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Abstract

Titanium and its alloys have been used as prosthesis material due to the corrosion resistance
and biocompatibility despite its high friction coefficient and poor wear resistance. Diamond-
| Like Carbon —(DLC) films have been attracted much interest due to the excellent wear
resistance, low friction coefficient, corrosion resistance, biocompatibility and
hemocompatibility. In the present work it was studied the corrosion resistance and
biocompatibility of titanium and DLC covered titanium samples. Electrochemical Impedance
Spectroscopy (EIS) performed in simulated body fluid environment indicate an increase in
the corrosion resistance for samples covered with DLC. The cellular viability was evaluated
by the MTT method that indicated the viability.

Resumo

Titanio e suas ligas vém sendo muito utilizados como material para préteses devido sua
resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade, entretanto possuem baixa resisténcia ao desgaste
e alto coeficiente de atrito. Atualmente filmes de carbono do tipo diamante (DLC) tem atraido
grande interesse para sua utilizacdo como recobrimento de proteses devido as suas
propriedades como a excelente resisténcia ao desgaste, baixo coeficiente de atrito, resisténcia
a corrosdo, bio e hemocompatibilidade. Neste trabalho objetivou-se estudar a resisténcia a
corrosdo e biocompatibilidade do titanio puro e deste recoberto por filme de carbono do tipo
diamante. Através da técnica de impedancia eletroquimica em meio corporal simulado foi
constatado, para os filmes DLC depositados sobre titdnio, uma melhora na resisténcia a
corroséo que diminui ao passar do tempo de imerséo. A determinagdo da viabilidade celular
foi realizada através do teste do MTT, o qual indicou a viabilidade das amostras
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Introducgéo

O presente trabalho apresenta um estudo a respeito de filmes DLC obtidos pela técnica
eletroquimica de deposicdo a partir de dois diferentes liquidos organicos, N,N-
Dimetilformamida (DMF) e Acetonitrila. Segundo a literatura, filmes DLC obtidos por
diferentes técnicas como PVC, CVD, sputtering apresentam propriedades adequadas para
uso em aplicacdes biomédicas, tais como biocomatibilidade e hemocompatibilidade [i-iv]. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar a resisténcia a corrosdo e a biocompatibilidade dos
filmes DLC depositados por eletrodeposicdo sobre titdnio nanoestruturado e comparar com
titnio nanoestruturado sem filme. Os materiais foram analisados quanto a sua morfologia
através da microscopia de forca atdmica (AFM) e microscopia eletrdnica de varredura
(MEV). A resisténcia a corroséo foi avaliada por curvas de polarizacdo e Espectroscopia de
Impedéancia Eletroquimica (EIS) em meio corporal simulado e a biocompatibilidade, pelo
teste do MTT.

Reviséo bibliografica

Materiais biocompativeis sdo amplamente utilizados na medicina a fim de restabelecer
funcGes mecanicas e bioldgicas de algum membro degenerado, o que torna possivel uma
melhora da qualidade de vida do paciente. Dentre os biomateriais utilizados para tal funcéo,
titanio e suas ligas sdo amplamente utilizados devidos as suas propriedades de resisténcia a
corrosdo e biocompatibilidade, entretanto estes biomateriais apresentam uma baixa
resisténcia ao desgaste e alto coeficiente de atrito [v]. Recentemente filmes DLC tém atraido
a atencdo como material de revestimento para aplicaces biomédias devido as suas
propriedades como a excelente resisténcia a corrosdo, baixissimo coeficiente de atrito,

elevada dureza e resisténcia ao desgaste, natureza bio e hemocompativel [ii].

Filmes DLC tém sido depositados por uma variedade de técnicas como deposicao
quimica por vapor (CVD), deposicéo fisica por vapor (PVD), ion beam, dentre outras [vi-
viii]. A eletrodeposicgdo, técnica menos explorada, vem sendo utilizada para a sintese destes
filmes e apresenta vantagens como o baixo custo, ndo necessita sistema de vacuo, pode ser

realizada a temperatura ambiente, etc [ix-xix].
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Filmes DLC produzidos pelas técnicas mais utilizadas e exploradas foram testados
quanto a sua biocompatibilidade e hemocompatibilidade por diferentes grupos de pesquisa
[ii, xx]. Para a avaliacdo diferentes tipos de celulas foram cultivadas, tais como: celulas
macrofagas, fibroblastos, osteoblastos, células tronco, etc. Além do estudo in-vitro, estudos
in-vivo foram realizados em animais e confirmaram a bio e hemocompatibilidade dos
filmes. Filmes obtidos por eletrodeposicdo ainda necessitam de maiores caracterizacfes
quanto a biocompatibilidade. Assim, o presente trabalho apresenta um estudo a respeito de

filmes obtidos através desta técnica.

Materiais e Métodos

Como substrato foram utilizadas placas circulares de titanio puro (ASTM F67 — Grau
1) com didmetro de 9,5 mm. As amostras foram lixadas com lixas de SiC até grana 2500.
Posteriormente as amostras foram eletropolidas em solucdo de 60 ml H,SO4, 30 ml HF e 10
ml glicerina a uma densidade de corrente de 0,29 A/cm? durante 2 minutos com temperatura
controlada entre 5 e 7°C. Ap0s o término, a peca era lavada com agua bidestilada e colocada

em alcool etilico durante algumas horas para evitar o manchamento da superficie.

A célula utilizada durante as eletrodeposi¢des possuia circulacdo externa de agua para
manter a temperatura de deposicdo de 25°C constante. Um termdmetro auxiliar foi colocado
para garantir que a temperatura do eletrolito fosse a requerida. A amostra de Ti era colocada
em um suporte de teflon que se situava a uma distancia aproximada de 4 mm do contra-
eletrodo de grafite. Para a eletrodeposi¢do dos filmes de carbono, duas diferentes fontes de
carbono foram utilizadas: DMF e acetonitrila. Os revestimentos avaliados foram depositados

a um potencial catddico de -1200 V durante 24 horas.

Curvas de polarizagdo foram obtidas com um potenciostato EG&G PAR Modelo 273.
Para a impedancia eletroquimica a temperatura ambiente nos tempo de 1 h, 7 dias e 16 dias,
um equipamento Autolab foi utilizado. As medidas foram realizadas ao potencial de circuito
aberto, na faixa de freqiiéncia (1x10° a 3x10) Hz e com uma perturbacéo de 10 mV. Os
citados ensaios eletroquimicos foram realizados em solugdo PBS (phosphate buffer saline
solution) composta de 8 g/l NaCl; 0,2 g/l KCI; 0,594 g/l Na,HPO, € 0,2 g/l KH,PO,4. Como
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eletrodo de referéncia utilizou-se eletrodo de calomelano saturado e como contra-eletrodo,

platina.

A morfologia dos depositos foi verificada por microscopia eletrénica de varredura e

por microscopia de forga atdbmica operando no modo contato.

Espectroscopia Raman foi utilizada para a caracterizacdo dos filmes obtidos com laser
azul (488 nm) de alta resolucdo através do equipamento NTEGRA Spectra Nanofinder

(firma NT-MDT), o qual associa um espectrdmetro Raman com um microscopio AFM.

Para a cultura celular, células OCP1, obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ), foram mantidas em cultivo em meio (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium -
DMEM) suplementado com 15 % de soro fetal bovino (SFB) e 2¢/L de tampao HEPES (pH
7,4) em atmosfera imida com 5 % CO2 a 37 °C. Celulas foram semeadas sobre titanio

nanoestruturado e filmes DLC eletrodepositados.

A viabilidade celular foi avaliada através da quantificacdo da atividade de
desidrogenases mitocondriais que reduzem o MTT (3-4,5-dimethylthiazolyl-2,5-diphenyl-
2H-tetrazolium bromide) formando cristais de derivados formazolicos, insolGveis em agua,
que precipitam. Os cristais de cor parpura foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO).
Quanto maior o nimero de células viaveis, maior é a atividade mitocondrial e mais cristais
se formam, resultando em maior absorbancia. A absorbéncia foi determinada em
espectrofotdbmetro de microplacas Spectramax M5 da Molecular Devices (570nm e 630nm).
A viabilidade das células semeadas nos biomateriais foi comparada com o0 mesmo nimero
de células mantidas em condicdes padrdo de cultura. Para célculo do indice de
biocompatibilidade a viabilidade das células cultivadas em condi¢do padréo foi considerada

igual a 1(um).

Todos os experimentos realizados com células foram realizados em triplicatas. Os
resultados apresentados representam a média £ o erro padrdo da média (EP). A analise

estatistica foi feita por ANOVA de uma via, usando o programa SPSS 15.0 para Windows.
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Resultados e Discussao

Apbs o eletropolimento do titanio, amostras foram observadas ao AFM e apresentaram
estrutura nanoporosa caracteristica de oxido de titdnio nanoestruturado. Imagem ao MEV,
apresentada na Figura 1, mostra filme DLC depositado sobre o titdnio nanoestruturado a
partir de DMF. Observa-se que o filme copia a estrutura do substrato, porém apresenta
algumas nanotrincas ao centro dos poros. A presenca de trincas ndo foi observada para
deposicOes a partir de acetonitrila.
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Figura 1. Imagem ao MEV de filme DLC depositado sobre Ti nanoestruturado a partir de
DMF. Deposigéo a potencial de 1200 V, 24 horas e temperatura de 25 °C.

Espectro raman de filme DLC eletrodepositados esta apresentado na Figura 2. O
espectro revela duas bandas com dois picos localizados em aproximadamente 1360 cm™ e
1580 cm™, caracterizando os filmes como sendo carbono do tipo diamante (DLC).
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Figura 2. Espectro Raman de filme eletrodepositado.

Curvas de polarizacdo potenciodindmica em solucdo PBS para o titanio nu e filmes
obtidos a partir de acetonitrila e DMF estdo apresentados na Figura 3. Como pode ser
verificado, o titdnio apresenta uma regido de passividade. Filmes DLC obtidos a partir de
DMF ndo trouxeram uma melhora na resisténcia a corrosdo significativa comparado ao
titdnio nu, o que pode estar relacionado a presenca das nanotrincas observadas ao MEV e a

possiveis areas do substrato nao recobertas.

Filmes obtidos de acetonitrila produzem uma melhora na resisténcia a corrosdo, com
um potencial de corrosdo mais nobre, ao redor de 0,1 V e densidades de corrente anddicas

menores até um potencial de aproximadamente 0,9 V.

A fim de comparar o desempenho dos filmes de DLC obtidos em acetonitrila e em
DMF, foram feitas medidas de EIS do Ti eletropolido com camada de DLC, imerso em
solucdo de PBS durante 1 hora, 7 e 16 dias, como estd mostrado na Figura 4. O
comportamento do Ti revestido com DLC a partir da acetonitrila mostrou um desempenho
anticorrosivo superior ao do Ti revestido com DLC em DMF, com o aumento do tempo de

imersao.

Observa-se que o Ti com camada de DLC obtida em DMF apresenta um aumento da

definicdo na separagéo das constantes de tempo observada no grafico - angulo de fase versus

-6-
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log f (f, freqiiéncia) de 1h para 16 dias de imersdo (Fig.4-A e Fig.4-C). As duas constantes
de tempo observadas a 10 Hz e 0.1 Hz no Diagrama de Bode da camada de DLC feita em
DMF apresentam uma queda nos valores de angulos de fase de cerca de 90° para 60° e 68°,
respectivamente. Isto caracteriza uma camada de DLC com comportamento eletroquimico
diferenciado do observado inicialmente com 1 hora de imersdo, indicando possivelmente
uma superficie pela qual o eletrolito permeia aatraves das trincas mostradas na Figura 2,
apresentando uma menor resisténcia aos processos de difusdo. A resisténcia a baixa
freqUiéncia também diminui substancialmente com o tempo para o material revestido em
DMF, corroborando sua pior performance quando comparado com aquele revestido em

acetonitrila.
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Figura 31. Curvas de polarizacdo potenciodindmica realizada em solucdo PBS para Ti
eletropolido e filmes DLC depositados, a partir de acetonitrila e DMF, sobre Ti eletropolido.
Velocidade de varredura: 0,166 mV/s.
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Figura 4: Diagrama de Bode de Ti eletropolido com revestimento de DLC feito em DMF (o)
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e em acetonitrila (m) imerso em solucéo de PBS por 1 h (A), 7 dias (B) e 16 dias (C).

A biocompatibilidade dos diferentes materiais: Ti nanoestruturado, Ti nanoestruturado
recoberto com DLC obtido a partir de acetonitrila e a partir de DMF, foi determinada pela
comparacao entre a viabilidade das células semeadas sobre esses materiais e a viabilidade do
mesmo ndmero de células cultivadas pelo mesmo tempo em condi¢bes padrdo (sobre

plastico), utilizando-se o método do MTT.
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Figura 5: Indice de Biocompatibilidade. Para o calculo da biocompatibilidade dos
diferentes biomateriais, a viabilidade das células cultivadas sobre plastico (condicbes
padréo) foi considerada igual a 1 (um). O experimento foi realizado como descrito em
Materiais e Métodos. Os valores representam a média + EP.

Como apresentado na Figura 5, ndo foi encontrada diferenga significativa entre as
células cultivadas sobre plastico e as células cultivadas sobre os diferentes biomateriais,
confirmando a biocompatibilidade dos filmes DLC obtidos por eletrodeposicdo. Verificou-se
apenas uma tendéncia, que ndo € estatisticamente significativa, de diminuicdo de viabilidade
nas culturas realizadas sobre DLC depositado a partir de DMF. Cabe ressaltar que estes
mesmos filmes apresentaram uma menor resisténcia a corrosdo tanto nos testes de

polarizagdo quanto nos testes de impedancia eletroquimica.
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Conclusoes

Camadas de DLC foram eletrodepositadas eficientemente a partir de acetonitrila e
DMF sobre Ti, conforme mostram picos localizados em aproximadamente 1360 cm™ e 1580
cm™ em espectros Raman. Os resultados de polarizagdo potenciodindmica concordam com
os resultados obtidos de EIS no sentido de que o filme de DLC obtido em acetonitrila tem
um desempenho superior a corrosdo comparado aos filmes obtidos a partir de

dimetilformamida.

Tal comportamento possivelmente esta relacionado a presenca de trincas no filme de
DLC obtido em DMF.

Ti revestido com filmes obtidos a partir de acetonitrila apresentou a melhor
combinacdo de biocopatibilidade (como mostrado pela técnica do MTT) e resisténcia a

corrosao dentre 0s materiais testados.
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