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Estudo da liberagao de benzocaina de implantes de titanio
nanotexturizados

Study of benzocaine release from nanotextured titanium
implants

RESUMO

No presente trabalho investigou-se o efeito do tempo de nanotexturizagao de implantes de
Ti-cp e TisAl4V na morfologia, molhabilidade e no uso desses biomateriais para liberagdo de
benzocaina. Na nanotexturizagdo, aplicou-se um potencial (25 V) em temperatura
constante (40 °C) durante 10 e 30 min usando substratos com 2 cm? de drea geométrica.
Utilizou-se uma solugdo organo-aquosa (9,5% v/v de agua, 0,5% de SBF (Simulated Body
Fluid) e 0,75% m/m fluoreto de amdnio em etilenoglicol). As amostras foram caracterizadas
por MEV e angulo de contato. A incorporagdao do farmaco ocorreu pelas técnicas de top
filling e imersdo. Para a quantificagdo de massa de farmaco liberada, as amostras foram
imersas em agua ultrapura a 37 °C. Os resultados indicam que a auto-organiza¢do dos
nanotubos é inversamente proporcional ao tempo de sintese. As curvas de liberagdo para
as duas técnicas apresentaram comportamentos diferentes devido a interacdo das
moléculas do farmaco com a superficie dos coatings. Quanto maior essa interagdo, maior
serd o tempo de retengdo do farmaco. Sendo assim, os resultados mostram a viabilidade da
nanotexturizacdo para a obtencdo de implantes para a liberacdo retardada de benzocaina.

PALAVRAS-CHAVE: Anodizagdo. Biomateriais. Nanotubos.
ABSTRACT

In the present work the effect of nanotexturing time of Ti-cp and TisAlsV implants on the
morphology, wettability and use of these biomaterials for benzocaine release was
investigated. In nanotexturization, a potential (25 V) was applied at constant temperature
(40 °C) for 10 and 30 min using substrates with 2 cm? of geometric area. An organo-aqueous
solution (9.5% v/v water, 0.5% SBF (Simulated Body Fluid) and 0.75% w/w ammonium
fluoride in ethylene glycol) was used. The samples were characterized by SEM and contact
angle. The incorporation of the drug occurred by the techniques of top filling and
immersion. For the quantification of the mass of drug released, the samples were immersed
in ultrapure water at 37 °C. The results indicate that the self-organization of the nanotubes
is inversely proportional to the synthesis time. The release curves for the two techniques
showed different behaviors due to the interaction of the drug molecules with the coatings
surface. The greater this interaction, the longer the drug retention time. Thus, the results
show the feasibility of nanotexturing for obtaining implants for delayed release of
benzocaine.

KEYWORDS: Anodization. Biomaterials. Nanotubes.
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INTRODUGAO

O titanio e suas ligas sdo biomateriais frequentemente utilizados no ramo da
implantodontia devido a resisténcia mecanica, a fadiga e a corrosdo, baixa
densidade, moédulo de elasticidade semelhante ao tecido dsseo e elevada
bioaceitacdo. A modificacdo superficial desses dispositivos através da anodizagdo
potenciostdtica promove o crescimento de nanotubos de TiO; auto-organizados
capazes de mimetizar a matriz éssea humana promovendo a melhora da
osseointegragdo desses biomateriais no corpo humano (HAMOUDA, 2012).

A geometria das matrizes dos nanotubos permite que o material possa ser
utilizado como cdpsula de administracdo de medicamentos, sendo facilmente
revestidos com drogas que representam sistemas eficientes e promissores de
liberacdo de drogas (ROY; BERGER; SCHMUKI, 2011). A benzocaina (BZC), farmaco
modelo utilizado nesse estudo, é um agente anestésico local do tipo éster que
possui acdo rdpida e de curta duracao, popularmente utilizado em formulacdes
clinicas, principalmente em anestesia topica (MELO et al., 2010).

O presente trabalho investigou o efeito do tempo de anodizacdo na
morfologia e na molhabilidade dos filmes de Ti-cp e da liga de TisAl,V
nanotexturizados, bem como no comportamento de liberacdo de benzocaina a
partir dessas plataformas de TiO,NTs.

MATERIAL E METODOS

Os nanotubos de TiO, foram obtidos através da técnica de anodizacdo
potenciostatica. Utilizou-se como eletrodo de trabalho substratos de Ti-cp (ASTM
F67) e de TisAlsV (ASTM F136) com area de 2 cm?, polidos com lixas de carbeto de
silicio 1200 mesh. Aplicou-se um potencial de 25 V (MINIPA MPC-303D) em um
reator eletroquimico composto pelo eletrodo de trabalho e dois contra-eletrodos
de platina em 50 mL de solugdo organo-aquosa contendo 90% v/v de etilenoglicol,
9,5% v/v de agua, 0,5% v/v de SBF (Simulated Body Fluid) e 0,75% m/m fluoreto de
amonio. O sistema foi mantido em temperatura constante de 40 °C e variou-se o
tempo de anodiza¢do em 10 e 30 min. A morfologia dos filmes foi avaliada através
da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV — Quanta 650 FEG) e o diametro dos
nanotubos foi determinado pelo software ImageJ. A molhabilidade dos materiais
também foi investigada através da medida de angulo de contato resultante de uma
goticula de dgua deionizada (0,5 plL) posicionada sobre a superficie nanoporosa
dos filmes, a fim de fotografar e verificar a capacidade dos coatings em absorver
parcialmente o liquido. As amostras foram caracterizadas em relagdo ao substrato
(T para titanio e A para alloy) e segundo o tempo de sintese (10 e 30 min).

Os coatings foram submetidos a incorporagdo do farmaco benzocaina (0,4
g/L), através das técnicas top filling e imersdo. Top filling consiste no
preenchimento dos NTs, pipetando 50 puL da solucdo de BZC (previamente
dissolvida em etanol) em cada face de modo a incorporar 0,04 mg por filme,
seguido pela secagem das amostras em estufa a 30 °C. A segunda corresponde a
imersao dos filmes em 10 mL de solugcdo de BZC durante 24h a temperatura
ambiente (25 °C), que em seguidas também foram secas a 30 °C. Duplicatas de
substrato anodizadas em cada tempo foram utilizadas em cada técnica. A liberacdo
in vitro do farmaco para ambas as técnicas foi realizada imergindo as amostras em
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5 mL de 4gua ultrapura (Milli-Q) a 37 °C. Foram coletadas aliquotas de 0,5 mL em
intervalosde 1, 2,3,4,5,7,9, 11, 13, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 70, 90, 120, 150, 180,
230, 280, 340 e 400 minutos. O volume retirado foi substituido por 0,5 mL de agua
ultrapura. A quantificacdo foi realizada por espectroscopia UV-Vis em 284 nm.
Todos os coatings foram mantidos em 3agua ultrapura durante 14 dias para
posterior analise da quantidade total de massa adsorvida. A porcentagem em
massa foi calculada pela massa cumulativa de benzocaina liberada dividida pela
massa total incorporada por cada filme. Amostras com finais A e B referem-se as
técnicas top filling e imersao, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises morfoldgicas dos coatings obtidos em diferentes tempos a partir
de Ti-cp e TisAlsV apresentadas na Figura 1, mostram a formagdo de estruturas
nanotubulares bem definidas em todas as condi¢Ges de sintese. Com apenas 10
min de anodizagao obtém-se NTs altamente organizados. Contudo, com o decorrer
do tempo (30 min) observa-se uma desorganizacdo estrutural dos TiO;NTs,
indicando que auto-organizacdo é inversamente proporcional ao aumento no
tempo de nanotexturizagdo.

Isso pode estar relacionado a formacgdo de rachaduras e exposicdo prolongada
dos NTs ao eletrélito contendo fluoreto, este que ataca as partes mais expostas,
promovendo a dissolu¢do das estruturas que tornam-se irregulares, originando os
chamados nanograss (ROY; BERGER; SCHMUKI, 2011). Além disso, observa-se que
os NTs formados a partir do TisAl,V sdo mais auto-organizados em relacdo as
estruturas formadas a partir do Ti-cp, isso pode ser justificado pela composicao
heterogénea da liga, formada por estabilizadores a+B que promovem uma melhor
conformacdo das nanoestruturas crescidas sobre o material (MOHAMMED; KHAN;
SIDDIQUEE, 2014).

Fonte: Autoria propria (2020).

As medidas de angulo de contato dos filmes obtidas em diferentes tempos
estdo anexadas ao MEV (Figura 1) e os resultados estdo apresentados na Tabela 1.
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A analise estatistica indica que os filmes obtidos em 10 e 30 min a partir da liga de
TisAlsV ndo possuem diferenca estatistica. Por outro lado, para o Ti-cp observa-se
um declinio do angulo de contato em funcdo do tempo. O que pode indicar que o
aumento do tempo de anodizagdo promove um aumento na molhabilidade do
material, caracteristica que favorece a melhora da osseointegracao, decorrente da
melhor adesado e proliferacao celular sobre a superficie do implante (KUBIES et al.,
2011). Em relagdo ao diametro dos nanotubos, observa-se que tanto para o titanio
guanto para a liga, ndo ha diferenca estatistica entre as amostras de 10 e 30 min.

Tabela 1 — Angulo de contato e didmetro dos nanotubos de Ti-cp e TisAlsV obtidos em 10
e 30 min de anodizagao

m Angulo de contato Diametro dos nanotubos
(°) (nm)

T10 134,19 + 8,532 40,80 + 4,10°
T30 120,1+2,12° 45,00 * 3,60°
A10 136,61 + 1,112 37,64 £ 3,31°
A30 140,73 + 0,45? 43,09 + 4,04°

* Valores que compartilham da mesma letra sdo estatisticamente equivalentes (ANOVA).
Fonte: Autoria propria (2020).

As curvas de massa cumulativa resultantes da incorporacao pelas técnicas de
top filling e imersdo estdo apresentadas nas Figuras 2 e 3, respectivamente. Nas
duas técnicas observa-se que os coatings apresentaram um perfil de liberagdo
caracteristico com grandes variagdes em torno da média, associado a uma cinética
de liberagdo em patamares (ou niveis) em fun¢do do tempo. Além disso, os filmes
obtidos em ambas as técnicas nao obtiveram a liberagdo de 100% da massa total
adsorvida do farmaco durante o tempo estabelecido (400 min). Em fungdo disso,
as massas foram novamente quantificadas apds 14 dias imersas em dgua ultrapura.

A andlise de variancia (ANOVA com teste de Tukey) indica que ndo ha
diferenga estatistica na quantidade de massa total incorporada e liberada em
relacdo ao substrato ou tempo de anodizagdo em top filling e imersao, ou seja, a
técnica, o substrato e o tempo nao influenciaram na quantidade de massa total
adsorvida nas estruturas nanotubulares. No entanto, as amostras apresentam um
comportamento de liberacdo diferente entre elas durante os 400 min definidos.

Para as curvas de top filling observa-se que durante o tempo estabelecido (400
min) ha um padrdo no comportamento das amostras em func¢do da natureza do
substrato. As amostras A10A e A30A liberaram uma grande quantidade de farmaco
nos primeiros minutos. Embora os resultados de didmetro dos nanotubos ndo
tenham apresentado diferenca estatistica nesse estudo, em trabalhos anteriores
de Ferreira et al. (2019), o diametro interno das estruturas crescidas na liga de
TicAlsV sdo menores do que as crescidas no titanio, evidenciando que o
comportamento da liga pode estar relacionado ao didmetro dos NTs e,
consequentemente, ao efeito da capilaridade. Pois, com o decréscimo do
didmetro, maior é a for¢ca de adesdo das moléculas as paredes dos NTs,
consequentemente, menores sao as forcas de coesdo entre as moléculas de BZC,
fazendo com que subam para a superficie dos NTs, assim, quanto menor o
didmetro, maior é o efeito da capilaridade. Portanto, essa caracteristica da
superficie da liga pode ter influenciando no elevado burst inicial, a “liberacdo de
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rajada”, ou seja, difusdo das moléculas de BZC a partir dos NTs obtidos da liga
(HUANG; BRAZEL, 2001).

Por outro lado, as amostras T10A e T30A apresentaram uma liberacdo inicial
menor e com pouca diferenca significativa. Ao que tudo indica, na incorporacgao
por top filling ndo ha influéncia do tempo de sintese na liberacdo da droga e sim,
da superficie dos diferentes substratos, demonstrando que a camada de TiO;
formada a partir da liga apresentou menor interacdo com o farmaco e, portanto,
liberou uma alta taxa de medicamento nos primeiros minutos, ao passo que o
oxido formado a partir do Ti-cp obteve maior interacdo com as moléculas de BZC,
retardando a liberagdo, visto que os filmes a partir do Ti-cp liberaram menor massa
de farmaco durante os 400 min.

Figura 2 — Massa cumulativa de benzocaina liberada dos filmes obtidos em diferentes

tempos a partir de Ti-cp e TisAlsV referente ao método de top filling
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Fonte: Autoria propria (2020).

Para as curvas de liberacdo obtidas a partir da incorporacdo por imersado das
amostras na solucdo de farmaco observa-se que a T30B apresentou uma maior
velocidade de liberacdo, com niveis mais elevados em relacdo as demais, seguida
pela amostra A10B, que antecede a T10B, e por fim, antecede a A30B. Os
resultados de liberagdao obtidos apresentam uma estreita relagao entre a cinética
de liberagdo das amostras com a molhabilidade dos materiais.

Através das medidas, observa-se que a amostra T30B apresentou uma maior
taxa de liberagdo e possui o menor angulo de contato. Como a molhabilidade
caracteriza-se pela capacidade que um fluido tem em aderir ou se espalhar em
uma superficie sélida, um baixo angulo de contato indica uma maior
molhabilidade, e consequentemente um carater mais hidrofilico em relagdo as
demais (MENZIES; JONES, 2010). Além disso, o farmaco BZC apresenta uma
estrutura quimica do tipo éster que ndo apresenta na sua extremidade terminal
um grupo amino como a maioria dos representantes da classe de AL (Anestésico
Local), caracterizando como uma molécula anestésica com carater hidrofdbico
(COURTNEY; STRICHARTZ, 1987).

Como a amostra T30B apresenta uma maior molhabilidade e o farmaco um
carater hidrofébico, uma possivel explicacao é que a camada nanotubular do filme
apresente baixa interacdao com as moléculas de BZC, refletindo em uma maior
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cinética de liberacdo. Por outro lado, a amostra A30 apresentou uma taxa de
liberacdo inferior em relagdo as demais, assim como um maior angulo de contato
que indica uma baixa molhabilidade, consequentemente, pode apresentar uma
maior interagdo com as moléculas de BZC que possuem baixa solubilidade em meio
aquoso, fazendo com que a amostra apresente uma cinética de liberacdo
retardada.

A liberacdo lenta em virtude da hidrofobicidade da molécula anestésica é
favordvel para aplicac6es biomédicas devido ao aumento da poténcia anestésica
do farmaco, pois segundo Courtney e Strichartz (1987) quanto maior a
hidrofobicidade da molécula, menos medicamento é necessario para o completo
bloqueio da atividade fisioldgica e elétrica, além de prolongar o efeito anestésico
do farmaco.

As amostras A10B e T10B n3o seguiram o mesmo padrdo de comportamento
ao analisar os angulos de contato obtidos, visto que o aumento da velocidade de
liberacdo se apresentou inversamente proporcional ao angulo nas demais
amostras. Entretanto, observa-se que as medidas dessas duas amostras nao
apresentam uma diferenca significativa entre elas, as curvas demonstram grandes
variagdes e apresentam uma maior proximidade considerando os desvios.

Figura 3 — Massa cumulativa de benzocaina liberada dos filmes obtidos em diferentes

tempos a partir de Ti-cp e TisAlsV referente ao método de imersdo
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Fonte: Autoria prdopria (2020).

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que a baixa solubilidade da
benzocaina em meio aquoso pode ter influenciado no comportamento de
liberagdo em patamares e no retardo de liberacdo do farmaco. Comparado a
estudos de Ferreira et al. (2019) que utilizaram o cloridrato de ciprofloxacino como
farmaco modelo para a mesma finalidade, a benzocaina liberada a partir dessas
plataformas de TiO,NTs exibiram um elevado tempo de liberacao.

CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, pode-se concluir que a incorporacdo e liberacao
de benzocaina a partir dos NTs sintetizados em diferentes tempos indica que nao
ha influéncia do método de incorporacao, tipo de substrato e tempo de anodizacao
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na quantidade de massa adsorvida. Contudo, os efeitos sdo visiveis no
comportamento de liberagdo. A técnica top filling promoveu uma divisdo no
padrdo de comportamento de liberacdo dos nanotubos formados a partir dos
diferentes substratos, onde os TiO,NTs crescidos em Ti-cp obtiveram maior
interacdo com as moléculas de BZC, retardando a liberagao em relagdo ao TisAlsV
nos dois tempos de sintese, sendo que a liga apresentou um burst inicial mais
elevado. Os resultados de liberacdo para a técnica de imersao apresentaram uma
relacao direta entre a cinética de liberagao das amostras com a molhabilidade dos
materiais, um alto angulo de contato indica maior interacdao com as moléculas do
farmaco (que possuem baixa solubilidade em meio aquoso) apresentando uma
baixa velocidade de liberagdo, evidenciando assim, a notdvel interacdo entre os
coatings e as propriedades do farmaco utilizado.

As propriedades identificadas sdo favoraveis para o desenvolvimento de novas
tecnologias aplicdveis a industria de biomateriais, visto que o método permite a
formacdo de nanotubos auto organizados, permitindo o uso como plataformas de
liberacdo de benzocaina incorporada por diferentes técnicas. Além de promover a
liberacdo da droga em um longo tempo de estudo, o que indica um efeito
prolongado da atividade do farmaco no corpo humano sustentando a acgdo
terapéutica.
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