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Resumo

O aco inoxidavel austenitico AISI 316L é um material ja utilizado amplamente na area da medicina, principalmente nos
sistemas publicos de saude por sua alta disponibilidade e baixo custo. Este estudo tem por objetivo buscar o
aperfeigoamento das propriedades de biocompatibilidade deste material. Amostras de AISI 316L foram anodizadas com
eletrolito 10M de NaOH densidade de corrente de 0,6 mA.cm™ por 5 e 10 minutos. A amostra anodizada por 5 minutos
teve adicionada prata a superficie. As superficies anodizadas foram analisadas por meio de microscopia eletronica de
varredura (MEV-FEG/EDS), microscopia de forca atdmica (AFM), angulo de contato. Os ensaios de biofuncionalidade
englobaram a formacao de hidroxiapatita, citotoxicidade e a¢do bactericida e antifungica. Os resultados mostraram uma
camada anodizada nanorugosa com hidrofilia e biofuncionalidade satisfatoria para uso como biomaterial. Todavia, as
amostras com prata ndo apresentaram resultado satisfatorio de acdo bactericida. O desempenho mais satisfatorio
atingido nas caracterizacdes foi apresentado pela amostra anodizada por cinco minutos em relagdo a propriedade de
rugosidade, apresentando bons resultados para formagao de hidroxiapatita. Desta forma, esta camada obtida se mostra
como uma alternativa promissora para futuras aplicagdes em areas biomédicas quando comparada ao ago original AISI
316L utilizado atualmente para estas funcionalidades.

Palavras-chave: Anodizac¢do; Biomateriais; A¢o inoxidavel AISI 316L.

Abstract

AISI 316L austenitic stainless steel is a material already widely used in medicine, mainly in public health systems due
to its high availability and low cost. This study aims to improve the biocompatibility properties of this material. AlSI
316L samples were anodized with 10M NaOH electrolyte, current density of 0.6 mA.cm for 5 and 10 minutes. The
sample anodized for 5 minutes had silver added to the surface. Anodized surfaces were analyzed by scanning electron
microscopy (FESEM/EDS), atomic force microscopy (AFM), contact angle. The biofunctionality assays encompassed
the formation of hydroxyapatite, cytotoxicity and bactericidal and antifungal action. The results showed a nanorough
anodized layer with hydrophilicity and satisfactory biofunctionality for use as a biomaterial. However, the samples with
silver did not show a satisfactory result of bactericidal action. The most satisfactory performance achieved in the
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characterizations was presented by the sample anodized for five minutes in relation to the roughness property, showing
good results for the formation of hydroxyapatite. In this way, this layer obtained shows itself as a promising alternative
for future applications in biomedical areas when compared to the original AISI 316L steel currently used for these
functionalities.

Keywords: Anodizing; Biomaterials; AISI 316L stainless steel.

Resumen

El acero inoxidable austenitico AISI 316L es un material ya ampliamente utilizado en medicina, principalmente en los
sistemas de salud publica debido a su alta disponibilidad y bajo costo. Este estudio pretende mejorar las propiedades de
biocompatibilidad de este material. Muestras de AlISI 316L fueron anodizadas con electrolito NaOH 10M, densidad de
corriente de 0,6 mA.cm durante 5 y 10 minutos. La muestra anodizada durante 5 minutos tenia plata afiadida a la
superficie. Las superficies anodizadas se analizaron mediante microscopia electronica de barrido (SEM-FEG/EDS),
microscopia de fuerza atomica (AFM), &ngulo de contacto. Los ensayos de biofuncionalidad abarcaron la formacién de
hidroxiapatita, citotoxicidad y accion bactericida y antiflngica. Los resultados mostraron una capa anodizada
nanorugosa con hidrofilia y biofuncionalidad satisfactoria para su uso como biomaterial. Sin embargo, las muestras con
plata no mostraron un resultado satisfactorio de accién bactericida. El desempefio mas satisfactorio alcanzado en las
caracterizaciones lo present6 la muestra anodizada por cinco minutos en relacion a la propiedad de rugosidad, mostrando
buenos resultados para la formacion de hidroxiapatita. De esta forma, esta capa obtenida se muestra como una alternativa
prometedora para futuras aplicaciones en areas biomédicas en comparacion con el acero AlSI 316L original que se
utiliza actualmente para estas funcionalidades.

Palabras clave: Anodizado; Biomateriales; Acero inoxidable AISI 316L.

1. Introducéo

E comum o uso de materiais metéalicos para a fabricacdo de implantes ortopédicos, os quais séo definidos como
dispositivos mecanicos artificiais que substituem ou suportam parte da estrutura do esqueleto do corpo humano (Mahapatro,
2015). Amplamente utilizado em aplicagdes traumatoldgicas e ortopédicas pelo Sistema Unico de Satide (SUS) no Brasil, 0 aco
inoxidavel austenitico AISI 316L possui boa resisténcia a corrosdo e baixo custo em relacdo aos demais biomateriais disponiveis
(Pinheiro et al, 2010).

De forma geral o uso do ago inoxidavel AISI 316L como biomaterial possui aspectos positivos e negativos, alguns
relacionados a defeitos do processo de fabricagdo. Sao reportados na literatura falhas relativas por fratura pléstica, fratura frégil,
fadiga, desgaste ou por associagdo entre estes (Guerra-Fuentes et al., 2015). Corrosdo do implante devido ao contato dos fluidos
corpdreos em material com falhas na camada passivada, reagdes alérgicas devido a liberacdo de ions (Silva & Oliveira , 2011).
Também pode-se destacar certo nivel de incompatibilidade de propriedades mecénicas em relagdo ao 0sso e a superficie dos
materiais. Porém para os sistemas de salide publica se apresenta como a material mais disponivel atendendo de forma razoavel
as necessidades apresentadas (Chen & Thouas, 2015).

Tratamentos de superficies tém sido empregados sobre o ac¢o inoxidavel AISI 316L com o intuito de otimizar suas
propriedades superficiais para fins de otimizagdo do processo de osseointegracdo. O desenvolvimento e 0 uso dessas técnicas
baseiam-se na teoria de que 0 aumento do contato osso/implante pode ser atingido pela mudanca da topografia ou pelo aumento
da rugosidade superficial do implante (Le Guéhennec et al., 2007). A oxidacdo anddica é um dos métodos mais comuns e
flexiveis empregados para modificar superficies metalicas em nanoescala. Também conhecida por anodizagdo, esta técnica tem
sido usada com sucesso para transformar superficies metalicas em estruturas nanotubulares com diametros inferiores a 100 nm
(Kowalski et al., 2013).

E possivel ainda gerar aperfeicoamentos destes tratamentos superficiais pela adigio de nanoparticulas funcionais como
por exemplo a prata. A prata tem conhecido potencial como agente bactericida. Atualmente este material é utilizada numa
infinidade de aplica¢6es biomédicas como biomateriais ortod6nticos, cateteres e como medicacao para queimaduras graves (Kim
et al., 2007). Também sdo relatados estudos da agdo bactericida, antiviral e antifingica de ions de prata, causando um grande
interesse de diversas areas da medicina no uso deste material, principalmente na érea cirdrgica e hospitalar que enfrenta grandes

desafios no campo das infecgBes por microrganismos patologicos (Chen, Thouas 2015; Mirzaee et al., 2016). Deve-se levar em
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consideragdo sempre o custo-beneficio do uso da prata em relagdo a citotoxidade apresentada a células humanas (Sivaraj,
Vijayalakshmi 2019).

2. Metodologia

Para realizacdo deste trabalho, foram utilizadas chapas conformadas de aco inoxidavel austenitico AISI 316L (grau

médico) cortadas em pecas de aproximadamente 2,5 x 2,5 cm.

Preparacéo da superficie

As amostras foram lixadas e polidas em politriz de bancada modelo Polipan-U da marca Pantec, seguindo a sequéncia
de lixa de grdo 400, 600, 800, 1200, 2400 e espelhada com lixa grdo 4000, finalmente lavada com alcool e seca com fluxo de ar.
As amostras foram decapadas em solu¢do de HF:HNO3 1:3, por 30 segundos, imediatamente antes das anodizac¢bes. Apos, foram

enxaguadas em &gua corrente e agua deionizada, respectivamente.

Processo de anodizagéo

As anodizag@es foram realizadas utilizando uma fonte de tensdo de 300V — 500 mA, acoplada a um computador para o
registro de dados. A amostra foi conectada como anodo e o catodo utilizado foi um fio de platina, ambos a uma distancia de 35
mm entre si. O processo foi realizado em modo galvanostatico, ou seja, manteve-se a corrente constante, sem limitagdo de
potencial. Foi utilizada uma densidade de corrente de 0,6 mA.cm2. O eletrdlito utilizado foi de solugdo 10 M NaOH preparada
a partir de reagente Hidréxido de So6dio PA. Fabricante Dindmica. A anodizacdo foi processada sob temperatura de 70°C e
agitacdo constante para eliminacéo das bolhas de gas formadas.

Devido a variacdo visual observada, principalmente por coloragéo, optou-se em preparar amostras com tempos distintos
de anodizacdo. Sendo assim, foram obtidas amostras com 5 minutos e com 10 minutos de anodizacdo. Desta forma foi adotada
uma nomenclatura para cada amostra para um melhor entendimento da discussdo dos resultados. A Tabela 1 exibe as

nomenclaturas de cada tipo de amostra que foram caracterizadas até 0 momento.

Tabela 1. Definicdo das nomenclaturas das amostras.

Amostras Tratamento
A-0 Aco AISI 316L original lixado
A-5 Aco AISI 316L lixado e anodizado por 5 minutos
A-10 Aco AISI 316L lixado e anodizado por 10 minutos

Fonte: Autores.

Na Tabela 1 observa-se pela nomenclatura das amostras que o A corresponde ao aco AlSI 316L, e que a numeragao 0,

5 e 10 minutos corresponde aos tempos de anodizagéo estudados.

Ensaios de Caracterizacdo Superficial

As amostras foram avaliadas quanto a morfologia em vista de topo por meio de analise em equipamento Microscopio
Eletronico de Varredura, assim como, andlise de EDS para identificagdo dos elementos quimicos presentes. Equipamento
utilizado de marca Jeol e de modelo JSM-6510LV. Também foram realizadas anélises de micrografia de MEV-FEG. O
equipamento utilizado se trata do modelo INSPEC F50 30 kV da Fabricante FEI.

A andlise de hidrofobicidade foi feita por meio de medi¢do de &ngulo de contato em solucdo liquida de SBF, com uso
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de equipamento para medicdo da marca Labcontrol, de modelo OCA 15EC. O ensaio foi realizado em triplicata e a aquisi¢do
de dados foi feita através do Software SCA20_U, da Dataphysics Instruments.

Foi realizada analise de microscopia de forga atbmica (AFM) com objetivo de determinar a rugosidade das amostras
pela avaliagdo por medidas de rugosidade média (Ra). Foi utilizado o microscépio de forga atbmica Tosca 400 fabricante Anton
Paar, modo contato, cantiléver fabricante Nanoworld, tipo Arrow CONTR, mesa de isolamento ativo de vibracdo para bancadas.

Area de varredura de 5 um2 em 3 regides distintas. Estes ensaios foram realizados pela empresa Anton Paar.

Incorporagéo de nanocargas de prata

Apos a analise e discussdo dos resultados da caracterizagdo das superficies anodizadas, foi selecionada a metodologia
que apresentou resultado mais promissor para o processo de incorporacdo de prata na superficie. A incorporagdo de prata foi
realizada em metodologia adaptada de Ferreira et al. (2019) que consiste na agitacdo ultrassdnica da amostra em solugéo de 5
mM de nitrato de prata por 1 hora em intervalos de 15 minutos para resfriamento da solugdo. Apos a amostra foi seca por 48

horas em temperatura ambiente.

Ensaios de biofuncionalidade

As amostras de aco AISI 316L anodizadas e original foram imersas em SBF (fluido corpéreo simulado) para avaliacéo
da bio-mineralizacdo através da capacidade de formacdo de hidroxiapatita. Apos serem imersas em um frasco esterilizado
contendo 10 mL de SBF permanecendo em estufa a 80° C por 5 dias, 0 as amostras foram lavadas com 4gua deionizada e, em
seguida, secas ao ambiente (Huang et al., 2018; Lin et. al., 2002). A morfologia da superficie das amostras ap6s imersdo no SBF
foi caracterizada por uma varredura de emissdo de campo microscopia eletrénica (MEV) e analise de espectroscopia por energia
dispersiva (EDS) para identificacdo dos elementos quimicos presentes. Na Tabela 2 estdo apresentados os reagentes utilizados

na composi¢do do SBF, assim como a quantidade e a ordem em que foram dissolvidos em &gua destilada (Kokubo et al., 2006).

Tabela 2 - Reagentes para a preparacdo de 1 litro de solucdo de SBF (Kokubo et al., 2006).

Ordem Reagente Composicao (g) Pureza
1 Cloreto de sédio (NaCl) 8,035 99,5
2 Bicarbonato de sddio (NaHCOz) 0,355 99,5
3 Cloreto de potassio (KCI) 0,225 99,5
4 Fosfato de potéssio dibasico trihidratado (K:HPO4.3H20) 0,231 99
5 Cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl2.6H20) 0,311 98
6 Acido cloridrico [HCI (1,0 M)] 39 mL -
7 Cloreto de célcio (CaClz) 0,292 95
8 Sulfato de s6dio (Na2SO4) 0,072 99
9 Tris(hidroximetil)aminometano [(OHCH2)sCNH:] 6,118 99
10 Acido cloridrico [HCI (1,0 M)] 0-5mL -

Fonte: Autores.

Na Tabela 2 é mostrado os reagentes utilizados para a preparacao de 1 litro de solucdo de SBF. Entre as diversas técnicas
desenvolvidas para o estudo do comportamento de biomateriais, a utilizacdo de uma solugdo de SBF (simulated body fluid),
como eletrolito para avaliagdo do comportamento eletroquimico, tém se mostrado bastante promissora para fins de simulacéo
das condic6es do ambiente corporeo (Kokubo et al., 2006).

A andlise de viabilidade celular foi realizada a fim de determinar a citotoxicidade das amostras. Para tanto se avaliou a

viabilidade celular de células tipo NIH-3T3. A linhagem celular NIH-3T3 foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro
4
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(BCRJ); foi cultivada em meio DMEM (Dubellco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma®) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Cultilab®). As culturas foram mantidas em atmosfera tmida a 5% de CO2, 37°C, em sistema semiaberto, utilizando o
processo de tripsinizacao para sua manutencao. Para os diferentes ensaios, 30 000 células/pogo foram plaqueadas em microplacas
de poliestireno de 96 pocos, sendo mantidas em condicdes usuais até atingirem subconfluéncia.

Para obtencdo dos meios de extracdo (ME), fragmentos das amostras de aco foram pesados em tubos de 15 mL e em
seguida imersos em meio de cultivo sem soro mantendo a proporcao de 1 g para cada 5 mL de meio. Essa preparacdo foi mantida
em geladeira (5 a 7°C) por 24 horas, e a seguir esterilizada por filtragdo em membrana de acetato de celulose 0,22 um. O meio
assim obtido foi determinado como ME 100%, sendo as demais concentragdes (75, 50 e 25%) obtidas por simples mistura com
meio de cultivo usual.

Para a exposi¢do aos MEs, o meio de cultivo celular foi trocado pelos MEs nas diferentes concentraces suplementado
com 1% de soro bovino fetal, em quadruplicatas, e as culturas foram mantidas em exposi¢do durante 24 horas. Como controle
negativo foram utilizados cultivos mantidos em meio de cultivo com 1% de soro bovino fetal, e como controle positivo foram
utilizadas culturas incubadas com peréxido de hidrogénio 1% (Synth®) por 60 minutos.

A citotoxicidade foi avaliada no final do periodo de incubagdo através do ensaio de redugdo do MTT (Sigma®), que
determina a funcionalidade mitocondrial. Brevemente, as células foram lavadas com CMF (solucdo salina tamponada sem célcio
e magnésio), adicionando-se CMF contendo 200 ug/mL de MTT e os cultivos foram mantidos em estufa por 2 horas. Ap6s
descarte desse meio, os cristais de formazan (produtos cromogénicos artificiais resultantes da reducgdo de sais tetrazélio por
deidrogenases e redutases) foram dissolvidos com DMSQ, seguido por leitura em espectrofotdmetro de microplacas (Spectramax
M3, Molecular Devices®) & 570nm.

Para a avaliacdo de formagdo de biofilme sobre mini placas metalicas foram cultivadas as cepas bacterianas (E. coli
ATCC 25922, P. aeruginosas ATCC 27853, E. aureus ATCC 12598) e a cepa fungica (C. albicans ATCC 10231) em &gar sangue.
Nas 24h seguintes foram utilizadas as cepas para preparacéo dos indculos para a formacdo do biofilme; esses in6culos foram
preparados com Mueller Hinton Broth, proximos a escala 0,5 de MacFarland, que equivale a 1,5 X108 UFC/mL (unidades
formadoras de col6nias). Em placas estéreis de cultivo celular recobertas por 400 uL agar Mueller Hinton foram fixadas as placas
de metal e aproximadamente 30 min depois foram adicionados 400 pL dos indculos cobrindo a superficie superior das placas de
metal. As placas foram incubadas em estufa (36°C) por 24h. Apés, as placas de metal foram transferidas com o auxilio de pincas
estéreis para novas placas de cultivo celular onde foram recobertas por 500 yL de Mueller Hinton Broth e permaneceram em
estufa por 72h.

Quando completas as 48h de incubacgéo as placas de metal foram coradas por Cristal Violeta. Primeiramente foram
adicionados 400 pL de Formaldeido 4% para fixac&o durante 15min. Em seguida com auxilio de micropipeta removeu-se a parte
liquida e foi adicionado o corante, o volume variou conforme necessario para que a superficie das mini placas fossem cobertas
em torno de 400-600 uL, durante 30 min. Ap6s esse periodo foi removido o excesso de cristal, com o auxilio de um papel
absorvente, e as mini placas de metal foram transferidas para outros pocos de cultivo celular. Para a solubilizacdo foram
adicionados 300 uL de alcool etilico absoluto e lidas no comprimento de 580nm pelo espectrofotdmetro. O corante violeta fixa-
se na membrana celular, sendo assim, a intensidade da cor é diretamente proporcional a quantidade de microrganismos presente

nas placas de metal.
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3. Resultados e Discussao

Transientes de anodizacdo

A Figura 1 ilustra o grafico do comportamento do potencial e da densidade de corrente. As medidas de densidade de
corrente e de potencial iniciam a partir de 7s em fungdo de atraso na medida assim que o equipamento ¢ ligado. E possivel
observar que enquanto a densidade de corrente rapidamente se estabiliza o potencial ainda aumenta em patamares até alcancar a
estabilidade. Isso possivelmente pode ser explicado pela formagédo inicial de Fe(OH). por dissolucdo dos ions Fe, ainda
oferecendo baixa diferenca de potencial em relacdo a dissolucdo proveniente de ions Fe da nova camada barreira formada ap6s
decorrido um certo tempo (Wang et al.,2020).

Figura 1 - Comportamento da densidade de corrente e potencial de ago AISI 316L durante anodizacdo em solu¢do 10 M NaOH.
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Fonte: Autores.

E possivel observar na Figura 1 um pico inicial de densidade de corrente e potencial nos segundos iniciais de anodizagio
atingindo 0,9 V e uma densidade de corrente de 0,55 mA/cm?. Estes valores se mantém constantes até o fim da anodiza¢éo em
ambos tempos analisados e foram obtidos de forma experimental através da otimizagdo dos parametros de anodiza¢do como
concentracdo e temperatura do eletrdlito, potencial, densidade de corrente e pré-tratamentos da amostra. De forma experimental
elevou-se a densidade de corrente e o potencial de anodizacdo, porém observou-se que o sistema passou a priorizar a evolugao
de oxigénio (observacdo visual da formagdo de bolhas e coloragéo esbranquicada do eletrélito) em detrimento da formacéo de
filme anddico. Isto indica que o sistema passou para novo equilibrio de propriedades da regido transpassiva do ferro com
potencial acima de 2 V (Gentil, 2012). Este baixo valor de potencial para obtencao de filme de 6xido também foi empregado por
Asoh et al. (2016) mesmo utilizando um eletrdlito acido de 5 M H.SO4 em aco AISI 304. Da mesma forma o aumento da
densidade de corrente também inibiu o crescimento de filme anodico devido a dissolugdo do aco na regido transpassiva.

O comportamento constante da densidade de corrente pode ser explicado devido a dissolucdo do ferro ser catalisada na
presenca de ions OH™ em solucéo alcalina. Isso é observado também em solugdes &cidas mesmo com a minima concentracéo de
fons OH". O processo de dissolugdo tem forte envolvimento de ions hidroxila, com a formacao inicial de Fe(OH), ou Fe(OH)*
que rapidamente se decompdem em Fe?* na solucéo. Isso sugere que o catalisador cuja concentracdo muda lentamente com o

potencial é o ion hidroxila adsorvido e que o processo real de dissolucao envolve OH- livre (Young, 1961).
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As teorias dos mecanismos de crescimento dos filmes passivos em agos inoxidaveis, como da condugédo mista, incluem
diferentes estagios da formacdo da camada passiva, partindo da superficie exposta do metal até o estado estacionario de
passividade. Os dados obtidos por STM (microscopia de varredura por tunelamento) em solugéo tampéo de borato aumentam as
evidéncias de que a formacé&o de filmes passivos passa por um processo de nucleagdo, seguido pelo crescimento do oxido até a
formacdo de um filme regular continuo (Marcus e Maurice 2000). Esta teoria de crescimento pode relacionar o aumento do

potencial em etapas no inicio do processo com a formacéo das ilhas de éxido ou hidréxido.

Andlise da topografia superficial por MEV-FEG
A Figura 2 apresenta as micrografias obtidas ao MEV-FEG em vista de topo para as amostras A-O, A-5 e A-10 na

magnitude de 70 000 vezes.

Figura 2 - Micrografias obtidas ao MEV-FEG em vista de topo das amostras: (a) amostra A-O; (b) amostra A-5 e (c) amostra
A-10 em 70 000 vezes.

Fonte: Autores.

Observa-se na micrografia da Figura 2a que se refere ao aco AISI 316L original (A-O) apenas polido que ndo ha
presenca de nenhuma estrutura especifica que indica que a superficie do aco é uniforme e homogénea. As micrografias
concordam com os resultados obtidos para o aco AISI 316L sem tratamentos por Saha et al. (2019) e Longhi et al. (2021). A
literatura indica que existe uma formagéo de fina camada de 6xido passivo natural da ordem de 1 a 3 nm de espessura, devido a
este valor muito baixo de espessura é dificil identificar qualquer estrutura com os recursos de equipamento aqui utilizado (Saha
etal., 2019).

Na Figura 2b é possivel observar a formacao de estruturas com arranjo de nanoplacas com angulos bem definidos.
Porém como se esperava nao ocorreu formacao de poros com aberturas circunferenciais de acordo com o resultado obtido por
Burleigh et al. (2009) utilizando eletrolito de 12,5 M de NaOH e substrato de aco de composi¢do com baixo teor de cromo. Estas
diferengas em relacdo ao estudo realizado aqui podem explicar a morfologia diferenciada obtida nas amostras A-5 e A-10.

De acordo com o observado na amostra A-5, aamostra A-10 (Figura 2c) apresentou comportamento similar, destacando-
se uma sutil diferenca no comprimento das nanoplacas resultantes, indicando um comprimento maior com maior tempo de
anodizacdo.

Nas micrografias da Figura 2 (b e c) observa-se que o crescimento das nanoplacas ocorre de forma perpendicular a
superficie dos contornos de graos. Isto leva ao indicio que 0 mecanismo predominante de crescimento da camada de 6xido ocorre

por eletroestriccdo em detrimento ao mecanismo de dissolucdo-precipitacdo. Se o mecanismo de dissolucdo-precipitacdo fosse
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dominante, resultaria em uma camada de dxido homogénea e compacta, caracteristica de filmes tipo barreira (Burleigh, Schmuki,
Virtanen 2009).

Andlise da topografia superficial por microscopia de forca atdmica (AFM)
A Figura 3 apresenta as imagens bidimensionais obtidas por microscopia de forca atbmica (AFM) com &rea de 5 pm?

para as amostras A-O, A-5 e A-10.

Figura 3 - Imagens 2D obtidas por microscopia de forca atbmica com area de 5um2 das amostras: (a) A-O; (b) A-5 e (c) A-10.

e

Fonte: Autores.

Na Figura 3 pode-se observar que a amostra A-O apresenta uma superficie mais homogénea em relacéo as amostras A-
5e A-10. Nas 3 amostras séo percebidos riscos direcionais caracteristicos da preparacao das amostras em politriz, porém observa-
se que a medida que aumenta o tempo de anodizagdo 0s riscos se tornam menos profundos, sendo ocupados por pequenas
particulas de éxido.

A Figura 4 apresenta as imagens tridimensionais obtidas por microscopia de forca atdbmica (AFM) com area de 5 pm?2
para as amostras A-O, A-5 e A-10. E possivel observar uma diferenca interessante quanto a superficie de ago original, mais
uniforme e regular em relaco as amostras anodizadas A-5 e A-10. Estes resultados se complementam aos observados pelas
micrografias ao MEV-FEG (Figura 2) sendo que nas amostras anodizadas formaram-se pequenas estruturas nodulares de uma
camada de 6xido condizente com as nanoplacas vistas nas micrografias.

A Figura 4 também reforca a evidéncia do mecanismo proposto de crescimento do filme de éxido. Uma vez que houve
um preenchimento dos riscos de forma homogénea e perpendicular a superficie, observa-se que quanto maior o tempo de
anodizagdo, maior o volume dos nddulos formados, o que vem de encontro com a proposta da formacéo de ilhas de 6xidos com

crescimento por precipitagdo e eletroestriccdo (Marcus, Maurice 2000; Wang et al. 2020).
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Figura 4 - Imagens 3D obtidas por microscopia de forga atbmica com area de 5um2 das amostras: (a) A-O; (b) A-5 e (c) A-10.

Fonte: Autores.

De forma complementar foi realizada andlise do tamanho médio de particulas nas amostras A-5 e A-10, utilizando
software especifico, onde se nota a predominancia de particulas maiores de forma homogénea que corrobora com as imagens

obtidas em 3D. A Figura 5 apresenta a andlise de tamanho médio de particulas das amostras A-5 e A-10.

Figura 5 - Andlise de tamanho médio de particulas das amostras (a) A-5 e (b) A-10.

(@

0 1 2 3 + Spm

Fonte: Autores.

Observa-se na Figura 5 que mesmo no interior dos riscos a formagao dos nédulos é proporcional aos formados na

superficie mais plana. A Tabela 3 apresenta os resultados de tamanho médio de particulas na area analisada de 5 pum2.
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Tabela 3 - Resultados medigGes de tamanho médio de particulas.

Amostras Area média das particulas (um?) Desvio quadratico médio
A-5 8,4x 108 +0,3x10°%
A-10 13,9x 10 +2,0x103

Fonte: Autores.

Na Tabela 3 observa-se que apesar de estarem na mesma ordem de grandeza os valores da area média das particulas
ficou maior para a amostra A-10 do que para a amostra A-5 o que era esperado devido ao aumento do tempo de anodizagéo.

A Tabela 4 apresenta os parametros de rugosidade média (Ra) e desvio quadratico médio obtidos no ensaio de AFM.

Tabela 4 - Resultados de rugosidade média das amostras analisadas.

Amostras Valor de Ra (nm) Desvio quadratico médio
A-0 6,7 +3,2
A-5 6,0 +11
A-10 51 +12

Fonte: Autores.

Na Tabela 4 observa-se que nenhuma das amostras apresentou um valor de rugosidade (Ra) com diferenca significativa,
conforme observado, todas as amostras apenas apresentaram microrugosidade baixa. Conforme Costa et. al. (2014), a
estabilidade priméria do implante com morfologia microrugosa foi confirmada com taxas de sucesso relativamente mais altas,
devido ao aumento da camada de éxido disponivel, que é um dos fatores mais relevantes no processo de adesdo celular,
auxiliando assim o crescimento dsseo diretamente na superficie.

Segundo muitos autores, 0 comportamento frente a processos corrosivos, pode ser relacionado com a rugosidade da
superficie. De modo geral, quanto maior o parametro de rugosidade da superficie de um sistema, isto é, mais rugoso, menor é a
sua resisténcia a corrosdo, visto que, a rugosidade superficial aumenta a area de contato do revestimento as solugdes responsaveis
pelos ataques quimicos, no caso de biomateriais, o fluido corpéreo, acelerando assim o processo de corrosdo que venha a
acontecer e deteriorando inicialmente a superficie do substrato (Brooks et al., 2017; Parra et al. 2006).

Todavia, para biomateriais, uma superficie lisa, sem rugosidade, ndo permite uma boa biocompatibilidade, pois a
integracdo de implantes ao tecido 6sseo in vivo esta relacionada com um aumento da rugosidade da superficie do implante, uma
vez que, os osteoblastos humanos se aderem melhor a superficies rugosas em detrimento as lisas. A adesdo normalmente aumenta
em superficies com rugosidade média (Ra) em até 1um (Anderson et al., 2016; Pfeiffer et al. 2003).

Algumas células possuem preferéncia por topografias asperas e outras suaves, como é o caso dos osteoblastos ou
analogas que preferem superficies mais rugosas da ordem de 2 pum, enquanto fibroblastos, tipo de célula mais comumente
encontrada no tecido conjuntivo, possuem melhor aderéncia a superficies mais suaves da ordem de 0,04 um (Kunzler et al.,
2007).

Busca-se um biomaterial que apresente um equilibrio entre propriedades de resisténcia a corroséo e biocompatibilidade,
a amostra A-5 mais uma vez apresentou-se promissora na boa relacdo de superficie com microrugosidade mais visivel que a

amostra de aco original (A-O).

Angulo de Contato

O ensaio de molhabilidade foi realizado em todas amostras, com uso de eletrélito SBF (pH = 7,4). A Tabela 5 apresenta
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os valores médios de angulo de contato, em ordem crescente, obtidos pelo método da gota séssil.

Tabela 5 - Angulo de contato obtido pela gota séssil.

Amostra Média (°) Desvio Padréo (°)
A-0 50,10 3,20
A-5 67,85 1,64
A-10 28,20 2,17

Fonte: Autores.

Pela anélise dos resultados da Tabela 6 permite afirmar que todas as amostras avaliadas possuem uma superficie com
caréater hidrofilico, com valores de angulo de contato inferiores a 90° (superficie com molhamento parcial). A hidrofobicidade
da superficie esta diretamente ligada a energia superficial do sélido. Ela pode ser avaliada pelo &ngulo de contato formado por
uma gota de liquido com a superficie. Uma adesdo maior de liquidos resulta em um &ngulo menor de contato, indicando assim
um carater hidrofilico na superficie. Desta forma, quanto maior for a energia livre superficial, maior serd a molhabilidade e
consequentemente maior a adesdo de liquidos (Francisco, 2013). Todavia, proporcional ao angulo de contato do liquido com a
superficie do revestimento, o grau de hidrofobicidade de uma superficie esta diretamente relacionado com sua capacidade de
prote¢do anticorrosiva (Evans, Leiva-Garcia, Akid 2018; Gama, 2014). A Figura 6 ilustra imagem do angulo entre as amostras
para fins de analise comparativa.

Figura 6 - Angulo de contato obtido pela gota séssil.
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Fonte: Autores.

Em biomateriais se deseja que o angulo de contato ndo seja superior a 70° priorizando certa rugosidade atrelada a
molhabilidade nas interagdes do material com o tecido 6sseo (Vogler, 1998). Todas as amostras apresentaram valor adequado
como pode ser observado na Figura 6. Nota-se que a amostra de aco original (A-O) apresenta valor mais baixo de angulo de
contato que a amostra anodizada por 5 minutos (A-5) possivelmente pelo fato de ter sido lixada em lixa grdo 4000. O aco AlSI
316L é usado como biomaterial em implantes por décadas de modo satisfatério, sendo este valor de angulo de contato adequado
para sua finalidade (Maximo et al., 2016; Strnad et al., 2016).

A amostra A-5 também apresentou um valor satisfatdrio para uso como biomaterial. A camada de filme passivo formada

indica a ocorréncia de ativagdo de energia livre e de certa porosidade. Todavia, 0 angulo de contato obtido também traz certo
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beneficio quanto a resisténcia a corrosdo por ndo ser tao hidrofilica em comparacdo a amostra A-10 (Anderson et al. 2016; Ansell
etal., 1978).

Em estudo de Anderson et al., (2016) o aumento da rugosidade se mostrou como aspecto favoravel para uma maior
ativagdo dos macrdfagos do tecido 6sseo, também chamados de osteoclastos, responsaveis pela preparagdo da superficie para
gue os osteablastos iniciem a neoformacao 6ssea. Os osteoblastos, por sua vez, sdo responsaveis por sintetizar a parte organica
da matriz dssea, concentrando fosfato de calcio e participando da mineralizacdo. A amostra A-10 que apresenta boa qualidade
hidrofilica concorda com o fato de possuir uma camada mais espessa de 6xido, por consequéncia maior porosidade. Deve-se
considerar também que a anodizac&o foi realizada em eletrolito de 10 M NaOH implicando em uma ativacédo da superficie com
ions hidroxila livre que favorecem a hidratagdo e a atracéo de cations de calcio, magnésio e potassio presentes no SBF e principais
percursores da formacdo da apatita (substancia presente no tecido 6sseo). A formagdo desta substancia em coberturas de
implantes obteve bons resultados de ativacdo de células anti-inflamatérias (Bian et al., 2019; Lin et al., 2002).

Por outro lado, angulos de contato com valores acima de 70°, caracterizados hidrofébicos se tratando de biomateriais,
indicam dificuldade & permeacdo do eletrdlito, bem como, a lixiviagdo de ions para o ambiente corpéreo, aumentando seu
desempenho anticorrosivo (Y. Huang et al., 2018). Estas caracteristicas também s&o desejaveis para o biomaterial, especialmente
guando se trata de uma regido de caréater inflamado, onde o fluido corpéreo apresenta pH mais baixo. Um angulo de contato
muito baixo pode indicar um desempenho anticorrosivo baixo e problemas de reacGes alérgicas, inflamacGes e rejeicdo do
biomaterial (Peng et al., 2019; Yuan et al., 2019).

De forma geral, para biomateriais, superficies hidrofilicas sdo mais desejadas, tendo em vista suas melhores interacées

com os fluidos corporeos, células e tecidos durante o processo pds cirdrgico (Anderson et al. 2016; Coelho, Jimbo 2014).

Formacéo de hidroxiapatita

A Figura 7 apresenta as micrografias ao MEV apds ensaio de formagdo de hidroxiapatita sobre a amostra A-5 (a) e
amostra A-O (b). Optou-se em trabalhar somente com a amostra A-5 a partir desta fase do estudo, pois esta apresentou resultados
mais satisfatorios de molhabilidade e morfologia em relagdo a amostra A-10 que indicam uma melhor biofuncionalidade. Desta

forma obteve-se uma comparagdo com o a¢o original que é utilizado normalmente como biomaterial.

Figura 7 - Micrografia ao MEV das amostras (a) A-5 e (b) A-O com magnificacdo de 1000x apds ensaio de formacdo de

hidroxiapatita.
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Fonte: Autores.
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Na Figura 7 é possivel observar que a amostra A-5 apresentou um resultado de formagdo mais homogénea e regular de
recobrimento por hidroxiapatita. Este fato pode ser atribuido ao mecanismo de crescimento da camada anddica que resulta em
uma superficie com radicais OH livres em abundancia (Marcus, Maurice 2000).

Esta caracteristica cria uma grande afinidade com os cations presentes na solugdo de SBF como Ca?*, Na*, K* e Mg?*,
iniciando uma nucleacdo mais intensa devido ao aumento da concentracdo de cations para a superficie, atraindo os anions da
solucdo de SBF, principalmente o anion fosfato e desta forma aumentando a camada de hidroxiapatita (Huynh, Ngo, Golden
2019).

Na Figura 8 estdo apresentadas as micrografias ao MEV e EDS das amostras A-5 e A-O com magnificacdo de 2500x.

Figura 8 - Micrografia ao MEV e EDS das amostras (a) A-5 e (b) A-O com magnificacdo de 2500x ap0s ensaio de formagao de

hidroxiapatita.
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Fonte: Autores.

Com estes resultados na Figura 8 se torna claro como houve baixa cobertura de camada de hidroxiapatita na amostra de
aco original (A-O). Na Figura 8b é possivel visualizar areas nitidas de substrato de aco AISI 316L aparentes. Os conglomerados
brancos indicados pelas setas se referem a hidroxiapatita conforme indicam os resultados de EDS. Na amostra A-O nota-se uma
dificuldade de disperséo, indicada pela nucleacdo concentrada observada. No EDS verifica-se que a intensidade de elementos do
substrato como ferro, cromo e niquel é superior na amostra A-O em relagdo a amostra anodizada (A-5).

A presenca de um intercomposto na camada anodizada com presenga de sodio e cromo também pode atuar como
catalisador da formagdo de hidroxiapatita. Uma conexdo entre material metalico (substrato aco AISI 316L) e um material
ceramico (hidroxiapatita presente no tecido 6sseo) pode ser a chave para uma biocompatibilidade de sucesso (Lin et al., 2002).
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O fator de topografia da superficie, discutido no item anterior deste estudo também pode ser relacionado ao melhor
resultado obtido na formacdo de hidroxiapatita na amostra anodizada. Em estudo de eletrodeposicdo de HA sobre camada de
nanotubos anodizados de titanio para implantes odontolégicos, foi observado que ocorreu uma interligagcdo mecanica maior entre
a camada de HA na superficie com nanotubos mais profundos (Parcharoen, Kajitvichyanukul, Sirivisoot, & Termsuksawad,
2014).

Os trés fatores relacionados: superficie ativada com hidroxilas livres, intercomposto de éxido de cromo sddio e
topografia podem estar operando simultaneamente para a explicar o resultado promissor observado na formacéo de HA sobre a

superficie da amostra A-5.

Incorporacgdo de nanocargas de prata na superficie anodizada
A Figura 9 apresenta 0 mapeamento por EDS da amostra A-5 ap6s incorporacéo da prata. A amostra A-5 foi selecionada
devido aos resultados promissores apresentados nas caracterizagdes da superficie para uso como biomaterial, destacando a

molhabilidade e a resisténcia a corrosao.

Figura 9 - Micrografia a0 MEV e mapeamento por EDS da amostra A-5 ap0s incorporacdo da prata na superficie.
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Fonte: Autores.

Na Figura 9 se observa que ocorreu uma dispersdo muito favoravel das espécies de prata, de aspecto homogéneo e
regular sem areas carentes de prata visiveis. De forma anéloga ao efeito observado na formacdo de hidroxiapatita sobre a
superficie, a presenca de radicais hidroxila livres (Marcus, Maurice, 2000) é provavel responsavel pela ligacdo dos ions de prata
a superficie. A grande dificuldade para dopagem de superficies com prata esta relacionada ao tamanho de particulas para um
efeito bactericida satisfatdrio. Quanto menor a particulas de prata, maior o efeito bactericida (Kim et al. 2007; Sivaraj,
Vijayalakshmi, 2019).

As particulas de prata tendem a criar aglomerados que ndo possuem um efeito agudo na capacidade de penetracdo de
radicais de prata nas membranas das bactérias, afetando diretamente seu DNA. Este é um dos mecanismos propostos da acéo
bactericida da prata, que ainda ndo é totalmente conhecido (Ferreira et al., 2019; Kim et al., 2007). De fato, observa-se na Figura
9 alguns aglomerados que proporcionam baixa ativacao de radicais de prata livre.

Para aplicagGes em biomateriais, deseja-se uma quantidade ideal de particulas de prata com acdo bactericida, mas que
ao mesmo tempo ndo comprometa a viabilidade celular dos osteoblastos e todos os processos envolvidos na recuperacdo do
tecido 6sseo afetado (X. Huang et al., 2019; Pfeiffer et al., 2003; Sheikh et al., 2015).
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Avaliacéo de citotoxicidade

A Figura 10 apresenta a avaliagdo de citotoxicidade através dos ensaios in vitro de captacdo do Vermelho Neutro (VN)
pelos lisossomos e a avaliagdo da atividade mitocondrial pelo ensaio de reducdo do corante MTT.

O significado dos efeitos citotdxicos para situagdes in vivo esta relacionado principalmente a quatro areas: 1) irritacao
e inflamac&o; 2) proliferacdo celular e hiperplasia; 3) estresse oxidativo; e 4) diminui¢do da funcdo de um drgéo. Todas essas

injurias citotoxicas podem levar a uma condigéo patoldgica se mantidas cronicamente (Andreoli et al., 2003).

Figura 10 - Citotoxicidade avaliada para as amostras a¢o original (A-0O), aco anodizado (A-5) e a¢o anodizado com incorporagdo
de prata (A-5 + Ag).
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Fonte: Autores.

Tanto o ensaio de reducdo do MTT quanto o da recaptacdo do VN avaliam o funcionamento de organelas celulares que
é interpretado, na maioria dos estudos, como viabilidade celular. Na Figura 10 observa-se que no ensaio VN ocorre nitida acao
danosa da amostra com prata sobre a viabilidade celular a medida que a concentragdo do meio aumenta. A amostra de aco original

(A-0O) e anodizado (A-5) apresentam resultados proximos com a mesma tendéncia. Nas trés amostras ocorre degradacao da
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funcéo celular com aumento da concentracdo do meio de estudo, possivelmente ocorre relagdo proporcional com a quantidade
de ions metalicos presentes no meio. Todavia, na amostra com prata (A-5 + Ag) este dano é mais acentuado e ja presente em
baixa concentragdo, enquanto as outras apresentam degradagdo celular a partir de 75% de concentragdo do meio. O lisossomo é
a organela terminal da via endocitica, por isso o ensaio de recaptacdo do VN reflete o estado final da célula ap6s exposi¢do a um
agente estressante (Figueird, 2016; Svendsen et al. 2004).

No ensaio de avaliacdo da atividade mitocondrial (MTT) observa-se na Figura 10 que a amostra contendo prata
acompanha a mesma tendéncia de diminuicédo da viabilidade celular com aumento da concentracdo. ndo ha variacao significativa
entre as trés amostras. Deve-se observar que o cristal formado pelo reagente utilizado para este ensaio possui algumas
caracteristicas relevantes. Em células mortas, a mitocondria pode manter intacta a atividade da enzima succinato desidrogenase,
responsavel pela formacéo do cristal, que pode ser erroneamente interpretada como sobrevivéncia. Citoplasma, compartimento
endolisossomal e a membrana plasmética podem estar associados a reducdo do MTT. Estudos indicam que alguns compostos
podem aumentar ou diminuir a atividade da succinato desidrogenase sem afetar a sobrevivéncia ou proliferacéo celular ou ainda
interagir por si com o sal do MTT. Esse Gltimo pode ser particularmente importante se o complexo a ser estudado possuir
substancias com potencial redutivo intrinseco. Além disso pode ocorrer aumento no nimero de organelas sem que ocorra
proliferacéo celular. Por causa dos resultados multifacetados, ndo é recomendado usar apenas o ensaio do MTT para monitorar
a viabilidade celular, e é importante interpretar seu resultado como uma informagéo sobre o status mitocondrial (Andreoli et al.
2003; Figueird, 2016; Figueird et al. 2016).

Na Figura 10 os resultados ilustrados para atividade mitocondrial possivelmente houve a ocorréncia de um fenémeno
muito comum quando se trata de citotoxidade de metais. Como o ensaio MTT é relativamente rdpido, pode estar apresentando
um cendrio inicial de dano da atividade mitocondrial, onde a acdo dos metais de carater redutor estdo causando um efeito de
geracdo de radicais de oxigénio , que momentaneamente favorecem a atividade metab6lica da mitocdndria, porém com o passar
do tempo e da degradacéo de outras organelas, a mitocondria também segue para o estado de deplecéo vital (Jafari, Simchi,
Khakpash 2010; Krawczynska et al. 2015; Song et al. 2010).

Observando os resultados das duas andlises em conjunto, verifica-se que a adicdo da prata foi responsével pela
diminuicdo da viabilidade celular, pois fica evidente sua a¢do pela resposta da atividade lisossdmica. Em estudo com camada de
hidroxiapatita funcionalizada com nanotubos de carbono e diversas concentragdes de prata sobre aco AlISI 316L, observou-se
que ocorreu uma diminuicdo da viabilidade celular de osteoblastos humanos & medida que se aumentou a concentragao de prata
na camada. Os autores destacam a agdo citotdxica da prata, porém ainda em niveis aceitaveis, indicando 75% de viabilidade
celular em ensaio de MTT (Sivaraj,Vijayalakshmi 2019).

Foi reportado por Krawcsynska et. al. (2015) efeito toxicolégico em células do sistema neurol6gico em estudo com
ratos que tiveram administracdo intravenosa de nanoparticulas de prata. O estudo prop8e que o acimulo de nanoparticulas de
prata da origem a geracdo de espécies de oxigénio reativo, que sdo responsaveis por danos oxidativos e degradacdo da membrana
celular.

A adicdo de prata em biomateriais deve seguir a premissa de ndo gerar danos as células e simultaneamente combater
0s agentes patégenos como as bactérias, fungos e virus. Esta relagdo é ténue e sensivel (Y. Huang et al., 2018).

Destaca-se também que a amostra A-5 mais uma vez ndo teve perda de desempenho em relagéo ao ago original usado
como biomaterial, ndo se destacou aumento de citotoxicidade e foram obtidos valores ligeiramente mais favoraveis nas

concentracdes de 75% de meio em ambos ensaios.

Avaliacao de acdo bactericida e antifingica

A Figura 11 apresenta os resultados da a¢do bactericida das amostras de a¢o original (A-O), aco anodizado (A-5) e a¢o
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anodizado com incorporacao de prata (A-5 + Ag) diante de E. coli, S. aureus e P. aeruginosa e a¢do antiflingica sobre C. albicans.
Estes patégenos foram selecionados por sua presenga recorrente em ambientes de blocos cirdrgicos (Nakamura et al., 2019).

Desta forma a convivéncia com os dispositivos de aco utilizados em cirurgias ortopédicas que sdo o ponto focal deste estudo.

Figura 11 - Avaliacdo do crescimento de biofilme para as amostras aco original (A-O), aco anodizado (A-5) e aco anodizado

com incorporacado de prata (A-5 + Ag) em percentual do controle negativo.
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Fonte: Autores.

Os resultados da Figura 11 séo apresentados em funcgéo de percentual do controle. N&o se observa alteracdo na amostra
com prata em relacdo as amostras de aco original e ago anodizado como era esperado. Para as espécies bacterianas ndo se encontra
um resultado de acéo bactericida em nenhuma das amostras, indicando que para estas espécies o substrato se apresentou muito
favoravel para crescimento bacteriano.

Apenas para a C. albicans foi observada uma inibicdo de crescimento de biofilme em relacdo ao controle negativo.
Todavia a anodizacao e incorporacao de prata sugere ter favorecido o crescimento de biofilme para esta espécie, pois fica evidente
que a propria superficie de ago original ja proporciona uma dificuldade para o desenvolvimento do biofilme de C. albicans.
Pesquisas revelam que tanto AgNPs quanto fons de prata tem capacidade de causar perda intracelular de potassio na espécie C.
albicans, levando a uma dissipacdo do potencial da membrana citoplasmatica e sua desestabilizagdo (Artunduaga Bonilla et al.
2015; Vazquez-Muhoz et al., 2014).

Alguns fatores podem ter contribuido para estes resultados: topografia favoravel das superficies, presenca de nitrogénio
e oxigénio na superficie, proporcionando nutrientes ao biofilme e concentra¢éo subinibitéria de prata.

Estudos vem demonstrando que doses sub letais de AgNPs ou AgNO3 estéo inferindo em uma maior viabilidade celular
de certas bactérias como E. coli. Os autores sugerem que o efeito hormético pode ter sido desencadeado pela presenga em baixa
dose destes conhecidos antimicrobianos. Desta forma, a presenca de baixas doses de agentes toxicos para as células bacterianas
podem ativar mecanismos de reparo celular contra os efeitos nocivos. Observou-se como resposta destes estudos a maior
formacdo de biofilme pelas bactérias, indicando um mecanismo de resisténcia. Os biofilmes podem proteger as bactérias de
algumas condicfes ambientais adversas, como antibiéticos e o sistema imune humano. O biofilme também aumenta a resisténcia
a acdo de sanitizantes fisico-quimicos (Hoffman et al., 2005; Xiu et al., 2012).

Em estudo de Jang et. al. (2018) verificou-se o efeito de nanotextura sobre o aco AISI 316L na adesdo microbiana. Os

autores constataram uma diminuigdo da adesdo na superficie com nanoporos ja reportada em estudos anteriores que estimaram
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a interacdo das forgas superficie-bactéria usando o calculo estendido DVLO que demonstrou que a reducéo de adesao bacteriana
da superficie nanoporosa se origina da repulsao sinérgica devido a eletrostatica, forcas repulsivas de carater acido-base e energia
livre efetiva da superficie. Com base nos calculos, os autores reportam que o diametro de poro eficaz para inibir a adeséo
bacteriana é de 15 a 25 nm. A rugosidade média (Ra) também é um parametro importante que afeta 0 comportamento da adesdo
bacteriana. Superficies com rugosidade média entre 1,68 e 5,18 nm apresentam resultados favoraveis de diminuicdo da adesao
bacteriana. Destaca-se também que nanoprotrusdes da superficie exibem um carater bactericida atribuido a tensdo mecanica
exercida sobre a membrana da bactéria aderida, resultando em alongamento, ruptura e morte da membrana (Anderson et al.,
2016; Jang et al., 2018). Foi observado nos resultados uma melhora discreta da resposta bactericida nas amostras anodizadas (A-
5) em relagdo ao aco original (A-O) nas espécies E. coli e P. aeruginosa conforme ilustra a Figura 12 onde séo apresentados 0s
resultados de crescimento de biofilme em relagdo ao resultado do aco original (A-O). Esta acdo pode ser relacionada a
nanotopografia obtida no processo de anodizagdo conforme discutido na Figura 4. A Tabela 4 que apresenta os valores de
rugosidade média aponta para valores préximos de 5,0 nm de acordo com os resultados encontrados por Jang et. al. Todavia a
acdo inibitdria ainda foi muito insatisfatoria.

Figura 12 - Avaliagdo do crescimento de biofilme para as amostras a¢o anodizado (A-5) e aco anodizado com incorporacdo de
prata (A-5 + Ag) em percentual relativo ao a¢o original (A-O).
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Fonte: Autores.

Outro ponto que se relaciona a baixa concentragdo de prata estd na insuficiéncia de geracdo de oxigénio reativo que
seria um dos mecanismos propostos para degradagao do nucleo da célula bacteriana (Kim et al., 2007). A Figura 12 indica grande
presenca de prata na superficie de forma homogénea porém esta pode estar ligada aos hidroxidos da superficie anodizada e ndo
sob forma de particula elementar de Ag® ou fons livres Ag* que sdo muito mais reativos e responsaveis pela geragdo de danos
celulares (Krawczynska et al. 2015; Sivaraj, Vijayalakshmi 2019). Da mesma forma, a ligacdo de prata na superficie com energia
livre devido a presenca de radicais hidroxila também pode ser a responsavel pela presenca consideravel de nitrogénio na
superficie, observado pelo EDS da amostra A-5+Ag. Uma vez que uma grande quantidade de cations € atraida para a superficie,
anions nitrato provenientes do nitrato de prata utilizado na incorporagdo de prata se ligaram aos radicais livres. Uma superficie
porosa e com presenca de nitrogénio e oxigénio cria um ambiente favoravel para o crescimento de biofilme (Kora, Arunachalam
2011; Mahapatro, 2015)

A superficie ativa apresenta fatores positivos como a melhora da biofuncionalidade, evidenciada nos ensaios de
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molhabilidade, formacéo de hidroxiapatita e de citotoxicidade. Porém também favorece o crescimento de espécies indesejadas
em um procedimento cirdrgico, por exemplo. O desafio do desenvolvimento de materiais se tange na performance idealizada

entre excelente biofuncionalidade e uma acéo eficaz contra patégenos indesejados.

4. Concluséao

Com base nos resultados discutidos, que é possivel obter uma camada nanorugosa em aco AlSI 316L pelo processo de
anodizacdo em eletrdlito de 10M NaOH. Esta camada adquire caracteristicas distintas com a variagdo do tempo de anodizacao,
guanto a morfologia, rugosidade e hidrofobicidade.

Os resultados de formagdo de hidroxiapatita na amostra A-5 mostraram que a superficie anodizada obtida possui grande
afinidade com elementos calcio e fésforo, proporcionando uma nucleagdo volumosa de hidroxiapatita com formagéo homogénea
e densa.

A metodologia utilizada para incorporacdo de prata na superficie ndo apresentou os resultados esperados, necessitando
de mais estudos para aperfeigoar esta técnica e obter uma acdo eficaz no que diz respeito as propriedades biocidas da superficie
anodizada. Nos ensaios de a¢do bactericida ocorreu apenas uma leve agdo na amostra A-5 em relacéo ao ago original em algumas
espécies. As amostras com prata apresentaram aumento do crescimento de biofilme indicando que a superficie apresentava
condicGes favoraveis como presenca de nitrogénio e oxigénio e uma topografia salutar para o desenvolvimento das especies.

O desempenho mais satisfatorio atingido nas caracterizagdes foi apresentado pela amostra A-5 em relacdo as
propriedades de molhabilidade, rugosidade, apresentando bons resultados para formagdo de hidroxiapatita, que é uma
biofuncionalidade importante. Desta forma, esta camada obtida se mostra como uma alternativa promissora para futuras
aplicacBes em &reas biomédicas, principalmente em implantes ortopédicos quando comparada ao aco original AISI 316L
utilizado atualmente para estas funcionalidades.

Como trabalhos futuros pretende-se avaliar a possibilidade de inserir a prata na superficie durante o processo de
anodizacdo, analisar outros métodos de incorporacdo com nanoparticulas de prata na superficie que apresentem uma resposta
mais satisfatoria quanto a acdo bactericida e avaliar a funcionalidade da superficie para outras aplicacbes como metais
hospitalares e dispositivos de instrumentacao cirirgica que carecem de propriedades bactericidas e antifungicas.
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