo de revestimento nanotubular de TiO,, € possivel preencher estes NT's
com farmacos desejados e controlar o tempo e a quantidade de liberacdo deste
medicamento no local onde o dispositivo foi implantado. Além disso, com a
vantagem da liberacdo do farmaco no local de forma fisica ou quimica, é possivel
criar uma zona de inibicdo de microrganismos ao redor do implante [13].

Dentro desse contexto, o intuito desse trabalho foi utilizar uma metodologia
para a sintese e tratamento de superficies metélicas possibilitando seu revestimento
com nanotubos de TiO,, a partir da liga TigAlsV, que apresenta suas principais
caracteristicas estruturais e morfologicas para utilizacdo em implantes. Em seguida,
€ realizado um estudo da liberacdo do farmaco Ibuprofeno em meio salino
tamponado, sendo estes NT's preenchidos pelo farmaco com o anti-inflamatério
previamente, e investigando-se a cinética de liberagdo conforme as etapas do

tratamento superficial.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOMATERIAIS

Estudos com biomateriais utilizados para implantes 6sseos e ortodonticos
estdo sendo vastamente explorados.Sendo assim 0s materiais mais utilizados séo
0s ceramicos, polimeros, metais e 0s mais recentes os compositos [14].

A definicdo da American Society of Metals (ASM) sobre biomateriais séo:

"Qualquer substancia ou combina¢éo de substancias
(que ndo sejam drogas ou farmacos), de origem
natural ou sintética, que podem ser usadas por
qualquer que seja o periodo de tempo, como parte ou
como o todo de sistemas que tratam, aumentam ou
substituem quaisquer tecidos, 6rgédos ou fun¢des do
corpo humano"

O sucesso de um biomaterial depende da sua interacdo e reacdo com O
organismo implantado. Assim, a problematica atual sdo as doengas Osseas
causadas por infeccdes bacterianas e rejeicdo do implante pelo organismo, pois
pode ocorrer devido a baixa resisténcia a corrosdo dos implantes metélicos, que
pode resultar na liberacdo de ions metalicos ndo compativeis no organismo,
causando reacdes toxicas e alérgicas [15].

No que se diz respeito a substituicdo ou restauracdo de tecidos doentes ou
danificados, os metdalicos sdo os mais adequados se comparados com materiais
ceramicos ou poliméricos, devido a sua resisténcia mecanica e a corrosao,
apresentando alta resisténcia ao desgaste [16].

Materiais a base de titanio e suas ligas tém recebido interesse significativo nas
tltimas décadas em funcdo de sua utilizacdo no a&mbito de aplica¢des tecnoldgicas,
destacando-se 0 emprego destes materiais no desenvolvimento de dispositivos
médicos e administragdo local de drogas [17].

O Titanio e suas ligas séo classificados pela Sociedade Americana de Testes e
Materiais (ASTM), e pela Organizacdo Internacional de Normatizacdo (ISO) através
de suas microestruturas obtendo a (Nitrogénio, Oxigénio, Aluminio, Carbono, etc.), B
(Niébio, Vanadio, Ferro, Manganés, etc.) e a + 3 (sendo a integragdo de cada um
dos compostos na estrutura) [18].

Em especifico, a liga TigAl;V possui em sua composicdo uma mistura de

estabilizadores a + B, por apresentar Aluminio e Vanadio na sua composi¢do, onde



com essa fusdo de estabilizadores faz com que apresente elevada resisténcia

mecanica, aumentando sua elasticidade em comparagao com o Titanio puro [19].

Tabela 1 - Ligas de Titanio em aplicacbes biomédicas, normas e microestrutura
associadas a cada tipo de liga.

Liga Normas Microestruturas
Titdnio comercialmente puro ASTM F67, ISO 5832-2 A
Ti-6Al-4V ELI ASTM F136, ASTM F620, ISO a+f
5832-3
Ti-6Al-4V ASTM F1108, ASTM F1472 a+f
Ti-6Al-7Nb* ASTM F1295, ISO 5832-11 a+f
Ti-5Al-2.5Fe* ISO 5832-10 a+f
Ti-5AI-3Mo-4Zr* - a+f
Ti-15Sn-4Nb-2Ta-0.2Pd* - a+f
Ti-15zn-4Nb-2Ta-0.2Pd* - a+f
Ti-13Nb-13Zr* ASTM F1713 B
Ti-12Mo-6Zr-2Fe* ASTM F1813 B
Ti-15Mo* - B
Ti-16Nb-10Hf - B
Ti-15Mo-5Zr-3Al - B
Ti-15Mo0-2.8Nb-0.2Si-0.260 - B
Ti-35Nb-7Zr-5Ta* - B
Ti-29Nb-13Ta-4.6Zr* - B
Ti-40Ta* - B
Ti-50Ta* - B

*Liga desenvolvida para aplica¢des biomédicas ASTM (Sociedade
Americana de Testes e Materiais), ISO (Organizagéo Internacional para
Normatizacgéo).

Para os uma boa eficiéncia do biomaterial, € necessaria uma atuacao de rapida
cicatrizacdo e uma boa formacao da osseointegracdo. Neste caso, trabalha-se com
tratamento de superficie para formar uma camada estavel e inerte de TiO,, 0 que
diminui a reacdo do metal com o organismo, dando uma excelente
biocompatibilidade por sua morfologia, alta resisténcia a corrosdo e outras

propriedades mecanicas [2].




2.2 OSSEOINTEGRACAO

A osseointegracdo esta associada a formacdo de um novo 0sso a partir da
interacdo positiva do biomaterial com o osso danificado. Tal processo se resume a
uma modelacédo e remodelacéo do tecido 0sseo.

Os fendbmenos quimicos e fisiolégicos da interface osso/implante s&o
dependentes de fatores como rugosidade e porosidade da superficie do implante,
pois este vai permitir uma mimetizacdo da interacdo entre biomaterial com 0 0SS0
[18].

As etapas principais da osseointegracdo sao descritas por uma série de
reacbes complexas de carater biomineralizador, caracterizadas principalmente por
trés etapas: a osteoconducéo, neoformacdo 6ssea e remodelacdo. Nestas reacoes,
a superficie de dispositivos médicos é assimilada ao tecido 6sseo pela acdo das
células primarias 6sseas (osteoblastos). Na etapa de osteoconducdo, estas células
dirigem-se a interface do tecido 6sseo com o biomaterial e sintetizam a matriz
organica. Esta matriz organica é conhecida por servir como sitio para a deposicéo de
ions, como célcio e fosfato (precursores do mineral Hidroxiapatita (HA)), que passam
posteriormente por um processo de mineralizacéo. [20].

Juntamente com o0 processo demonstrado na FIG.01, reacgles
biomineralizadoras ocorrem na superficie do substrato metalico assimilando a
estrutura do tecido 6sseo. Essas reacdes fazem com que ions célcio e fésforo sejam
precipitados na superficie do implante, onde por consequéncia acontece a formacao
da Hidroxiapatita (HA).



Figura 1: Representacdo esquematica dos eventos bioldgicos decorrentes da
insergéo de um bioimplante.

D X . ¥ 3%
..‘,n%.aﬂ "..‘,¢n:.a
PRI il °°,°,f3‘s’a[r\~1

B ¢
XA 7] *3ei8, %R 4]
e e § 360N 2
I o ileedemd ]
> 804C ) ¢
2SR By 210300 e R
PopSU iy SRRV
IO (604 QY. 0. 0 o
,,'Qa&,_").g’ B R
9445 4 L ?P B2
PG Y s, 0 O 0T
‘;;,.36\3??2 ._;.;\.nn?dgg:é'
3 ol . J '«
sohies i tes Gesass
S v 20500

) QU

Fonte:AGREDA,; C. G. [3]

De uma forma geral,as etapas da osseointegracdo sao decorrentes a [3]:

1- Regido de contato entre 0 0sso e o implante;

2- Representacdo de coagulos;

3- Regido 6ssea danificada;

4- Osso sadio;

5- Bioimplante;

6- Inicio da cicatrizacao;

7- ApGs o inicio de cicatrizacao, o tecido 6sseo encontra-se em contato

direto com o implante, onde ja ndo ha mais um tecido intermediario;
8- Em caso de resultado negativo ao implante, é formado um tecido néo
mineralizado, constituido de fibroblastos entre o implante e 0 0sso;
9- Possivel desenvolvimento conectivo iniciado devido a um trauma

excessivo (infec¢bes, carga mecanica, etc).

O grande éxito na utilizacdo de biomateriais a base de titdnio, que impacta nas
reacoes de osseointegracdo, € a sua hatureza passivante quando exposto ao
oxigénio [21]. Esta natureza faz com que haja a formacdo espontanea de um filme
fino de 6xido na superficie do metal proveniente da sua oxidagdo em ambientes

corrosivos, o deixando passivo em relacdo aquele sistema. Além disso,é importante



ressaltar que para que um biomaterial seja considerado eficiente, deve-se haver uma
rapida cicatrizacdo dos tecidos e a superficie do biomaterial deve promover uma boa
osseointegracao, estimulando o meio a responder de modo positivo, 0 que € um
grande desafio em cirurgias ortopédicas atualmente. Também é importante prevenir
a inflamacg&o do implante e obter uma eficiéncia na integracdo das superficies do
material, sendo possivel melhorar as propriedades do implante de Ti com
tratamentos superficiais. Isso € alcancado ao adicionar uma alternativa de
administracdo local de medicamentos através do controle de formacdo de uma
camada de nanotubos de TiO, por anodiza¢do carregados com farmacos especificos
[22].

2.3 TRATAMENTO DE SUPERFICIE

O desenvolvimento de metodologias de tratamento e modificacdo de superficie
metalicas visando a aplicacdo em biomateriais é vasto [23—30]. Por exemplo, Zhang
et al. [6] utilizaram métodos térmicos para atingir esse objetivo, enquanto que
Chavadej et al.[7] e Daothong et al.[8] adotaram o método de micro emulsdo e
vaporizacdo quimica respectivamente. Contudo, a metodologia mais comum ¢é a
anodizacdo potenciostatico [9,23-26,29,31-33], por ser economicamente viavel e
trazer resultados como o0 aumento da resisténcia a corrosao pelo aumento da area
de trabalho do material [3] e facilitando a biocompatibilidade do implante.

Sabe-se que o tecido 6sseo € composto por duas componentes principais;
sendo o, material organico o que permite uma certa flexibilidade diante de possiveis
tensdes; e o material inorganico, composto principalmente por Hidroxiapatita (HA)
responsavel por uma maior rigidez. Quando o material metalico passa por
anodizacdo, sua texturizagdo assemelha-se muito a parte organica, promovendo o
reconhecimento e aceitacdo do material pelo organismo [4].

O controle das variaveis de anodizacédo possibilita adotar uma texturizacdo da
superficie para adequar o crescimento de estruturas com dimensdes nanomeétricas
com caracteristicas escolhidas, mimetizando a estrutura 6ssea [34] e levando a

otimizacado de propriedades como rugosidade e molhabilidade adequadas. Dessa
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forma, € necessario compreender o processo de anodizacdo. Nesse procedimento o
metal é submetido a oxidacdo eletroquimica. Pode ser conduzida a potencial
constante (modo potenciostatico) ou a corrente constante (modo galvanostatico). Um
sistema de anodiza¢éo convencional é constituido por uma fonte de alimentacdo que
aplica a energia ao sistema que esta conectado a célula eletrolitica, contendo o
metal (Titanio), nesse caso o0 anodo com podlo positivo,e 0s contra-eletrodos (poélos
negativos) constituidos de materiais inertes ou que apenas serdo condutores da
reacao de reducdo da agua (no caso a platina). Em um eletrdlito adequado se aplica
uma diferenga de potencial ou uma corrente constante entre o anodo e o catodo que
resulta em reacfes de reducéo e oxidacao. Assim, no anodo h& a formacdo de uma
camada de 6xido sobre a superficie do Titanio. A célula eletroquimica € mantida a
temperatura constante por meio de um sistema de recirculacdo termostatico, que
controla a temperatura do sistema.

Por causa da polarizacéo dos eletrodos, cations do eletrélito, como os ions H”,
sdo reduzidos nos contra-eletrodos gerando H,. Em conjunto a este processo, 0
eletrodo de titanio é polarizado positivamente, fazendo com que este atraiam ions
negativos presentes na solucéo, em geral ions F, OH e O% [20], que irdo participar
dos processos oxidativos da superficie do anodo.

No processo de anodizagéo do Ti visando a formacgéao de nanotubos de TiO,, a
insercdo de ions fluoreto em meios contendo baixas porcentagens de agua (0,5
al0,0%) em solucdes organicas viscosas nas geracdes posteriores culminaram no
alto ajuste das condicdes de anodizacao levando a producéo de nanoarquiteturas na
superficie do anodo, sendo considerada como solucao ideal para ser utilizada no
tratamento de superficie para implantes [20]. De fato, a presenca de ions F" é capaz
de dissolver parcialmente o 6xido, processo crucial na formagéo da porosidade no
filme e, possivelmente, atua para sustentar a porosidade durante a formacao dos
nanotubos (NT's), essa formacgéao se da com a adicdo de meios viscosos com baixa
porcentagem de agua, como solucdes organicas de etilenoglicol [35].

O método potenciostatico induz a formagdo de Oxidos ou “coatings”
nanoestruturados permitindo a texturizacado dos substratos de maneira semelhante a
morfologia encontrada no osso humano, sendo assim essa nanoestrutura favorece a

osseointegracdo. A oxidacdo eletroquimica de metais, neste caso, referente a
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anodizacdo do titdnio em meio liquido contendo ions fluoreto, pode ser observada
pelas curvas eletroquimicas, também chamadas de cronoamperogramas [18]
(FIG.2). Nestas curvas, é possivel visualizar as diferentes etapas da formacao do
nanotubos.

Figura 2 - Curva cronoamperométrica referente a anodizac&o potenciostatica do
tithnio em meio de etilenoglicol contendo ions fluoreto.
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Fonte: Simon e Sikora [20]

Pode-se observar na regido (I) um decréscimo abrupto da corrente devido ao
aumento da resisténcia elétrica causado pelo espessamento da camada de Oxido
barreira. Tal processo € caracterizado por uma oxidagdo induzida do titdnio quando
se polariza positivamente com um potencial constante. Nesta primeira regido
acontece a formacdo de uma fina camada de O0xido chamado “6xido barreira” que
recobre toda a superficie do metal. Na regido (ll) observa-se que a corrente para de
diminuir seguido de um pequeno aumento. Isso ocorre devido as reacdes de
oxidacdo e dissolucdo ocasionadas pela acdo dos ions fluoreto presentes no

eletrdlito que levam a solubilizacéo local do 6xido barreira e do metal,por meio da
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formac&o do complexo [TiF¢]* (que é solivel no meio eletrolitico) gerando locais de
dissolucéo ativos do metal.Nessa segunda regido e apos a formagcdo do complexo
soluvel, estruturas nanotubulares se formam gerando os precursores dos nanotubos
de TiO,. Posteriormente, o sistema passa alcanca a regido (lll), onde se observa
uma fase estaciondria, sem variacdo expressiva de corrente, e que ocorre 0
aumento da profundidade e comprimento dos nanotubos formados a medida que o
metal e 0 6xido em sua base séo dissolvidos no processo de dissolucdo ativa pelo
campo elétrico [35].

Dessa forma, espera-se que a arquitetura nanotubular combinada com sua
composicdo (TiOp) possam ser utilizados com plataformas de ancoragens e
formacdo de camadas de hidroxiapatita (HA). As matrizes de nanotubos de TiO,
podem ser produzidas na fase anatase apds recozimento aumentando a
possibilidade deformacgéo de HA sobre essas estruturas [36].

Mesmo com a morfologia e estrutura do material estando de acordo para a
aplicacdo, outros fatores, como a presenca de ions especificos, também
proporcionam uma melhor biocompatibilidade. Isso € demonstrado pela maior
estabilidade e ancoramento do material ao organismo quando fons Mg?* sdo
inseridos na estrutura dos nanotubos de diversas matrizes, impactando na
molhabilidade e indugéo da deposi¢ao de HA [37].

Nesse sentido, uma metodologia apresentada no trabalho de Simon et al.
[20,32,33] emprega uma formulacdo de solucao eletrolitica contendo fluido corporal
sintético(SBF) idealizado por Kokubo et al. [38] que possui ions encontrados em
fluidos corporais dos seres humanos (TAB. 02), sendo responsaveis pela interacdo e
crescimento de filmes que irdo facilitara osseointegracéo. Assim, a aplicacdo dessa
metodologia provoca a inser¢ao destes ions no revestimento, tendendo a estimular a
osseointegracdo e a biocompatibilidade. Essa metodologia sera empregada no

desenvolvimento dos materiais nanotexturizados deste trabalho.
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Tabela 2 - Concentracéo i6nica do plasma sanguineo humano em comparacao com
a solucéo de SBF. Legenda: [Ci] Concentracao ibnica (mM).

[C;] (mM)
Na* K* Mgt Ca* CI HCO; HPO; SOF
Plasma Sanguineo Humano 1420 50 15 25 1478 472 1,0 0,5
Solugio de SBF 1420 50 15 25 1030 270 1.0 0.5

Fonte: SIMON, A.P.[39]

Contudo, apesar da solucdo de SBF ser corrosiva ao metal do substrato (em
funcdo aos ions de cloreto), quando empregado em pequenas quantidades (na
metodologia, substitui-se uma pequena porcentagem do eletrélito pela solucao de
SBF), pode ser utilizado para o fornecimento de espécies presentes naturalmente no
organismo, como Célcio, Magnésio e Fosfato, podendo ser usada para aumentar a
proximidade da constituicdo quimica do organismo, promoc¢ao de maiores taxas de
biocompatibilidade e osseointegracdo de células 6sseas ou mesmo a otimizacao da

molhabilidade e morfologia [39].

2.4  SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

Sistemas de liberagcdo de farmacos podem ser classificados de diversas
maneiras: liberacdo retardada, repetida, controlada, sustentada, entre outras [13].
No entanto. o termo ‘“liberacdo controlada” é mais empregado para se referir a
qualquer tipo de sistema de liberagcdo, pois este ndo especifica 0 mecanismo de
liberacdo. O uso dos NT's de TiO, como plataforma de armazenamento e liberacéao
sdo mais adequados para a biocompatibilidade para implantes devido topografia do
revestimento ser semelhante ao do osso [40]. No entanto, inevitavelmente, esta
topografia também permite o crescimento de microrganismos na superficie, sendo
identificado mais um motivo para a producdo de implantes com adicdo de
medicamentos anti-inflamatdrios e antibioticos [41]. Sendo assim,essas superficies

texturizadas vém sendo estudadas para a incorporacdo e liberacdo controlada de



14

farmacos, proteinas ou hormdnios, além do que possibilitam o controle da interface
osso/implante [42,43].

Os métodos de administracdo de medicamentos atualmente alcancados pela
sociedade, cuja liberacdo do farmaco € prolongada, requerem administracdes mais
frequentes e com mais quantidade de droga em relacdo as formas de liberacéo
controlada, além de obter certa instabilidade de concentragdo com o uso de
11medicamentos via oral em comparacao ao sistema de liberacdo localizado e ativo

(FIG. 03), neste caso, no bioimplante [13].

Figura 3 -Comparacao ilustrativa das variacdes de concentracao de farmacos
administrados por: a) métodos convencionais de multi-dosagem e (b) em sistema de
liberag&o controlada.
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Fonte: Lyra, Magaly et. al. [13].

A FIG.03 representa a performance do medicamento com a ingestdo no
meétodo convencional e no método de liberacdo controlada diretamente no local.
Visualiza-se que quando o remédio é administrado de forma convencional acontece
uma variacdo de concentracdo de farmaco no organismo, 0 que acaba
ultrapassando o limite de toxicidade e o nivel em que se torna ineficaz, sendo

necessario prolongar o uso de medicamento. Ja utilizando a administracao local, ndo
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temos essa variagdo tdo visivel entre os niveis, sendo possivel controlar a
quantidade a ser liberada para manter no nivel efetivo ao organismo, assim sem a
necessidade de aumentar a quantidade e/ou prolongar o tempo de tratamento

Pode-se citar algumas vantagens em relacdo aos métodos que liberam em um
curto intervalo de tempo o agente ativo, dentre estas podemos enumerar [44]:

(1) Niveis constantes da substéncia no organismo, resultando em uma
maior eficiéncia do farmaco, sendo assim necessita-se de uma
guantidade inferior do agente ativo para se produzir o0 mesmo efeito
dos métodos convencionais;

(2) Aplicagdo do farmaco diretamente no local de acéo, evitando, entdo,
efeitos colaterais maiores quando esse farmaco atua em outras
regides do organismo;

(3) Menor frequéncia de administracdo do farmaco no organismo do
paciente, aumentando o conforto e a sua eficacia, evitando também
doses toxicas ao organismo.

Nos ultimos anos, esforcos tém sido realizados para o desenvolvimento de
tecnologias ao sistema de liberacdo retardado de drogas. Materiais nanotubulares,
vém sendo extensamente estudados devido ao fato de possuirem uma grande
superficie para suportar a droga, em geral vem sendo utilizados para melhorar a

entrega da droga no tecido alvo, reduzindo a toxicidade para outras células [45].

24.1 IBUPROFENO

Dentre uma vasta gama de farmacos passiveis de estudos de liberacdo, o
Ibuprofeno (farmaco anti-inflamatério ndo esterdide, com efeitos analgésicos,
antipiréticos) se notabiliza por ter aplicagdo tanto em sistemas que possuam um
perfil de atuacéo rapida quando se objetiva efeitos antitérmicos e analgésicos [46]. O
medicamento € comercializado ao publico e sdo comumente utilizados para tratar
inflamacoes, febre e dor.

Os tratamentos convencionais por vias aéreas podem se mostrar insuficientes,

pois a droga nao chega 100% ao local, neste caso cirdrgico, consequentemente, é
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necessario ingerir doses mais altas, o que acaba afetando outros érgaos, como 0s
ocasionados no sistema digestivo.

Assim sendo, uma alternativa para a entrega de medicamento diretamente no
local afetado através da superficie do biomaterial é a utilizacdo de uma plataforma

para liberacé@o controlada, como os NT's [47].

Figura 4 - Estrutura Quimica do Ibuprofeno

OH

2.5 OBJETIVO GERAL

O trabalho tem como objetivo a sintese de nanotubos de TiO, (NT's) a partir
da liga TisAl,V utilizando-os para o estudo da liberac&o controlada de Ibuprofeno em

meio salino tamponado.

2.5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Sintese do revestimento nanoestruturado de TiO, a partir de sua liga
TigAl4V,utilizando o método eletroquimico de anodizagdo potenciostatica em
meio de etilenoglicol contendo ions de fluoreto e SBF;

% Caracterizagdo morfolégica através de Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV - morfologia), estrutural por Difragdo de Raio-X (DRX - estrutura),e dngulo
de contato (AC - molhabilidade) dos nanotubos produzidos;
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% Incorporacdo de Ibuprofeno na amostra sem tratamento superficial e no

*

revestimento de nanotubos através do método TopFilling;
% Investigacdo dos transientes de liberacdo do Ibuprofeno dos nanotubos,

*

verificando sua eficiéncia como plataforma de liberacéo.
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3 METODOLOGIA

3.1 SINTESE DO FILME DE NANOTUBOS DE TIO,

A sintese dos filmes de nanotubos de TiO; foi realizada utilizando substratos
da liga TigAl4V. As amostras foram limitadas por dimensfes de 15,0mm x 10,0mm e
2,0 mm de espessura.As amostras foram previamente polidas com lixas de
granulometria de 400mm, 600mm e 1200mm, respectivamente, e em seguida
lavadas com agua ultrapura obtida por sistema Sartorius e secas na temperatura
ambiente.

Para a modificagdo da superficie dos metais foi utilizado o método de
anodizacdo potenciostatica,seguido por tratamento térmico para ativar a fase

anatase do TiO,.

3.1.1 ANODIZACAO POTENCIOSTATICA

Para o método de anodizacgdo, utilizou-se um sistema contendo uma fonte de
corrente/tensdo DC (Sourcemeter 2410 - Keithley, UFSCar Sorocaba), uma célula
eletrolitica, banho termostatico, dois contra eletrodos de platina (15mm x 10mm), e o
eletrodo de trabalho que é a amostra de TigAl;V previamente cortada, polida e limpa.
A figura 05 ilustra o sistema utilizado. O eletrdlito, junto com a metodologia de
anodizacéao,foi desenvolvido a partir do trabalho de Simon A. [20] que é constituido
por 90% (v/v) de etilenoglicol contendo 0,75% (m/m) de fluoreto de amdnio (NH4F),
9% (v/v) de &gua ultra pura, e 1% (v/v) de SBF. A quantidade de eletrdlito utilizada
para cada etapa de tratamento de superficie do metal foi de 50mL. As condi¢cbes

utilizadas no processo de anodizacéo estdo sumarizadas na Tabela 3.

Figura 5 -Esquema de sistema de anodizagédo: A) Fonte; B) Multimetro; C)

Célula eletroquimica; D) Banho termostatico.
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Fonte: Simon A. [20].

Tabela 3 - Condi¢cBes controladas no sistema de anodizacao para crescimento do
filme de nanotubos de TiO,.

Condic0es utilizadas para anodiza¢do potenciostatica de TiO,
Voltagem 25V
Temperatura 40°C
Tempo 5400 segundos
Quantidade de eletrélito 50 mL

A solucdo de fluido corporal sintético (SBF) foi preparada a partir da

metodologia de Kokubo et al. [38]. Os compostos e as quantidades utilizadas
encontram-se na Tabela 04.
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Tabela 4 - Quantidade e elementos constituintes da solucado de SBF proposta por
Kokubo et al [38]

Solucéo de fluido corporeo sintético (SBF)
Elementos Quantidades (para 1 L de SBF)
Agua ultra pura 750 mL
NaCl 7,996 g
NaHCO; 0,350 g
KCI 0,224 g
Ko:HPO, 0,228 g
MgCl, 0,305 g
Solugéo de HCl(2,2x10* o5 m|
mol/L)
CaCl, 0,278 g
Na,SO,4 0,071 g
(CH,OH)3sCNH 6,057 g
Solucdo Orlfol'/'l'_?l (22x10% | Einalizar com algumas gotas até alcancar pH 7,4

E importante ressaltar que para esta solugéo, deve-se adicionar os elementos
na ordem que estdo dispostos na tabela, buscando diluir e dissolver por completo
um componente antes de adicionar o seguinte.Como sao utilizados diversos tipos de
sais, 0s mesmo podem vir a precipitar, sendo necessario realizar cuidadosamente

cada etapa de mistura para obter homogeneidade da solucgéo.

3.1.2 TRATAMENTO TERMICO

O tratamento térmico foi feito em um forno tipo muffla, onde as amostras
anteriormente anodizadas foram acomodadas em cadinhos com tampas. A
temperatura de tratamento para a transformacao dos nanotubos de TiO, amorfos
para a fase anatase é de 450°C. Para atingir esta temperatura, uma rampa de
aguecimento foi realizada com taxa de 2°C/min, e mantidas a 450°C por um periodo
de 2 horas. Apdés esse tempo a mufla foi desligada e o resfriamento ocorreu

naturalmente até a temperatura ambiente por um periodo de 6 horas.
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3.2 CARACTERIZACOES

Para as caracterizagcbes dos revestimentos, foram comparadas 3 tipos de
amostras: as amostras controle que séao ligas TicAl,V (AT) que passaram apenas
pela etapa do polimento; as amostras de TigAl4V polidas e anodizadas (ATA) que ja
apresentam nanotubos; e as amostras de TigAl,V polidas, anodizadas e com
tratamento térmico (ATT). Analises como MEV, DRX e angulo de contato permitiram
observar mudancas morfologicas e estruturais conforme as etapas de tratamento de

superficie.

3.2.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A morfologia das amostras foram analisadas através da Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV)onde utilizou-se o equipamento Supra 365 da
Universidade Estadual de Sao Paulo (UNESP) campus Sorocaba. As amostras
foram analisadas com ampliacéo de 30.000 vezes, aceleracdo de 20 keV e distancia
focal de 10mm, verificando as transi¢cdes e diferencas da morfologia entre as etapas
do experimento.

As micrografias foram analisadas com o software ImageJ® para registra da

variacao e distribuicdo de tamanhos de nanotubos.

3.2.2 ANGULO DE CONTATO

Para os testes de molhabilidade foi utilizado o método de angulo de contato
(AC) utilizando o equipamento Hamé-hart 250 Standart (UFSCar Sorocaba). O
angulo obtido € o angulo que se forma entre a gota de agua e a superficie do
material, identificando dessa forma as propriedades de molhabilidade das amostras.
O valor do angulo final é feita através da média de 30 medidas realizadas de cada

amostra analisada.
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3.2.3 DIFRACAO DE RAIO X

Para as analises estruturais do material utilizou-se o equipamento de Difracdo
de Raio - X (DRX), Modelo Shimadzu X-Ray Diffractometer 6100 (UFSCar -
SOROCABA). O equipamento foi configurado para rastrear da faixa entre 20° - 90°
com passo de 0,02° (10 segundos por passo) e angulo theta fixo em 10° para se
obter uma secdo de maior irradiacdo do filme de O6xido nanotexturizado, com
radiacdo da borda do Cu k alfa (1,5418 A) a 40kV e 30mA. Para a comparacao de
resultados, foi utilizado cartas de difracdo da Base de Dados de Estrutura de Cristais
Inorgéanicos (ICSD), sendo procurados cartas de Titanio e seus 6xidos mais comuns,
como Anatase (que ¢é a fase inorganica de interesse).

3.3 INCORPORACAO E LIBERACAO DO FARMACO

3.3.1 INCORPORACAO DO IBUPROFENO NAS AMOSTRAS

O farmaco utilizado é o comercial, encontrado em farméacia de manipulacgéo,
contendo pureza de 99,9%, massa molar = 206,29 g/mol e férmula molecular
C13H180;, Trabalhou-se com 10% em peso, assim foi dissolvido 5mg em 50mL de
etanol com a obtencdo de uma concentracéo de 4,8x10™ mol/L (100mg/L), baseada
na metodologia de Sulka et al. [48].

Esta solucdo contendo o farmaco foi despejada por gotejamento em cima da
superficie dos nanotubos. Esta metodologia € conhecida como método TopFilling
[11]. Foi adicionado um total de 5mL na superficie das amostras analisadas (AT,
ATA, ATT) mantidas em temperatura branda utilizando uma chapa de aquecimento.
A solucao foi aplicada com micropipeta de 100uL (o gotejo foi feito lentamente para
o liquido ndo escorresse pelas bordas das amostras, concentrando apenas na area
anodizada onde se encontram os nanotubos). Essa etapa foi repetida 10 vezes,
sempre com uma quantidade de 100uL por vez. ApOs essa primeira etapa, a solugcéo

foi seca naturalmente ao ar, e este processo foi repetido novamente por 5 vezes,
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totalizando 5mL de solugéo etandlica precursora de lbuprofeno, depositada sobre
cada amostra [48].

3.3.2 TESTE DE LIBERACAO

Para o estudo da liberacdo de farmaco foi adaptado um sistema de acordo com
o trabalho de Campos, P.P [49], os tempos e 0s arranjos experimentais para 0s
ensaios foram organizados em duas etapas: a primeira onde os tempos de medi¢ao
ocorreram entre 10 segundose 30 minutos, e a segunda etapa com tempo maior que
1 hora nos ensaios de liberagdo. Para a primeira etapa as amostras foram
organizadas em béqueres de 10mL e na segunda etapa em tubos Falcon de 15mL.
Esse conjunto de recipientes foi colocado em um banho termostatico adequado com
para manter a temperatura constante em 37°C, sendo monitorada a temperatura do
banho e da solugédo analise conforme esquema apresentado na figura 06. O ensaio
de liberacéo foi feito imergindo o substrato de teste em 6mL de solucdo de tampéo
salino (Saline Phosphate Buffer - PBS) de pH 7,4 preparado pela mistura de NacCl
150mmol/L™*, NaHPO, 6mmol/L™?, e KH,PO, 150mmol/L™, a temperatura de 37°C. A
liberacdo do farmaco foi acompanhada utilizando medidas de Espectroscopia de
ultravioleta-visivel (UV-vis) no equipamento Espectrofotdmetro UV-Vis-NIR UV-3600
Plus da Shimadzu(UFSCar Sorocaba). A varredura de comprimentos de onda foi
realizada no intervalo de absorbancias entre 200nm e 300nm, buscando a banda de
absorcdo caracteristico do Ibuprofeno em 222nm. As leituras das intensidades de
absorcao foram realizadas a partir do tempo em que a amostra ficou em contato com
a solucédo de PBS de acordo com a Tabela 05, totalizando 7 dias de tempo total de
ensaio de liberagdo. O esquema experimental construido para a realizagdo das
analises esta desenhado na Figura 6, onde se observa o arranjo em cada uma das

duas etapas de periodos de liberacéo (Analise | e Analise 1I):

Andlise I: a amostra de TiO, contendo nanotubos e o Ibuprofeno foi colocada
dentro de um becker inicialmente (para facilitar o manuseio). Posteriormente, todos

os béqueres de 10mL foram colocados dentro de um Becker maior de capacidade
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de 1L no banho termostéatico, e com o auxilio de uma pinga, a amostra foi sendo
transportada de becker para becker conforme o tempo de cada andlise;

Andlise II: em seguida, as amostras foram acomodadas em tubos Falcon com
volume maior de solugcdo PBS, pois observou-se ap0s as primeiras medidas, que
duram 1 hora, se fosse mantido no Becker de menor volume, a solugédo de PBS
evaporava e alterava o volume total podendo ocasionar um erro da analise.

Na FIG. 06, as flechas indicam o sentido do trajeto da amostra durante o
periodo de analises nos determinados tempos.

Tabela 5 - Tempos de coleta de aliquotas para as andlises de Ibuprofeno.

Segundos 10-20-30-40-50-60
: 2-5-10-30-60
Minutos
Horas 2-5-8-11-14-24-36-48-60-72-84-96-108 -120 -132 -

144 - 156 - 168

Figura 6 - Esquema do sistema de liberacdo construido (em 2 etapas sequenciais
de andlise). (t = tempo de andlise e t' > t).

Analise | Analise II
(10 segundos - 30 minutos) (60 minutos - 168 horas)

Vista superior do Béquer Vista frontal do Bequer




25

Fonte: autoria prépria.

3.3.3 CURVA DE CALIBRACAO

Para estabelecer uma relacdo entre concentracdo e a intensidade de
absorbancia apresentada pelo medicamento presente na solucao, foi elaborada uma
curva de calibracdo obtida pela absorbancia em 222nm coletada para diferentes
solugdes com concentragdes conhecidas. Como solucéo padréao (linha de base) foi
utilizada uma solucdo de PBS + &lcool etilico, pois sdo as mesmas substancias
precursoras da solucdo estoque contendo o farmaco e a intencdo é medir a
absorbancia da substancia Ibuprofeno sem interferéncia dos eluentes.

A partir da solucdo padrdo estoque de 10% em peso (contendo 5mg do
medicamento em 50mL de &lcool etilico) temos a concentragdo de 100mg/Lou
4,84x10™ mol/L de Ibuprofeno [47]. A intencdo dessa curva analitica é obter uma
faixa de variacdo de concentracédo de Ibuprofeno linear entre 0 minimo e 0 maximo
possivel apds os ensaios de liberacdo, sabendo que cada amostra contém uma
quantidade fixa de Ibuprofeno previamente depositada. Dessa forma foram
escolhidas 5 concentraces diferentes que percorrem essas faixas entre 0 minimo
mensuravel e maximo possivel de concentracdo de lbuprofeno liberado apés um
tempo maximo de ensaio de liberacdo. A curva foi utilizada para validar o ensaio de
liberacdo e possibilitar a construcdo de curvas de liberacdo em funcdo da
guantidade de farmaco liberada em mg.

Foi utilizado o equipamento de Espectrofotdmetro UV-Vis-NIR UV-3600 Plus da
Shimadzu (UFSCar Sorocaba) para identificar a absorbancia de cada amostra,
assim, possibilitando a comparacéo do Ibuprofeno liberado do revestimento.

Tabela 6 — Solucbes etandlicas estoque de Ibuprofeno em PBS utilizadas para
construgéo da curva de calibragéo.

Solugbes Estoque Concentracao final de Ibuprofeno em PBS (mg/L)
1 9,09
2 18,18
3 27,27
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 FABRICACAO DE REVESTIMENTO DE NANOTUBOS DE TiO;

Através da anodizacdo potenciostatica em Titanio ha a formacédo do material
nanoestruturado, permitindo a texturizacdo da superficie do metal mimetizando a
estrutura da superficie do osso, melhorando a interacdo e aumentado assim a sua
bioatividade, facilitando a osseointegracdo apés um implante.

As etapas de crescimento dos NT's podem ser acompanhadas pela curva
cronoamperomeétrica que corresponde ao registro das variacbes de densidade de
corrente em fungéo do tempo de anodizagao (Figura 7).

O comportamento da curva cronoamperométrica (FIG. 7A) segue o padrdo
encontrado na literatura, onde pode-se observar as trés regides da formacédo do
oxido de titAnio. Na regido | é onde ocorre a queda da densidade de corrente, pois
h& um aumento da resisténcia pelo 6xido formado, atuando como uma barreira para
a passagem da corrente. Na regido Il, o 6xido previamente formado comeca a se
dissolver junto com a formacdo dos primeiros nanotubos e sua hucleacao,
ocasionando um aumento de corrente e sua estabilizagdo em torno de um valor.
Essa alteracdo da taxa de variacdo da densidade de corrente esta relacionada com
um aumento de area superficial ativa e com processos de dissolugéo ativa do éxido
junto com anions de F". Apds um determinado tempo de processo, a corrente voltar a
subir até atingir um valor estacionario (regido Ill), que € quando o crescimento e a
dissolucéo do filme atingem um estado estacionario que corresponde a formacéo de
uma estrutura nanotubular vertical [35,50].

Entretanto, podemos observar na curva apresentada na Figura 7B que ndo ha
todas as etapas mencionadas anteriormente. Em outros Oxidos anodicos
nanoestruturados, como a Alumina Anodica Porosa (AAP) [9], as etapas de
formacdo dos nanoporos sao bem distintas na curva de crescimento. Contudo, no
caso dos NT’'s de TiO, nem sempre essas etapas sao visualizadas na curva
cronoamperométrica. Isso nao impede a formagdo dos NT's, o que sera

demonstrado mais a frente na caracterizacdo morfolégica das amostras preparadas.
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A auséncia da etapa de transicdo entre o crescimento do Oxido barreira
(decaimento abrupto da densidade de corrente até um minimo de valor) e a
formacao e nucleacao dos nanotubos (crescimento brando da densidade de corrente
passando por um maximo local e atingindo um valor estacionario) reside no fato que
as reacbes de formacdo e dissolucdo do Oxido sdo governadas por inUmeras
variaveis sistémicas, como mecanismos de transporte idnico (difusional, migracional
e convectivo), transporte de cargas e ions nas fases de Oxido e metal, flutuacbes
térmicas, variacao de contorno dos processos que estdo ocorrendo (area superficial,
linhas de campo elétrico) entre outras. A medi¢cdo de corrente por si s6 é algo
complexo e traz acoplado a somatoria do efeito de todos esses processos. Assim,
em algumas condicfes de contorno € possivel registrar mais intensamente algum
processo, e em outras condi¢cdes, a variacdo de densidade de corrente mascara
essas flutuacbes. Ainda assim, o registro da curva cronoamperométrica € eficaz,
pois permite observar grandes flutuagcbes quando algum processo estad fora de
controle, como um processo de corrosao ativa ou curto circuito esta ocorrendo,
podendo o operador interromper o processo antes da finalizacdo do tratamento de
superficie, que pode levar algumas horas, em alguns casos.

Em busca de uma superficie de revestimento para aplicacdo em biomateriais,
sua estrutura morfolégica, estrutural e sua interagcdo com meio aquoso € importante
para avaliar seu desempenho como bioimplante. Assim, suas principais
caracterizacdes sdo a microscopia eletrénica de varredura, angulo de contato e

Difragéo de Raio-X.
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Figura 7 - Curva cronoamperométrica obtida durante o processo de anodizacao
potenciostética: A - Observacao das etapas da anodizacao; B - Observacédo da
auséncia de etapas de anodizacgéao.
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4.2 CARACTERIZACAO DO FILME DE NANOTUBOS DE TiO;

As condicbes experimentais fixadas no processo de anodizacdo estao
diretamente relacionadas com as caracteristicas que o revestimento irA apresentar
ao final do procedimento de tratamento de superficie efetuado pela anodizagéo
potenciostética. Assim, técnicas como MEV, DRX e AC foram utilizadas para
analisar as propriedades morfologicas, microestruturais e superficiais do filme de

nanotubos de TiO,.

4.2.1 MORFOLOGIA E MOLHABILIDADE

A andlise dos resultados do MEV apresenta a morfologia do revestimento
sintetizado, ou seja, através deste método, € possivel investigar como ficou a
superficie das amostras (FIG.08). Quanto a molhabilidade do material (FIG.09), essa
medida se refere a facilidade que um fluido tem em aderir ou se espalhar em uma
superficie soélida, apresentada na Fig.08. Esse fendbmeno € dado por trés diferentes
forcas que atuam entre o material e o liquido em questdo, as forcas de tensdo
superficial do liquido, as de tensdo superficial do sélido e as de tenséo interfacial
[51].

De acordo com a Figura 8A, observa-se que a superficie de Ti previamente
polida apresenta uma superficie lisa e algumas marcas oriundas do processo de
polimento mecéanico.Nas micrografias apresentadas nas Figuras 8B e 8C & possivel
observar a nanotexturizacéo de toda a superficie das amostras decoradas com NT's.

Ao observar os nanotubos formados, para as amostras ATA e ATT ,
podemos observar uma tendéncia de formacdo de NT's homogénea.lsso ocorre
porque a composicdo heterogénea da liga favorece um melhor crescimento das
nanoestruturas [52]. No caso, a presenca de outros elementos de liga favorece o

mecanismo de formacao dos nanotubos.
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A andlise da distribuicdo de tamanhos de nanotubos demonstrou algumas
variagcbes que estdo apresentadas na Tabela 7. Observa-se que os diametros
médios sdo semelhantes e que o tratamento térmico posterior ndo afetou a
morfologia tépica da superficie dos nanotubos. No entanto, observa-se que o
tratamento térmico diminuiu a dispersdo de tamanhos de diametros, o que

demonstra uma melhoria da morfologia apés o tratamento.

Tabela 7 - Média de diametros de nanotubos apés analise das micrografias pelo
software ImageJ® e valores de angulos de contato de cada categoria de amostra.

Média de diametro de  Angulo de Contato
Amostra

nanotubos (nm) (CA)
AT - 128,5° + 0,8°
ATA 57,2 +13,1 78,4°£0,6°
ATT 54,2 +3,8 16,4°+0,5°

Para a aplicacdo desse material em bioimplantes €& necessario alguns
requisitos, como a magnitude do diametro de nanotubos, que nesse caso precisa
estar dentro de uma determinada faixa de valor. Revestimentos de nanotubos com
didmetros internos menores que 100nm sdo mais eficazes na adesao celular e
apresentam melhor osseointegracdo [18,20,39], portanto os resultados aqui
apresentados apontam para materiais com grande potencial de adeséo celular.
Contudo, para que o sistema seja eficaz para o carreamento posterior liberacéo de
algum farmaco, outros requisitos sdo necessarios, 0 que nos leva para a segunda
analise, de angulo de contato, onde pode se verificar a molhabilidade da superficie

das amostras.
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Fe das amostras: a) AT; b) ATA; c) ATT.

Figura 8 - Imagens de MEV
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Figura 9 - Imagens de angulo de contato: a) AT; b) ATA; c) ATT.
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Fonte: Autoria propria (UFSCar - Sorocaba)

Os angulos de contato medidos demonstram que para cada etapa de
tratamento do metal, a superficie modifica suas propriedades superficiais passando
de uma superficie menos hidrofilica para uma superficie mais hidrofilica entre a
amostra de Ti com a superficie somente polida mecanicamente, com a presenca dos
NT’s e com a presenga dos NT's apds tratamento térmico. O interessante € notar
gque mesmo com uma diferenca pequena em morfologia as amostras texturizadas
com NT’s sofrem grande influéncia da etapa de tratamento térmico. Isso é resultado
da transicéo estrutural do TiO, da fase amorfa para a fase anatase, que apresenta
caracteristicas de propriedades de superficie bem distintas.

Segundo aponta Ferreira, S. [18] amostras mais hidrofilicas sdo mais
eficientes para a introducéo do farmaco em seu interior (caso seja utilizado em forma
liquida aquosa) e adesao ao 0sso humano, demonstrando assim que a amostra ATT
nesse caso pode ser mais adequada para sua utilizagdo como dispositivo de
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liberacdo. No entanto, mesmo as amostras que apresentam menos molhabilidade,
como a ATA, podem ser utilizadas como sistemas de liberacdo, como sera

demonstrado mais a frente.

4.2.2 ESTRUTURA E COMPOSICAO DOS NANOTUBOS DE TiO,

A caracterizagdo estrutural realizada com medidas de difracdo de raio-x
apresenta difratogramas com varios picos de difracdo de planos que auxiliam na
identificacdo das fases cristalinas presentes em cada categoria de amostras. Entre
as etapas de tratamento e formacgéo do revestimento de 6xido anddico foi possivel
observar que as amostras AT e ATA apresentam apenas 0S picos caracteristicos do
substrato metélico de Ti, enquanto que a amostra ATT, apresenta picos referentes
as fases anatase deTiO,.

Os difratogramas demonstram que todas as condicfes de sintese geram um
padrdo de DRX bem definido, caracterizado por picos de difracdo nitidos e estreitos,
todos combinando bem com a Base de Dados de Estrutura de Cristais Inorganicos
(ICSD). Para analise e comparacao foram utilizados os catalogos: (ICSD: #21-1272)
- referente aos picos de titanio apresentado, sendo identificado facilmente pelo seu
pico mais intenso que se apresenta em 208 = 40°. O pico da fase cristalina anatase é
identificada na amostra que passou por tratamento térmico (ATT) pelo seu principal
pico apresentado em 20 = 25° (ICSD: #44-1294).

Ao dispor a nanoestrutura a temperatura de TT, a fase anatase/rutilo tende a
estabilizar provocando um aumento da espessura da parede, como resposta ao
aumento no tamanho dos cristalitos, diminuindo os diametros dos poros (VAENAS
et.al., 2013). Isso explica a reducdo do tamanho do didmetro do nanotubo
apresentado no MEV.

O angulo de contato da amostra ATT demonstra que as amostras cujos NT’s
de TiO, se encontram predominantemente na fase anatase apresentam uma maior

molhabilidade.
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Figura 10 - Difratogramas das andlises de DRX: AT, ATA e ATT.
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Fonte: autoria propria.

4.3 TESTES DE LIBERACAO

A partir da determinacdo das caracteristicas do revestimento produzido foi
conduzido um estudo da utilizacdo da nanoestrutura de TiO, nanotubular como
plataforma de liberagcdo do farmaco Ibuprofeno, com intuito de aplicagdo na area
biomédica.

A presenca das nanoestruturas superficiais aumentam significativamente a

area superficial do material [53], melhorando o potencial de aplicacdo desses
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materiais em implantes e facilitando o processo da etapa de de introducéo e
liberacéo do farmaco.

Para os testes de liberacdo do farmaco Ibuprofeno, previamente inserido nas
amostras pelo método de TopFilling, foi necessério realizar uma curva de calibracao,
onde €& possivel observar as absorbancias de concentragbes conhecidas de
Ibuprofeno em meio ao PBS e a faixa correspondente de minimo e maximo
trabalhados nesse projeto.

O comprimento de onda referente ao Ibuprofeno estudado baseia-se na

absorcdo maxima em 222nm.

Figura 11 - Curva de calibracdo com extracfes de maximo de absorbancia em
222nm em funcao da concentragéo de lbuprofeno em solucéo etandlicas de PBS.
Destaque: espectros de absorbancia do Ibuprofeno revelando a banda em 222nm
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Através do ensaio de liberacdo, é possivel fazer comparacdes das cinéticas
identificadas de cada amostra, possibilitando verificar sua taxa de liberacéo, a
concentracdo liberada em cada tempo (%) e as alteracbes de velocidades de
liberacdo ao longo do processo.

Apés iniciado o processo de liberacdo, cada aliquota foi analisada pelo UV-
vis, e de acordo com a absorbancia adquirida, é possivel equiparar o resultado junto
a curva de calibracéo e obter o resultado de liberacdo que sera estudado através de
porcentagem.

A partir da curva de calibracdo é possivel observar os valores de intensidade
de absorbancia correspondente as concentragcdes que estdo apresentados na
Tabela 08.

Tabela 8 - Valores referentes as concentragdes de Ibuprofeno indicadas pelas
absorbancias através da espectrometria UV-Vis

Concentragdo (mg/L) Absorbéancias 222 nm / (u.a.)
0 0
9,09 0,514
18,18 1,112
27,27 1,603
36,36 2,165
45,45 2,618

Na figura 12 a seguir € apresentada a liberacdo do farmaco e suas
caracteristicas. Os graficos também apresentam a intensidade de absorbancia com
configuracéo logaritmica (Logio) dispostos neste trabalho como forma de analisar
melhor as diferentes curvaturas presentes relevantes que identificam a velocidade
de liberacdo. Nesta figura, observa-se principalmente a diferenca de quantidade de
Ibuprofeno liberado entre as trés amostras, as quais foram analisadas em triplicatas.
O tempo maximo analisado das amostras foi de 168 horas, totalizando um tempo de
ensaio de 7 dias. As diferentes cores das linhas refere-se as amostras AT, ATA, e
ATT. A partir da figura é possivel comparar inicialmente a quantidade de
medicamento liberado dos diferentes revestimentos, nas mesmas condi¢cdes de

liberacdo, e é possivel afirmar que a taxa de liberagdo da amostra apenas polida
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mecanicamente e sem nanotubos € maior do que as com tratamento de superficie

que apresentam os NT's.

Figura 12 - Curvas de liberacéo de lbuprofeno em168 horas - Amostras AT, ATA, e
ATT.
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Ressalta-se a quantidade minima e maxima liberada entre as amostras, onde a
AT e ATA tem uma liberacdo maior dentro das 168 horas do que a amostra ATT, que
teve um retardo de liberacdo bem significativo, porém, de acordo com as imagens,
observa-se uma cinética mais uniforme do que as primeiras amostras.

Para idealizar a quantidade relativa comparando uma amostra da outra,
adotou-se o método de porcentagem, onde equiparamos a absorbancia maxima da

curva de calibracdo, sendo 100%, com valores adquiridos na liberacdo, dessa
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maneira, divide-se o valor de absorbancia resultante da liberacdo com o valor de
absorbancia maxima da curva de calibracao.

Em sequéncia, calcula-se que a porcentagem inicial ja difere de uma amostra
para outra, onde encontramos: 0,5% ; 1,82%; 6,71%, sendo respectivamente das
amostras ATT, ATA e AT. Nota-se que o valor de liberacao triplica entre ATT para
ATA, e mais que triplica de ATA para AT. Da mesma forma com o valor do fim da
analise, onde destaca-se que AT chega a 83,3%, ja o ATA chega a 33% no periodo
de 7 dias, que ja € mais da metade de diferenca em relacdo ao AT. Com tratamento
térmico, observa-se uma liberacdo de 20,2%. Como esperado, 0s resultados
confirmam que a modificacdo da superficie da camada nanotubular de TiO, tem
impacto consideravel sobre o perfil de liberacéo.

A quantidade de farmaco a ser liberado também pode comprometer quando
muito material € inserido, pois além de haver desperdicios, pode causar toxicidade
no local, e ainda pode impactar a integracdo 6ssea do implante, uma vez que pode
inibir também componentes imprescindiveis para essa formacao [54]. Assim, uma
forma de poder controlar essas quantidades é com a modificagcdo da superficie,
como observa-se nos resultados, este pode ser aplicado entdo para melhorar o
carregamento e liberacdo de drogas que quantifica e atrasa a cinética de liberacao.

Losic, D; et.al. (2016) observaram um fator muito importante que é identificado
em seu trabalho como liberacdo burst, que é a liberacao inicial rapida, considerando
o material que esta na superficie e/ou que foi incorporado de forma superficial aos
nanotubos. A figura 13 apresenta os graficos de absor¢cédo versus concentracdo de
Ibuprofeno para os trés filmes analisados, AT, ATA e ATT. Na mesma figura é
destacado o periodo da liberacdo, que em todas as amostras estdo representados
0s primeiros 11 pontos ou o tempo de 1 hora de duracdo. Em ATT este valor é bem
menor quando comparado a amostra AT, que é a amostra de Ti sem nenhuma
modificacdo superficial, indicando que realmente o farmaco incorporou-se mais
profundamente nas amostras com NT's do que na amostra AT, onde o farmaco ficou

apenas disperso na superficie.
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Figura 13 - Graficos de absorcéo versus concentracao para a liberacdo de
ibuprofeno para as amostras AT, ATA e ATT, respectivamente
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Fonte: Autoria propria.

A partir os graficos apresentados de liberacdo observou-se que o formato das
curvas é parecido, entretanto a quantidade de liberacdo inicial é diferente. Nota-se
uma consisténcia no aumento do periodo de buffer das amostras, que sao
considerados os 11 primeiros pontos. Neste caso, as concentragdes analisadas em
segundos,minutos, até 1 hora, indica um aumento gradativo de liberacdo que se da
no momento em que a amostra € imergida na solugdo, o que provavelmente &
devido ao desprendimento de lbuprofeno alocado entre os nanotubos e em sua
superficie,portanto o que nao incorporou profundamente na estrutura nanotubular. A
partir deste ponto, ha ainda um aumento significativo da liberagéo, porém ja observa-
se uma diferenca na liberacdo, o que indica uma desaceleracdo, e isto

consequentemente durante todo o periodo do estudo.
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As cores diferenciadas do gréfico sao referentes aos diferentes angulos da
curva, o que indica velocidades de liberacdo diferentes. No grafico € possivel
compreender melhor essas fases, as amostras indicam 4 curvaturas diferentes
durante o processo. Como ja proposto, hd uma sequéncia de liberacdo, onde o
mesmo aumenta conforme o tempo, mais em alguns periodos, sua velocidade
aumenta ou desacelera, chamando a atencdo que na amostra AT, a partir do ponto
de 14h até 36h a uma leve desaceleracao, que a partir do 48h, ha uma aceleracéo
novamente, que permanece até o final; Este comportamento é observado em ATA
também de inicia em 14h, mas se estende até 60h e a partir de 72h a velocidade se
mantém. Em ATT, a desaceleracdo é em 14h até 48h, e a partir deste ponto a uma
aceleracédo continua de liberacao.

As amostras estudadas neste trabalho tiveram uma analise de 7 dias, observa-
se através das curvas que é necessario prolongar o tempo de analise para alcancar
uma maior liberacéo do farmaco, ou seja, em 7 dias o método utilizado ndo permite a
liberacdo de todo o farmaco.

Como as amostras ATT tem a liberacdo mais lenta, € indicado para
tratamento com mais durabilidade (ultrapassando os 7 dias), porém com uma menor
quantidade liberada no sistema. J& AT e ATA também podem ser aplicados em
casos de uma administracdo do medicamento em média de 7 dias e em doses um

pouco mais altas em comparacéo a ATT.
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5 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que o cultivo de nanotubos com as propriedades
escolhidas foram alcancados, observados através da curva cronoamperomeétrica.
Suas caracteristicas se alteram conforme as etapas de tratamento, sendo polimento
- anodizacao - tratamento térmico, havendo mudancgas na molhabilidade (angulos:
AT 128,5° £ 0,8° - ATA 78,3° + 0,6° - ATT 16,4° + 0,8°) passando de hidrofébico para
hidrofilico.

Também é possivel ver diferenca nos diametros dos NT's (AT ndo apresenta -
ATA 57,2nm = 13,1nm - ATT 54,2nm * 2,8nm), essas alteracdes interferem no
angulo de contato, mas nao foram siginificativas para a liberacdo, pois ainda estéo
dentro da faixa de analise

Na estrutura cristalina do material, analisou-se alteracdo conforme o
tratamento térmico, que através dos picos identificados, observou que em AT e ATA
h& apenas Titanio, porém em ATT, obtemos a Anatase.

Os resultados do ensaio de liberacdo do ibuprofeno foram satisfatérios, a
insercdo do farmaco a partir do método TopFilling mostrou-se suficiente para o
estudo deste projeto. A partir dos graficos de liberacao, observou que a diferenca de
velocidade entre as amostras

Na liberacdo, quando se compara os trés tipos de amostras estudadas, €
possivel concluir que conforme as etapas de tratamento de superficie, ocorre um
retardo na liberacdo do Ibuprofeno, onde se depara com resultados em 168h de: AT
(20,2%), ATA (33%), e ATT (83,3%). Isso indica que a velocidade dessa liberacao
desacelera e acelera em alguns pontos, indicado na FIG. 13 por cores diferentes. O
tratamento térmico mostra-se conveniente para uma liberacdo desacelerada,
evitando toxicidade e desperdicio, uma vez que induzir uma quantidade de farmaco

muito maior do que 0 necessario possa produzir efeitos colaterais ndo desejados.
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