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RESUMO

O titanio e suas ligas sdo amplamente utilizados na producdo de implantes odontolégicos
devido a sua estabilidade quimica, bioldgica e mecénica. Atualmente, a superficie de titanio
predominante utilizada na implantodontia é a SLA (Sandblasted, large grit, acid-etched
implant surface), obtida pelos métodos de jateamento e tratamento acido. Entretanto, esta
superficie apresenta desvantagens tanto em seu processo de produgdo quanto na possibilidade
da formacdo de capsula fibrosa ao redor dos dispositivos, 0 que pode ocasionar na perda do
implante. A literatura atual revela que uma camada nanotubular (NT) de TiO aplicada sobre
o titdnio metélico é uma alternativa promissora. 1sso se deve a sua capacidade de proporcionar
uma maior area de contato entre 0 0sso e o implante, ocasionando a aceleracdo do processo de
osseointegracdo e reduzindo o tempo de recuperagdo do paciente. Com isso, funcionalizacGes
da camada NT com compostos de fosfato de célcio (CaP) sdo comuns, devido a sua
similaridade & composicdo mineral 6ssea. Contudo, ainda sdo raros na literatura estudos
comparativos entre a superficie NT funcionalizada e a superficie SLA. Além do CaP, o uso do
ranelato de estréncio (RSr), um farmaco empregado no tratamento da osteoporose e
conhecido por atuar principalmente na diminuicdo da absorcdo 6ssea, mostra-se interessante
para a funcionalizacdo. Este trabalho consiste em produzir e caracterizar superficies SLA e
NT com compostos CaP e RSr. No primeiro capitulo de resultados desse trabalho, abordou-se
a investigacdo das propriedades morfoldgicas e quimicas destas superficies, tanto antes como
apos a deposicdo de CaP pelo método de conversdo quimica. No segundo capitulo, foi
realizado um estudo comparativo entre a superficie NT como produzida e, ap6s modificacGes
com CaP, RSr e uma combinacéo desses compostos (CaP+RSr). Em ambos os estudos foram
avaliados a efetividade das deposicdes e seus efeitos biologicos in vitro. Até o momento, a
literatura ndo relata nenhuma comparacdo entre superficies NT depositadas com CaP, RSr e
CaP+RSr. Os resultados apontaram que as deposi¢des foram bem-sucedidas e que as
superficies funcionalizadas sdo promissoras candidatas para aplicagfes odontologicas,

mostrando alta viabilidade celular, diferenciacdo e mineralizacao.

Palavras-chave: Titanio; TiO.; anodizacdo; fosfato de calcio; ranelato de estroncio,

osseointegracédo; nanotubos.



ABSTRACT

Titanium and its alloys are widely used in the manufacture of dental implants due to their
chemical, biological, and mechanical stability. Currently, the predominant titanium surface in
implant dentistry is SLA, which is obtained by sandblasting and acid treatment. However, this
surface has disadvantages both in the production process and in the possibility of fibrous
capsule formation around the devices, which can lead to the loss of the implant. Recent
literature reports that a nanotubular layer of TiO2 (NT) formed on metallic titanium is a good
alternative because it provides a larger bone-implant contact surface and accelerates the
osseointegration process, resulting in a shorter patient recovery time. Thus, functionalization
of the NT layer with calcium phosphate (CaP) compounds is common due to its similarity to
bone mineral composition, but comparative studies between functionalized NT and the SLA
surface are still rare in the literature. In addition to CaP, the use of strontium ranelate (SrR), a
drug used in the treatment of osteoporosis that acts mainly by reducing bone resorption, as a
functionalization is interesting. This work dealt with the fabrication, characterization, and
functionalization of SLA and NT surfaces with CaP compounds and strontium ranelate, and
the results were presented in two chapters. The first chapter deals with the study of the
morphological and chemical properties of these surfaces before and after the deposition of
CaP by the chemical conversion method. The second chapter includes a comparative study
between the NT surface as produced and depositions with CaP, SrR, and a combination of
these substances (CaP+SrR). Both studies evaluated the efficacy of the coatings and their
biological effects in vitro. Furthermore, a comparison between deposited NT surfaces with
CaP, SrR, and CaP + SrR has not been reported in the literature. The results indicated that the
deposition was successful and that the functionalized surfaces are promising candidates for

dental use, showing high cell viability, differentiation, and mineralization.

Keywords: Titanium; TiO2; anodizing; calcium phosphate; strontium ranelate,

osseointegration; nanotubes.
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1. INTRODUCAO

Biomateriais sdo materiais empregados na substituicdo ou no reparo de tecidos vivos ou
danificados. Os primeiros registros do seu uso, particularmente na odontologia, remontam ha
cerca de 2000 anos atras, quando o ouro era utilizado para a substituicdo de dentes
(LANGER, 2004). Além dos metais, outros materiais ganharam destaque ao longo do tempo,
incluindo polimeros e cerdmicas. No grupo dos materiais metélicos, destacam-se as ligas Co-
Cr-Mo e Co-Ni-Cr-Mo, os acos inoxidaveis com énfase no 316L, o titdnio puro e a liga Ti-
6Al-4V. Para prevenir falhas em implantes, é fundamental que seus componentes exibam
propriedades como resisténcia a corrosao, resisténcia a fadiga, resisténcia ao desgaste e
tenacidade a fratura. Implantes odontoldgicos, em particular, sdo submetidos a cargas ciclicas
de elevada intensidade devido aos movimentos da mastigacdo. Além disso, fluidos bioldgicos
presentes ao redor desses dispositivos geralmente contém ions potencialmente corrosivos,
como por exemplo, Ca?*, Mg?*, CI', SO+* entre outros; 0 que pode agravar o processo de
corrosdo. Esse contexto pode resultar na deterioragdo do implante e, como consequéncia, na
liberacdo de particulas toxicas tanto para o tecido adjacente como para outros tecidos e
Orgdos. Essas particulas, devido ao seu tamanho reduzido, podem ser transportadas pela
corrente sanguinea. Portanto, é fundamental que os biomateriais exibam, acima de tudo, uma
notavel resisténcia a corrosdo (OREFICE, R; PEREIRA, M.; & MANSUR, H.; 2012).

O titénio (Ti) foi consolidado como um biomaterial ao final da década 1960, quando
Branemark, et al. (1969) observaram a excelente interacdo desse metal com o tecido das tibias
de coelho, sem que houvesse rejeicdo. A partir dessa descoberta, surgiram estudos adicionais
que posteriormente esclareceram o fenébmeno conhecido como osseointegracdo. Devido ao
fato de atender aos requisitos necessarios para um biomaterial, o titanio € amplamente
empregado em implantes permanentes, com o titdnio comercialmente puro (Ti c.p.)
predominando na area odontoldgica e as ligas Ti-6Al-4V sendo mais comuns em aplicacfes
ortopédicas (ELIAS et al., 2008; WILLIAMS, 2008). E sabido que quando se utiliza
biomateriais inertes, como o Ti, ndo ocorre uma formacédo efetiva de ligacGes interfaciais
entre 0 0sso e 0 implante. Essa situacdo pode levar a movimentacdo do implante e a formacéo
de uma cépsula fibrosa que ndo adere ao dispositivo, resultando na deterioracdo do dispositivo
ou do tecido circundante. No entanto, o tecido fibroso formado pode ser suficientemente fino
para possibilitar o sucesso clinico do implante se o processo de implantacdo for realizado com

um bom ajuste mecénico, promovendo, assim, uma fixagdo morfoldgica. 1sso ocorre quando o
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crescimento do tecido ocorre nas irregularidades superficiais por meio da cementacdo do
componente ou do ajuste por aplicacdo de pressio (OREFICE, R; PEREIRA, M.; &
MANSUR, H.; 2012).

Atualmente, a superficie micro-rugosa SLA® (sandblasting, large grit, acid etching),
patenteada pela empresa Straumann, € a mais comumente utilizada em pinos odontolégicos,
sendo considerada o padrdo comercial para implantes odontoldgicos. E também uma das
superficies mais documentadas da odontologia e apresenta boa resposta osteocondutiva. No
entanto, o risco de falhas ainda persiste, uma vez que esse biomaterial proporciona uma
fixacdo do tipo morfoldgica e pode estar sujeito a formacdo de uma capsula fibrosa espessa.
Dessa maneira, a busca por uma superficie que supere o desempenho oferecido pela superficie
SLA ainda é um objetivo relevante. Considerando que a resposta de um biomaterial ao
ambiente biologico estd intimamente relacionada as suas propriedades de superficie, é
fundamental empreender esforcos na busca por modificacdes estratégicas. Essas modificacdes
podem incluir alteracdes morfoldgicas, quimicas ou mesmo uma combinacdo de ambas, com
0 proposito de alcancar uma superficie biologicamente ativa, capaz de aprimorar a interacéo

entre o implante e os tecidos circundantes.

Neste estudo, foi investigada uma alternativa a superficie SLA por meio de modificacdes
morfoldgicas e quimicas da superficie do Ti c.p. com o objetivo de aprimorar o processo de
osseointegracdo. A modificacdo morfologica envolveu o processo eletrogquimico de
anodizacdo. A partir de uma diferenca de potencial aplicada entre o Ti (anodo) e um eletrodo
inerte (catodo) imersos em solugdo acida contendo anions fluoreto (F), € possivel a
formacédo/dissolucdo simultdneas de uma camada Oxida de TiO2, gerando assim uma
superficie de conformacdo nanotubular (NT). Embora essa camada seja biologicamente inerte,
ela aumenta a area de contato entre 0 0sso e o implante, favorecendo o processo de

osseointegrag&o.

As modificagdes quimicas, por sua vez, consistiram na deposicdo de compostos de fosfato de
calcio (CaP) e ranelato de estroncio (RSr) sobre a camada NT obtida. Os compostos CaP sdo
quimicamente semelhantes a fase mineral O0ssea e segundo a literatura, influenciam
positivamente os processos de proliferacdo, diferenciacdo e mineralizagdo celular (ELIAZ;
METOKI, 2017; JAIN, 2022; KATIC et al., 2023; WANG et al., 2022). Por sua vez, o RSr

consiste em uma droga atuante no processo de remodelacdo dssea, capaz de aumentar a
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proliferacdo de osteoblastos e reduzir a taxa de absorcdo 6ssea (HABERMANN et al., 2010;
QUERIDO et al., 2016).

Essas modificacbes sdo discutidas nesta tese no formato de dois artigos cientificos,
apresentados nos capitulos 4 e 5. No primeiro trabalho, a superficie SLA foi usada como
ponto de referéncia para comparacdes com a NT antes e ap6s a imersao em CaP, uma
abordagem raramente encontrada na literatura. No segundo trabalho, a superficie NT foi
utilizada como referéncia para avaliar sua funcionalizagdo com CaP, RSr e CaP+RSr. Os
materiais preparados foram caracterizados em relacdo a sua morfologia, propriedades fisico-
quimicas e comportamento bioldgico. Vale ressaltar que a preparacdo da superficie
nanotubular de TiO2 pelo método de anodizacéo ja foi abordada anteriormente na dissertacao
de mestrado defendida por Elisa Marchezini (2015) intitulada “Estudo da modificacdo de
superficie por oxidacdo anddica aplicada a titnio para implantes osseointegraveis” e em seu
artigo de 2020. Em outra dissertacdo de mestrado, intitulada “Funcionalizacdo da camada
nanoporosa de TiO> obtida por anodizacao via deposicdo de compostos de fosfato de célcio”,
Ana Paula Weitzel (2017) avaliou as metodologias de imersdo e eletrodeposicdo desta
superficie em compostos de CaP. No entanto, a padronizacdo da metodologia de imersdo, 0s
testes realizados e as comparacdes apresentadas neste trabalho sdo inovagdes nesse método.
Ambas as dissertacdes se referem a trabalhos desenvolvidos no Centro de Desenvolvimento
da Tecnologia Nuclear (CDTN).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como intuito avaliar as deposi¢cbes de compostos CaP e RSr sobre a
superficie nanotubular de TiO> via converséo quimica dos compostos CaP e imersédo em RSr,
frente as suas carateristicas fisico-quimicas, efetividade das funcionalizacdes e seu efeito
biologico, vislumbrando a futura utilizagdo desses biomateriais como implantes

osseointegraveis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Preparar os revestimentos de TiO2 nanotubular através da técnica de oxidagdo anddica.

- Modificar as superficies obtidas via conversdo quimica de compostos CaP e imersdo em
RSr.

- Caracterizar as superficies e 0s recobrimentos preparados de acordo com suas propriedades

fisico-quimicas.

- Realizar testes bioldgicos in vitro com o objetivo de comparar o desempenho das camadas
funcionalizadas em relacdo a superficie comercial SLA, bem como em relacdo a superficie

NT preparada, serve como referéncia.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 RESPOSTAS BIOLOGICAS AS SUPERFICIES MICRO E NANO-
ESTRUTURADAS DE TiO2

Um implante biocompativel deve apresentar uma integragdo 6tima com o tecido vivo, sem
causar nenhum efeito nocivo, como a formagao de tecido fibrético ou sua encapsulacdo. Além
disso, deve evitar a ocorréncia de eventos como morte de células ou tecidos, formacgéo de
tumores, danos genéticos, respostas imunoldgicas negativas e coagulacdo sanguinea. Portanto,
0 design e acabamento superficiais dos implantes sdo aspectos importantes que determinam o
sucesso final da implantacéo, principalmente em aplicacdes clinicas (SANTOS-COQUILLAT
etal., 2021).

E bem estabelecido que superficies rugosas sio benéficas para o processo de osseointegracao.
De acordo com Boyan et al. (2002) e Lossdorfer et al. (2004), a micro-rugosidade tem a
capacidade de estimular fatores reguladores que promovem a diferenciacdo de ceélulas
mesenquimais em osteoblastos (células responsaveis pela sintese da matriz 6ssea) e, ao
mesmo tempo, reduzir a atividade dos osteoclastos (células responsaveis pela absor¢do 6ssea).
Um exemplo do bom desempenho destas superficies é a SLA (sandblasting, large grit, acid
etching), considerada o padrdo ideal em implantes odontoldgicos. O tratamento SLA consiste
no jateamento do titanio puro com particulas de alumina (Al2O3) com tamanho entre 250 e
500 um, seguido de ataque com solucdo contendo os acidos cloridrico (HCl) e sulfurico
(H2S0s). Esse processo produz microrugosidades na faixa de 2 a 4 um (STRAUMANN,
2014). A producdo desta superficie é atualmente bastante popularizada entre as fabricantes de
implantes. No entanto, alguns estudos relatam que sua microestrutura pode prejudicar o
processo de proliferacdo celular, resultando em uma menor formacéo de tecido 6sseo ao redor
do implante (OH et al., 2009; SCHWARTZ et al., 2009). Além disso, Klein et al. (2010)
reportam que superficies SLA podem exibir baixa hidrofilicidade, além de grande propenséo a

contaminagéo.

Nesse contexto, estudos focados na producdo de superficies com estruturas em escala
nanométrica tém recebido atencdo significativa (MARCHEZINI et al., 2020), especialmente
em relacdo as respostas celulares de estruturas nanotubulares de TiO2> (AGUIRRE OCAMPO
et al.,, 2022; KAZEMI, 2023; KOBAYASHI et al.,, 2022; MARCHEZINI et al., 2020;
NEGRESCU et al., 2022), crescidas sobre a superficie do Ti metalico. A camada oxida de Ti
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é altamente resistente a corrosdo, superando até mesmo 0 aco inoxidavel nesse quesito
(OREFICE, PEREIRA, & MANSUR, 2012). A estrutura nanotubular do TiO2 confere maior
area superficial, aumentando a interagdo entre as células e o implante. E reportado que quanto
melhor for essa interacdo, maior é a possibilidade de fixacdo celular na superficie do

dispositivo.

De acordo com Ocampo et al. (2022), Mendonca et al. (2009) e Webster; Ejiofor (2004), a
rugosidade e topografia em nanoescala favorecem principalmente o processo de adesdo dos
osteoblastos. Tal fato pode melhorar as taxas de proliferacao e diferenciacéo celular, uma vez
que a adesdo € um pré-requisito para que esses processos ocorram e possibilitem o
crescimento de um novo tecido. Durante este processo, proteinas adesivas, tais como a
fibronectina e a vitronectina, sdo reconhecidas por receptores celulares denominados
integrinas. As integrinas ligam-se diretamente aos microfilamentos intracelulares, que séo
formados por proteinas de actina e miosina. Os microfilamentos sdo parte do citoesqueleto e
sdo responsaveis pela adesdo celular. Além disso, as integrinas também se ligam a enzimas
sinalizadoras (RhoA), capazes de transmitir informagGes que controlem todas as outras
principais atividades celulares, como por exemplo, mudancas na morfologia celular,
proliferacdo, migracao, diferenciacdo, expressdo génica e apoptose de maneira sinérgica com
hormonios e fatores de crescimento. Portanto, a adesdo a matriz extracelular e as superficies
extracelulares provoca uma aglomeracgéo de integrinas, formando complexos de adeséo focal
e ativando as cascatas de sinalizacdo intracelular no ndcleo e no citoesqueleto (RIVERA-
CHACON et al., 2013).

Além de maior &rea superficial, a topografia em escala nanométrica apresenta maior
compatibilidade dimensional com elementos menores das células. Oh et al., (2006),
reportaram que a adesdo e proliferacdo celular foram melhoradas sobre um substrato de TiO>
nanoestruturado devido a um melhor ancoramento dos filopddios (ramificagdes) das células
osteoblésticas, crescendo dentro dos nanotubos, formando assim uma estrutura celular
intertravada. Ademais, estudos como o de Minagar et al. (2012), relatam que as proteinas de
ligacdo, como as integrinas, também tém escala nanométrica, potencializando ainda mais o
contato com os nanotubos, conforme demonstrado no desenho esquematico da Figura 1. Vale
mencionar também que o carater hidrofilico do TiO2 nanotubular é outro fator que facilita a
adsorcdo de proteinas, presentes no meio biolégico (DAS; et al; 2009). Outra vantagem dessa
configuracdo € a grande possibilidade de funcionalizacdo via deposicéo e/ou internalizacdo de

diversos compostos, organicos ou inorganicos, com potenciais beneficios a osseointegragéo.
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Figura 1: (a) Imagem MEV de células MC3T3-EL1, cultivadas sobre superficie nanotubular de TiO, com
nanotubos de aproximadamente 100 nm de diametro. (b) Desenho esquematico da fixac&do de osteoblastos sobre
superficie de titania nanotubular por intermédio de proteinas.

®)

Niicleo

Citoesqueleto

Fonte: Adaptado de Marchezini et al. (2022) e (Minagar et al. (2012).

3.2 OBTENCAO DA SUPERFICIE NANOESTRUTURADA DE TiO>

A técnica de oxidacdo anddica € utilizada para a obtencdo de camadas nanotubulares de TiO>
sobre a superficie do titdnio metalico. Esse método eletroquimico promove a modificacdo de
superficies a partir da formacdo, crescimento e dissolucdo simultdneas de uma camada
passiva. Para isso, é utilizada uma célula eletroquimica, composta por uma fonte de tensao,
uma solucdo eletrolitica e dois eletrodos, onde ocorrem reaces de reducdo-oxidagdo. O
titdnio é utilizado como anodo (conectado ao eletrodo positivo), e um material inoxidavel é
utilizado como catodo (associado ao eletrodo negativo). Como as reagdes envolvidas ndo sao
espontaneas, uma diferenca de potencial constante é aplicada durante todo o processo,

gerando a conducéo de corrente elétrica no circuito.

Com a passagem da corrente elétrica pelo eletrdlito, ocorre a eletrélise da agua, como
demonstrado na Equagéo (1). Simultaneamente, ocorre a ioniza¢do do HF, como mostrado na

Equacéo (2).

2H,0 <> 20% + 4H* (1)
HEF o H + F (2)
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Neste momento, também ocorre a oxidacdo do Ti para Ti*" e, paralelamente, a difusdo do O
proveniente da agua para o Ti oxidado. A partir disso, ocorre a formacdo da camada dxida
compacta, como descrito nas Equacdes (3) a (5), criando assim as interfaces Ti-TiO2 e TiOo-

eletrolito.

Ti > Ti* + 4e (3)
2H,0 > 20% + 4H* (4)
Ti** + 20% > TiO; (5)

Durante a formagdo do TiO,, também ocorre o enfraquecimento das liga¢fes Ti-O devido a
polarizagdo. Além disso, 0 aumento da resisténcia elétrica do material provoca um
aquecimento local, que promove a dissolugéo da barreira oxidada em regides preferenciais
pelos anions fluoreto. Isso inicia a formacdo de tubos de dimensGes nanométricos e
complexos soluveis em agua (BAUER et al., 2006; MARCHEZINI et al., 2020; ROY et al.,
2011). Quando as taxas de formacéo e dissolucdo do Oxido se igualam ocorre o crescimento
constante dos nanotubos durante o processo. A Equacéo (6) demonstra a reacdo de dissolugéo

do o6xido.

TiO, + 6F + 4H* [TiFs]> + 2H.0 (6)

A Figura 2 apresenta um desenho esquematico da composicdo da cuba eletrolitica sequido das
fases de formacdo da titania nanotubular. Na fase (a), ocorrem as reacOes de oxidagédo e
reducdo durante a passagem de corrente elétrica. Na fase (b), € explicado o desenvolvimento
dos nanotubos de TiO>. A partir da formacgéo da pelicula 6xida de titdnia compacta (b1), sua
dissolucdo pontual leva a formacao de pites (b2) e poros (b3). Em (b4), a dissolu¢do dos poros
primitivos continua acontecendo mais profundamente, enquanto as regides ainda néo
dissolvidas comecam a sofrer a acdo do fluoreto, criando o espagamento entre 0s poros. A
dissolugdo e o crescimento continuos na regido dos poros e espagos vazios ocorrem a partir da
barreira 0xida mais profunda. Finalmente, obtém-se uma camada com razoavel grau de
ordenacdo, formada por fendas cilindricas muito préximas, separadas do Ti do substrato pela

barreira de 6xido.
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Figura 2: Desenho esquematico das etapas de formac&o de nanotubos de TiO; sobre a superficie do titanio
metalico: (a) diagramada cuba eletrolitica, (b) formagao/dissolucéo da camada de TiO; (inicio e formacao dos
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Fonte: Adaptado de Wang et al. (2020).
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Em relacdo ao eletrolito, existem diversos meios de natureza organica e inorganica.

Entretanto, um componente quase primordial para a formacao dos nanotubos é o fltor, devido

a atuacdo do seu anion (F°) na dissolucdo da camada, como mostrado nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Opgoes de solucdes inorganicas contendo fluoreto para a formag&o de estruturas nanotubulares.

~ Diametro
- Tensao Tempo Temperatura Espessura
Eletrélito V) (h) (°C) (nm) do tubo
(hm)
CH3COOH e 0.5 M HF 10 4 - 60 500 (int.)
0.50u 15 % HF 10-40 <1 18 250 25-65
0.5 % HF 10-23 <1 - 300 22-76
KF e NaF (4.5) 25 20 - 4400 115
DMSO e é/:chOOH ed 20 70 TA 2300 60
o HF
1 M H,SO4 e 0.15 % HF 30 24 - 540 140
CH3COOH e 0.5 %
NHAE 20 1 - 200 30
1 M (NH,4).SO4 e 0.5 %
NH4E 20 - - 2500 100
1 M (NH.) H2PO4 e 1M
H3PO4 e 0.5 % HF 20 40 i 4070 50
0.138 M HF ou NaF + 0.5 20 ) 24 500 100-200 (ext.)

M H3PO4

TA = temperatura ambiente
Fonte: Adaptado de YAO; WEBSTER (2006)
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Tabela 2 - Opcoes de solucdes orgénicas para obtencdo de estruturas nanotubulares e suas respectivas
temperaturas e viscosidade.

Eletrélito Temperatura Viscosidade dindmica

(°C) (Pa.s)

Glycerol + 0.5 wt.% (NH4)2SO4 20 ~15
Glycerol + 0.5 wt.% NH4F 0 ~12
Glycerol + 0.5 wt.% NH4F 20 ~15
Glycerol + 0.5 wt.% NH4F 40 ~0.3

Ethylene Glycol + 0.5 wt.% (NH4)2SO4 20 ~0.022

Ethylene Glycol + 0.5 wt.% NH4F 20 ~0.022

Glycerol + H,0 + 0.5 wt.% NH4F 20 ~0.004

1 M (NH4)2S04 + 0.5 Wt.% NH,F 20 ~0.001

Fonte: Adaptado de MACAK; SCHMUKI (2006).

Marchezini et al. (2020) demonstraram a possibilidade de padronizar os parametros do
processo de anodizacgdo utilizando a solucdo de HF + H3PO4, 0 que resultou na obtencéo de
nanotubos com didmetros controlados variando entre 15 e 100 nm, por meio da alteracdo da
tensdo aplicada entre 1 e 30 V . A Figura 3 apresenta imagem de revestimento de TiO:
produzido pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Nanoscopia do Centro de

Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (LabNano/CDTN).

Figura 3: Imagem MEYV de superficie nanotubular de TiO, obtida pelo método de anodizagéo a 25 V, eletrélito
contendo HsPO4 + HF.

S
QRONSR0

/\k\q k’ ‘—QDO

Fonte: Imagem de amostra produzida neste trabalho.
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3.3 FUNCIONALIZACOES DA SUPERFICIE NANOTUBULAR

3.3.1 RECOBRIMENTO COM COMPOSTQOS CaP

Devido a grande possibilidade de funcionalizacdo da camada nanoestruturada, ¢ comum a
deposicdo e/ou incorporacdo de diversos compostos, com 0 objetivo de avaliar suas
potencialidades quanto ao processo de osseointegracdo. Estes agentes vao desde bactericidas a
indutores de respostas celulares especificas. Compostos de fosfatos de calcio sdo comumente
estudados (ELIAZ; METOKI, 2017; JAIN, 2022; KATIC et al., 2023; WANG et al., 2022)
em decorréncia de sua composi¢do quimica semelhante a parte inorganica da matriz dssea,
composta por hidroxiapatia (Cai0(POs)s(OH)2 ou HA). Devido a sua afinidade quimica, os
fosfatos de célcio apresentam grande facilidade de se ligarem ao tecido Osseo natural
(DOROZHKIN, 2010), favorecendo o fendmeno da osteocondugdo (direcionamento das
células dsseas sobre a superficie ou no interior de poros, tubos ou canais) e da osteoinducao
(quando algum estimulo, organico ou ndo, leva a diferenciacdo celular), principalmente
quando em escala manométrica (LEGEROS, et al., 2008; WILSON-HENCH, 1987). Apesar
de a HA ser a estrutura inorganica predominante no tecido 6sseo, também sdo encontradas
fases como a bruxita (CaHPO4-2H,0) e o octafosfato de calcio (CagH2[PO4]s-5H20). Estes e
outros fosfatos, como os mostrados na Tabela 3, possuem razdo molar Ca/P entre 1 e 2.
Segundo Williams (1981), esses fosfatos ndo sdo encapsulados pelo tecido fibroso e permitem
0 crescimento dsseo em direcdo ao implante. Isso justifica o uso de fosfatos precursores da

HA, que podem se converter em HA no corpo humano.

Tabela 3 - Nome quimico, nome mineral e composi¢do de varias ceramicas de base

CaP Formula Abreviacéo
1,00 CaHPO, - 2H,0 Fosfato de calcio hidratado / Bruxi DCP
1,00 CaHPO, Fosfato de calcio anidro / Monetit ADCP
1,33 CagH2(PO4)s - 5Ha( Octafosfato de célcio OCP
1,50 Ca3(POas)2 Trifosfato de célcio TCP
1,67 Caio(POu4)s - F2 Fluorapatita FA
1,67 Caio(PO4)s - (OH): Hidroxiapatita HA
2,00 CaO - Caz(PO4): Tetrafosfato de célcio TTCP

Fonte: Elaborado por Williams (1981).
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Estudos com recobrimentos contendo CaP sobre superficies de titdnio com diferentes
tratamentos mostraram resultados promissores, com melhora na proliferacdo (PISAREK,

2012) e diferenciagéo celular (BIGI et al., 2005), como demonstrado nas Figuras 4 e 5.

Figura 4: Densidade de células U20S (osteosarcoma humano) cultivadas durante 44 h sobre recobrimento de
CaP depositado em nanotubos de TiO, (20 V), nanotubos de TiO> e substrato de titanio puro.

100

Densidade celular

o
TiO, NT com CaP TiO, NT Ti

Fonte: Elaborado por Pisarek (2012).

Figura 5: Atividade de fosfatase alcalina de células osteoblésticas primarias apds cultura em varios substratos
até 21 dias. Ti (substrato de Ti puro, altamente polido e quimicamente tratado), com recobrimento Mn-CHA
(manganés + hidroxiapatita carbonatada) e OCP (octa fosfato de calcio)

O controle [J Ti @) Mn-CHA [ OCP

15.0 -
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Fosfatase alcalina (IU/ml)
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Fonte: Elaborado por Bigi et al. (2005).
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Embora o processo incial de formagio da HA em camadas de TiO; seja bem estabelecido, ele
depende do tipo de fosfato e da metodologia utilizados. De acordo com a literatura, para 0s
processos de deposigdo/incorporacdo de CaP em superficies de TiO2, € comum a preparacao
prévia da superficie com uma solucdo de NaOH. Essa preparacdo tem o objetivo de tornar a
superficie mais hidrofilica e promover a atracdo de ions precursores de HA. De acordo com
Kokubo (1996), quando o TiO, é submetido ao tratamento alcalino, os ions de Na* sdo
liberados no meio e a porcdo mais externa da camada éxida reage com o OH", formando uma

fina camada de titania amorfa (HTiO3), conforme a Equacéo (7).
TiO2 + NaOH —» HTiO3+ Na* (7

Simultaneamente o Ti metélico reage com OH™ como mostrado nas seguintes Equacdes (8 -
11).

Ti+ 30H - Ti(OH)s" + 4¢” 8)
Ti(OH)s* + & = TiOz - H20+ 1/2H2 1 (9)
Ti(OH)s* + OH" = Ti(OH)s (10)
TiO, - nH20 + OH" = HTiOs". nH,0 (11)

O aumento do pH na superficie promove a precipitacio de cations Ca?* no Ti-OH, acelerando
a nucleacdo da apatita. Os céations Ca?* adsorvidos, devido & sua carga positiva, atraem 0s
anions fosfato (POs4)s” e carbonato (COgz)2” para a superficie, atuando como sitios de
nucleacdo. Isso resulta na formacdo de uma camada rica em fosfato de célcio, que
posteriormente se cristaliza em HCA (hidroxiapatita carbonatada), composto quimicamente
semelhante ao 0sso (JONASOVA et al., 2004).

Além de precursores da HA, os fosfatos de calcio atuam como fontes de ions Ca?*, PO4> e
HPO.* liberando-os ao tecido adjacente, e podem regular fungdes osteoblasticas (WU et al.,
2003). Segundo Legeros (2008) e Koegler et al., (2012), a adsorc¢do e a retencdo de agentes
indutores da osteogénese, como a proteina morfogenética 0ssea (BMP), sdo melhoradas
quando o CaP esta na forma nanométrica (nCaP). 1sso ocorre porque o nCaP apresenta uma
area de superficie maior, o que aumenta a fragdo de sitios de ligacdo para os receptores

celulares. A Figura 6 mostra um exemplo de como o nCaP pode adsorver BMP.
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Figura 6: Desenho esquematico sobre a resposta biolégica em recobrimentos de nACP (nanofosfato de célcio
amorfo) em implantes de titanio. (a) implante recoberto com nACP, (b) liberacdo de Ca?* and (PO4)*
provenientes da hidrélise de ACP, (c) ligacdo celular no implante com ajuda de receptores de proteinas e
integrinas, (d) proliferacdo celular na superficie, (e) formacéo da apatita na superficie.
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Fonte: Adaptado de Wang et al. (2014).

3.3.2 EFEITOS DO RANELATO DE ESTRONCIO

Outra funcionalizacdo relevante para este estudo € a adicdo do ranelato de estréncio (RSr) a
superficie nanoestruturada. Esse farmaco esta disponivel no mercado desde 2000 e é prescrito
para o tratamento da osteoporose, principalmente em mulheres pds-menopdausicas. A
osteoporose é uma doenca que ocorre quando ha um desequilibrio entre a formacdo e a
reabsorcdo dssea. A remodelacdo Gssea € um processo natural que ocorre constantemente para
manter a salde dos 0ssos. Os osteoblastos sdo células que produzem novo 0sso, enquanto 0s
osteoclastos sdo células que removem o 0sso velho. Quando a acdo dos osteoclastos € maior
do que a dos osteoblastos, ocorre uma perda de massa 6Ossea e uma deterioracdo da
microarquitetura do tecido, ocasionando a fragilizacdo do osso. De forma simplificada, os
osteoblastos produzem ativadores celulares conhecidos como RANKL (receptor ativador do
fator nuclear Kappa-B ligante) e OPG (osteoprotegerina). De acordo com Wittkowske et al.
(2016), o fator RANKL pode ser produzido nas formas soltvel ou membranosa. A forma
membranosa do RANKL pode se ligar ao receptor RANK presente na superficie de células
precursoras ou osteoclastos maduros. 1sso desencadeia a diferenciacdo em osteoclastos e/ou a

ativacdo dos osteoclastos maduros, resultando na reabsor¢do 0ssea. Por outro lado, a forma
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soltvel do RANKL pode se ligar a OPG, impedindo, assim, sua ligacdo ao receptor RANK.
Consequentemente, isso inibe a diferenciacdo das células osteoprogenitoras em osteoclastos,
evitando a reabsorcdo Gssea, conforme ilustrado no diagrama esquematico da Figura 7
(BEZERRA, 2016). O RSr também apresenta resultados significativos na prevencdo de

fraturas 0sseas, sendo capaz de acelerar a cicatrizacao 6ssea (HABERMANN et al., 2010).

Figura 7: Desenho esquematico do sistema RANK/RANKL/OPG no processo de remodelagéo dssea,
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multinucleados / *
RANKL f Y
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Superficie 6ssea

Reabsorcéo éssea Formac&o dssea

Fonte: Adaptado de Bezerra et al. (2016).

O composto RSr é constituido por dois ions de estréncio e uma molécula de acido ranélico,
conforme ilustrado na Figura 8. O 4&cido ranélico atua como um carreador organico
desprovido de atividade farmacoldgica, sendo prontamente excretado na urina. Apos a
ingestdo, o RSr se dissolve no ambiente de baixo pH gastrico, permitindo que seus ions sejam
absorvidos pelo intestino. Em seguida, esses ions atingem a corrente sanguinea e, finalmente,
alcangcam 0s 0ssos. O RSr se destaca no tratamento da osteoporose devido a sua acdo dual,
conforme representado na Figura 9. Devido a sua afinidade quimica com o calcio, o estréncio
tem a capacidade de se ligar aos receptores de célcio (CaSR) presentes em osteoblastos e
osteoclastos. Essa ligacédo ativa diversas vias de sinalizacdo intracelular, as quais regulam o
comportamento e o destino das células 0sseas (QUERIDO; et al., 2016). Esta ativacdo leva a
um aumento da OPG e a diminuicdo da atividade do fator RANKL. Além disso, a ativacéo da
CaSR pelo estréncio nos osteoblastos promove a sobrevivéncia, bem como a proliferacdo e

diferenciacdo dessas células (BRENNAN et al., 2009). Canalis et al. 1996 verificaram que 0s
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efeitos in vitro do estroncio séo Unicos quando comparados ao do célcio e do sodio também
ligados ao ranelato. Outro aspecto relacionado ao tratamento com o RSr é a sua possibilidade
de adsorcdo ou substituicdo dos ions de calcio pelo estréncio dentro dos cristais da HA
presente no 0sso (OLIVEIRA et al., 2012). A substituicdo geralmente ocorre de um atomo de
estréncio para cada dez atomos de célcio, podendo ocasionar a expensao do parametro de rede
do cristal (Boivin et al., 1996 e Querido et al., 2016).

Figura 8: Estrutura quimica da molécula do ranelato de estréncio
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Fonte: Borciani et al. (2022).

Figura 9: Efeito da acfo dual do ranelato de estroncio na matriz dssea.
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Fonte: Adaptado de Querido et al. (2016).

Quanto & administracdo oral do RSr, é importante mencionar que a quantidade de estréncio
absorvida varia em funcdo do tipo de osso considerado. Em geral, a absor¢do é mais frequente

em 0sso0s trabeculares (esponjosos) do que em 0ssos corticais (compactos), devido a maior



32

taxa de renovacdo dos primeiros (QUERIDO; et al., 2016). Embora seja detectado na matriz
Ossea antiga ap0s o tratamento, sua presenca € mais acentuada nos 0ssos da nova matriz que
se forma durante o processo de remodelacdo. Adicionalmente, sua distribuicdo ocorre de
forma heterogénea em vérias regides do mesmo 0sso, conforme demonstrado por Boivin et al.
(2009) em biopsia Ossea de paciente tratada com RSr. Notou-se que os elementos fosforo e
calcio estavam presentes em todo o tecido 6sseo. No entanto, a distribuicdo do estrdncio no

0sso se revelou variavel, como mostrado na Figura 10.

Figura 10: Heterogeneidade na distribuicdo de estroncio no 0sso. Imagem de microscopia eletrénica e mapa
guimico de osso de paciente do sexo feminino ap6s tratamento com RSr.

Ca

Fonte: Adaptado de Boivin et al. (2009) e Querido et al. (2016).

Um ponto importante a ser considerado em relagdo ao RSr é a ocorréncia de efeitos colaterais
adversos associados ao seu uso, 0 que resultou em restricdes significativas na prescri¢éo oral
desse medicamento. O RSr é conhecido por aumentar o potencial de risco cardiovascular e de
infartos ndo fatais. Dessa forma, seu uso tem sido limitado em pacientes com problemas
cardiacos. A prescricdo do RSr envolve sempre uma avaliacéo da relacédo risco/beneficio para

0s pacientes. Devido a essas restricdes, as pesquisas relacionadas ao RSr em sua forma oral



33

foram desencorajadas a partir de meados de 2014, como apontado por (BORCIANI et al.,
2022). Por outro lado, esse farmaco tem encontrado abertura crescente como ferramenta na
funcionalizacdo de biomateriais, especialmente no campo da engenharia de tecidos 0sseos.
Em 2016, Querido e colaboradores conduziram um estudo no qual avaliaram os efeitos deste
farmaco em duas concentragbes distintas (0,12 mM e 0,50 mM de Sr?*) em células
osteoblasticas de camundongos. Essas células foram cultivadas em quatro substratos de titanio
que haviam sido preparados com diferentes tratamentos de superficie, incluindo tratamento
acido, eletroerosdo, jateamento e usinagem. Os resultados desse estudo revelaram efeitos
significativos na proliferacdo celular e na diferenciacdo em osteoblastos maduros, bem como
na producdo de matriz mineral semelhante a Gssea, tanto nas concentragdes mais baixas
quanto nas mais elevadas, em todos os tipos de substratos avaliados. Zhao et al. (2013),
investigaram o impacto do estréncio em uma superficie nanotubular de TiO2, a qual foi obtida
em um eletrdlito organico sob diferentes tensdes, resultando em nanotubos com diametros
médios de 30 e 100 nm, respectivamente, sob tensdes de 10 e 40 V. O estréncio foi
incorporado nesses nanotubos por meio de um processo hidrotérmico, utilizando uma solucéo
de Sr(OH). e um tempo de tratamento de 1-3 h. Os resultados obtidos demonstraram que, das
quatro superficies funcionalizadas com estréncio, trés delas exibiram uma notavel
diferenciacdo celular em comparacdo com as superficies ndo funcionalizadas, conforme
ilustrado na Figura 11. Além disso, o estudo investigou a cinética de liberacdo do estréncio
pelos nanotubos ao longo de um més, observando que os nanotubos com didmetros maiores e
tratamentos hidrotérmicos mais longos liberaram o estroncio de forma mais rapida do que
aqueles com didmetros menores e tratamentos mais curtos. Contudo, apds 4 dias, a taxa de
liberagdo tornou-se relativamente constante, indicando um declinio suave. Conforme relatado
no estudo, os nanotubos eram capazes de liberar o estroncio ao longo de um periodo superior

a um ano, como mostrado na Figura 12.
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Figura 11: Expressao relativa da fosfatase alcalina por células tronco mesenquimais cultivadas em diferentes
substratos por duas semanas.
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Fonte: Zhao et al. (2013).

Figura 12: Perfis de tempo de liberagcdo ndo cumulativa de estréncio () e, conteddo total de estroncio (b) dos
nanotubos funcionalizados com estréncio.
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Fonte: Zhao et al. (2013).

Portanto, é relevante conduzir um estudo sobre o dep6sito de RSr sobre o sistema Ti/TiO>
nanotubular por meio do método de imersdo. Adicionalmente, a comparacao entre substratos
de TiO2 funcionalizados com CaP, RSr e uma combinagdo destes dois compostos suscita um
maior interesse em adquirir uma compreensao mais profunda sobre os beneficios potenciais e
quaisquer efeitos adversos relacionados a uma superficie nanoestruturada. Outra analise
interessante consiste em comparar essas superficies funcionalizadas com aquelas que foram
submetidas ao tratamento SLA, uma abordagem ainda ndo foi reportada na literatura. Além
disso, é importante destacar que as superficies testadas representam uma novidade no

mercado de implantes odontologicos.
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3.4  TENDENCIAS NA FUNCIONALIZACAO DOS NANOTUBOS DE TiO2

A partir de uma revisao da literatura, é possivel identificar as tendéncias predominantes em
termos de funcionalizacdo de superficies nanotubulares de TiO2 utilizadas em implantes
osseointegraveis, conforme descrito na Tabela 4. A pesquisa bibliografica empregou um filtro
temporal para limitar a analise aos trabalhos publicados nos ultimos dez anos, excluindo
aqueles que ndo eram revisdes de literatura. As palavras-chave utilizadas foram: TiO,
titanium dioxide, implant, nanotubes e functionalization. De maneira geral, as metodologias
de funcionalizacdo mais prevalentes nos resultados desta busca atual incluem imersédo,
anodizacdo, electrodeposicdo, deposicdo por rotacdo assistida e tratamento hidrotérmico. E
também notavel a frequéncia da técnica "camada a camada" (também conhecida como layer
by layer), que visa proporcionar uma liberacdo controlada, alternando a deposi¢cdo da
substancia de interesse com camadas imobilizadoras. No que diz respeito a adicdo de Sr e
compostos CaP, as técnicas mais comuns incluem deposicdo por pressdo negativa, tratamento
hidrotérmico e, sobretudo, a eletrodeposicdo (ou polarizacdo reversa). A Ultima técnica é
particularmente interessante, uma vez que geralmente requer um menor tempo de

processamento em comparacdo com as demais.

Além do CaP e Sr, notou-se que varias outras substancias sdo utilizadas para funcionalizacdo
da superficie de TiO2 nanotubular, tais como 6xido de grafeno, proteina morfogenética 6ssea
humana, peptideos de crescimento dsseo, polimeros, fllor e muitas outras. Vale destacar o
aumento no uso de substancias com propriedades bactericidas, inclusive a combinacao delas
com as tradicionalmente testadas, visando aprimorar ndo apenas O processo de
osseointegracdo em si, mas também prevenir a adesdo inicial de micro-organismos e a
formacdo de biofilmes, um fator que pode levar a infeccdes. Exemplos disso incluem o uso de
fons de prata e zinco, além de antibiéticos como minociclina e ciprofloxacino. Além disso,
observa-se uma busca crescente por diferentes respostas celulares em relacdo as estruturas
nanotubulares, sejam elas relacionadas a osteogénese ou ndo. Entre as respostas osteogénicas
mais relevantes estdo o comportamento de fibroblastos gengivais humanos, a expresséo de
integrinas especificas, como a a3, que desempenham um papel importante na adesdo dos
osteoblastos, o processo autofagico e a eficacia no contato entre o 0sso e o implante. No
aspecto angiogénico, também se observa um interesse crescente, abrangendo estudos sobre a

adsorcédo de proteinas especificas, como BSA e FIB, que desempenham um papel na inibicéo
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da adesdo e agregacdo plaquetaria em resposta a dopagem das superficies nanotubulares com

Zn, bem como o comportamento geral das células endoteliais da corrente sanguinea.

Além dos estudos mencionados anteriormente, é crucial avaliar a integridade e funcionalidade
dos dispositivos. Portanto, a pesquisa incluiu avaliacdes relacionadas a corrosdo em ambiente
de saliva artificial, tempo de liberagdo sustentada do implante, forca de adesdo do filme
anodico ao substrato, e atividade antioxidante. No entanto, notou-se que essas avaliagdes sdo
menos frequentes em comparagdo com os estudos relacionados & quimica da superficie e
testes biologicos. Essa observacdo destaca uma certa escassez desse tipo de estudo nos
altimos anos. Esses estudos sdo de extrema importancia, uma vez que os dispositivos
odontolégicos estdo sujeitos a solicitacdes mecénicas ciclicas ao longo de um periodo
prolongado, e os processos de funcionalizacdo podem afetar suas propriedades. Portanto, a
avaliacdo da integridade e funcionalidade dos dispositivos é essencial para garantir a eficacia

e a seguranca a longo prazo desses implantes.

Outro tema de relevancia que até o momento foi pouco explorado é o potencial impacto
biolégico do fluoreto residual proveniente de eletrolitos inorganicos nos nanotubos de TiO».
Isso inclui sua influéncia nas respostas de proliferacdo, diferenciagéo e mineralizacdo celular,
bem como seu possivel efeito bactericida. Essa anélise pode afetar a necessidade ou a
exclusdo da etapa de esterilizacdo de amostras ou mesmo de implantes. E importante notar
que, apesar das diversas técnicas e funcionalizacdes descritas na literatura, sdo raros 0s
estudos comparativos entre superficies nanotubulares funcionalizadas e as obtidas por meio
do tratamento SLA.
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Tabela 4: Revisao da literatura com tendéncias e funcionalizacdo

Diametro dos

Ano nanotubos Funcionalizacéo Metodologia Caracterizacéo Principais resultados
(nm)
Pressdo negativa e Sucesso na sintese de HA sobre NT’S de TiO», aumento da forca de
Wang et ) o MEV, DRX, forca =~ _ ) )
- Hidroxiapatita tratamento o ligacdo do revestimento de HA e do substrato de Ti. HA aumentou a
al. (2023) . de ligacéo ) B ) L .
hidrotérmico proliferacéo celular, diferenciagdo osteogénica in vitro e, melhorou a
formacé@o de novos 0ssos, bem como a osseointegragdo in vivo.
Simon et Imerséo e radiacdo MEV, DRX e o o .
65-72 Prata . A prata promoveu 0 aumento da atividade antimicrobiana.
al. (2022) uv angulo de contato
Caoetal., o ) MEV, DRX, XPS A proliferacdo, migracdo e adesdo de fibroblastos gengivais humanos
100 Oxido de grafeno Eletrodeposicédo . o
(2022) e angulo de contato foram significativamente melhoradas.
Hidrocloreto de ) ) o ) 3
] ] MEV, EDS, DRX, Todos os revestimentos apoiaram a viabilidade e proliferacéo celular.
lynoon ciprofloxacino, L o ) . B
T Precipitacéo, FTIR, Raman, UV- A combinacdo Vaterita-rGO/PCL apresentou liberacdo lenta e
jariya et - encapsulado em o y L o ] . ]
) ) agitacdo e suspensao vis, angulo de constante de antibidticos na interface do implante-tecido, sendo
al. (2022) microesferas de vaterita e . . .
contato promissora para atuar em infecgoes.

policaprolactona.
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Imobilizacdo de

peptideos utilizando

MEV, AFM, XPS,

Tang et BFP-1 e peptideos . angulo de contato, Aumento da diferenciacdo de osteoblastos e atividade antibacteriana
60-70 dopamina como . ] . o .
al. (2022) GL13K . microscopia de  para Staphilococcus aureus e Escherichia coli.
mecanismo de .
fluorescéncia
acoplamento
o ) o O revestimento HA/TA apresentou atividade antioxidante forte e
Qiaoxia et 142,23 Hidroxiapatita, acido B ) o ) o
o Imerséo MEV, EDS, DRX, persistente. Testes in vitro mostraram boa citocompatibilidade para
al. (2020) +14,52 tanico . . 3
FTIR, XPS proliferacdo e adeséo de osteoblastos.
Imersdo em solugdo . o
Yan et al. . ) MEV, AFM, XPS, Os NT's modificados com IL-4 foram benéficos para regular o
Interleucina-4 (1L-4) de dopamina e . ) ) . )
(2020) angulo de contato ambiente inflamatdrio apropriado.

solucéo de IL-4
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A dopagem com Zn pode aumentar a hidrofilicidade e a capacidade de

MEV, EDS, XPS, adsorcdo das proteinas BSA e FIB. A adsorcdo de BSA pode
Pan et al. . Tratamento . . . 3
30e70 Zinco o FTIR, &ngulo de  efetivamente inibir a adesdo de plaquetas e melhorar a
(2020) hidrotérmico o . o .
contato compatibilidade sanguinea. Além disso, eleva a expressdo de cGMP
das plaquetas e inibe a adesdo e agregacdo plaquetéaria, reduz a taxa de
hemolise e melhora a compatibilidade sanguinea.
) o _ MEV, EDS, DSC, A camada polimérica cobriu a superficie e as paredes dos NT's. Os
Es-Souni i ) . Silanizagdo, imersdo ) ) ] B o
Polimero zwitter-i6nico ) XRD, FTIR, ESB, filmes funcionalizados apresentaram alta adesdo e resisténcia
etal. 55 o e fotoenxertia com . o . . . i
antiadesivo SPE, dngulo de  mecénica. A adesdo de proteinas e bactérias ocorre apenas nas listras
(2019) luz UV 3 L
contato ndo funcionalizadas.
) » As superficies hBMP-2/Ti, NT, hBMP-2/NT apresentaram bons
) Proteina morfogenética L ) o o
Lietal. ) Deposicéo e MEV, XPS, &ngulo resultados em comparacdo ao Ti. Testes in vitro e in vivo
70 6ssea humana-2 (hBMP- o -
(2019) liofilizacdo de contato apresentaram melhores resultados para superficies com hBMP-2,

2)

especialmente hBMP-2/NT.
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Proteina morfogenética y
Incubacdo dos

TEM, microscopia Os nanotubos funcionalizados com exossomos derivados de

Wei et al. 6ssea humana-2 (hBMP- ) ) ) . L
70-100 . €X0Ssomos sobre 0s confocal de macrofagos/BMP-2 ativaram a autofagia durante a diferenciacéo
(2019) 2) e exossomos derivados o
] NT's varredura a laser ~ osteogénica.
de macrofagos

i L . HABP-1 proporcionou uma propriedade de auto revestimento,
Peptideo-1 de ligagdo a Eletrodeposicédo B o ) .
o ) o enquanto o AMP ofereceu uma protecdo antimicrobiana a

Yazici et hidroxiapatita (HABP-1), pulsada com CaP e . i ] y ]
90 i ) B MEV, DRX, FTIR superficie. O peptideo também resultou na reducdo do ndmero de

al. (2019) peptideos incubacdo do AMP . o . ]
o . o bactérias tanto para Escherichia coli quanto para Staphilococcus

antimicrobianos (AMP) sob agitacdo .
mutans em comparag¢do com grupos controle.
Imerséo em ) . )
o NT's fabricados com 30 V atenderam as necessidades do portador da
albumina sérica
Acetal. o ) MEV, HPLC, minociclina. NT's carregados com concentragdo de 20 pg/mL de
100-200 Minociclina bovina (BSA) e o ) B .

(2018) angulo de contato minociclina aumentaram a proliferacdo de células de Schwann e a

imersdo em solugéo
de minociclina

secrecdo de fatores neurotroficos in vitro.
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Lai et al.
(2018)

100

Naringina e quitosana

Gotejamento com
naringina e
gotejamento por
rotagdo da camada

de quitosana

MEV; AFM, XPS,

angulo de contato

O NT's revestidos com naringina e quitosana aumentaram a
disseminacdo, proliferagdo, atividade da fosfatase alcalina e a

mineralizacdo dos osteoblastos em estagio avangado.

Alves et al.

(2018)

50-90

Calcio, fosforo e zinco

Eletrodeposi¢do

MEV, EDS, STM,
tribocorrosao,
nanoindentacéo,

profilometria, OCP

NT’s biofuncionalizados exibiram um desempenho aprimorado de
tribocorrosdo, aumentou significativamente sua forca de adesdo ao
substrato e sua dureza. Além disso, ocorre a formacéo de um
tribofilme rico em P, que confere protecdo eletroquimica e

resisténcia ao desgaste mecanico.

Huang et al.

(2018)

Proteina morfogenética
6ssea humana-2 (hBMP-
2)

Imobilizagdo de
peptideos utilizando
dopamina como
mecanismo de

acoplamento

MEV

BMSC's incubadas em NT's aumentaram a adesdo -celular,
proliferacdo celular e diferenciacdo osteogénica em comparagdo
com substratos de Ti nus. BMSCs aderidas a superficie NT
conjugadas com BMP-2 mostraram maior aderéncia, proliferacéo
celular e diferenciagcdo osteogénica em comparagdo com células
aderidas as superficies NT's, mostrando que a imobilizacdo de
BMP-2 sobre NT's de TiO2 promoveu significativamente a adesdo

celular e a diferenciacdo osteogénica.
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Raloxifeno,

multicamadas de

As multicamadas sobre NT's mantém a concentracdo estavel de
Ral no local do implante mesmo ap6s 192 h. O sistema

demonstrou maior atividade de fosfatase alcalina (ALP),

Mu et al. . o Rotacéo assistida ~ MEV, AFM, XPS, mineralizacdo em osteoblastos, bem como menor atividade de
60-70 quitosana e acido . . . .
(2018) o camada por camada  teste de liberacdo fosfatase 4cida resistente a tartarato (TRAP) em osteoclastos em
hialurénico com B . ]
comparacdo com NT's de TiO, nus e substrato NT/Ral. Além
alendronato ) ) o y
disso, o implante pode aumentar eficientemente a formacdo de
novo 0sso ao redor e promover a ligacdo Ossea em coelhos
osteoporéticos.
) MEV, FTIR, AFM, A lectina ndo perdeu sua atividade biologica. Houve umento na
Lectina de sementes de 3 .
o . ) EIS adesdo celular semelhante a osteoblastos quando comparado as
Oliveira et al. Cratylia mollis (Cramol) . . ) 3 .
100 Camada por camada (espectroscopia de superficies nuas de NTs. Proliferacdo celular foi significativa nos
(2018) com camadas alternadas ) o . o
o impedancia substratos com concentracdes de Cramol iguais a 80, 160 e 320
de poli (alilamina) a o
. o eletroquimica)  pg/mL apods 48 h de incubagio.
acido poli(acrilico)
] . FTIR, ressondncia O NT carregado com BMP-2 com revestimento multicamada
Quitosana, hialuronato de . ] ] . ] o
. o Camada por camada magnética nuclear demonstrou boa capacidade antibacteriana e biocompatibilidade no
Sutrisno et al. sodio-4cido laurico e o S ) ) o o
70 assistida por (RMN H-1), MEV, uso in vitro, o que foi apoiado pela inibicdo eficiente do

(2018)

proteina morfogenética

] rotagao.
6ssea 2 (BMP-2)

AFM, angulo de
contato, perfil de

liberacéo

crescimento de Staphylococcus aureus e Escherichia coli e, maior
viabilidade celular, atividade de fosfatase alcalina, capacidade de

mineralizacdo e maior expressdo génica de osteoblastos.
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Polidopamina (PDA),
nanoparticulas de prata e

zinco

Polimerizacéo e

deposicao

MEV, FTIR, XPS,
medidas de pH

Este material exibiu boa atividade antibacteriana e seu filme
possui menor citotoxicidade celular e melhor biocompatibilidade

do que outros filmes de PDA contendo Ag.

Deferoxamina (DFO),
multicamadas de quitosan
e gelatina (Gel) como

estrutura de cobertura

Camada por camada angulo de contato e

MEV, AFM, XPS,

perfil de liberagéo

DFO liberado das matrizes de NT de maneira sustentada.
Melhorou da adesdo, proliferacdo, diferenciacédo
osteogénica/angiogénica de MSCs e mediou o comportamento de
crescimento de células endoteliais da veia umbilical humana
(HUVECSs). Além disso, os substratos regularam positivamente a
expressdo de genes relacionados & diferenciacdo osteogénica e

angiogénica de MSC.

Ding et al.
100
(2018)
Ran et al.
70
(2018)
Yuan et al.
70
(2018)

Catecol, acido
hialurénico modificado
com dopamina (HA-c) e

quitosana modificada
com &cido 3,4 di-
hidroxihidrocindmico
(Chi-c)

Recobrimento por
rotagdo, camada por

camada

MEV, sistema de
teste
nanomecanico
(médulo de Young
e dureza), angulo
de contato e perfil

de liberacdo

O substrato apresentou forte hidrofilicidade, inibiu a adesdo
bacteriana em estagio inicial. Exibiu uma liberacdo enzimatica de
droga antibacteriana desencadeada pela degradacdo da
hialuronidase de HA-c, que exibiu capacidade antibacteriana
eficaz e eliminou os efeitos colaterais causados pela liberagdo
repentina de antibi6ticos. Os substratos promoveram significativa
adesdo inicial dos osteoblastos através da regulacdo positiva da
expressdo de genes relacionados com a adesdo, incluindo as
integrinas av e b3, bem como a osseointegracdo e preveniu a

infeccdo bacteriana de implantes de Ti in vivo.
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Nanoparticulas de prata,
quitosana (chi), aglinato
de dialdeido (ada)

FE-MEV, TSM,
angulo de contato,

L espectroscopia de
Radiacdo UV,

deposicdo camada

emissdo atbmica
com plasma
por camada ) )
indutivamente
acoplado (ICP-

AES)

Os substratos com multicamadas (ADACHI)10 tém citotoxicidade
insignificante e promovem o crescimento de osteoblastos em
comparagdo com NT-Ag. As amostras exibiram atividade
antibacteriana proeminente para Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. A plataforma fabricada incorporada em prata foi

capaz de inibir a adesdo e o crescimento de bactérias.

Yuan et al.
70
(2018)
Alves et al.
120
(2017)

Zinco, calcio e fésforo

MEV, EDS, FIB,

Polarizacéo reversa
MET

Zn, Ca e P foram incorporados com distribuicdo uniforme. A
anodizagdo de NT's de TiO, em eletrlitos aquosos induz o
crescimento de uma pelicula 6xida de 230-250nm na interface Ti/
TiO2, que parece melhorar as caracteristicas interfaciais, sugerindo
adesdo. Esse filme interfacial de 6xido é preenchido por Ca, P e
Zn, no entanto, esses elementos parecem estar distribuidos de
maneira ndo uniforme em toda a extensdo do filme, com Ca na
regido superficial. O filme 6xido melhora a forca de ligacdo do
filme nanotubular ao substrato de Ti, um fator critico que
determina a estabilidade biomecénica de um implante e, portanto,

seu sucesso a longo prazo.
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Alves et al.
(2017)

50-90

Zinco, calcio e fésforo

Polarizacéo reversa

MEV, EDS, FIB,
MET, experimento
tribo-eletroquimico

com saliva
artificial,

perfilometria

Os NT's biofuncionalizados apresentam maior resisténcia ao
desgaste e suportam solicitaces mecénicas durante 1000s sem
desprendimento total do filme. O melhor comportamento tribo-
eletroquimico dos NT's biofuncionalizados € devido ao filme de
oxido cultivado na interface Ti/ TiO,, que concede estabilidade
eletroquimica e melhora a forca de adesao do filme ao substrato de

Ti, resultando em uma perda reduzida de volume de desgaste.

Chen et al.
(2017)

100

AgeSr

Deposicdo de TiAg
sobre o Ti por
sputtering com
corrente direta

pulsada. Anodizacéo
do TiAg e posterior
tratamento
hidrotérmico para

incorporar o Sr.

MEV, EDS, XPS,
DRX, TEM e

liberacéo.

Ti-Sr-Ag libera constantemente Sr** e Ag*. O tratamento
hidrotérmico ndo altera a morfologia dos NT's, mas converte o
TiO, amorfo do NT-Ag em SrTiOs cUbico. Durante 0 processo,
NP's de Ag.0O sdo incorporados a estrutura. NT-Sr-Ag possui
atividade antibacteriana de longa duracdo contra Staphylococcus
aureus devido a liberacdo sustentada de Ag* e exibe boas
atividades osteogénicas e angiogénicas devido a liberacdo
controlavel e de longo prazo de Sr?*. NT-2Sr-Ag e NT-3Sr-Ag
apresentam boas atividades antibacteriana, osteogénica e

angiogénica e tém potencial clinico em implantes de tecido duro.
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Lai et al.
(2017)

70

Peptideo de crescimento
osteogénico e camada de

polidopamina

Imerséo em
polidopamina como
intermediario e
posteriormente no
peptideo de
crescimento

osteogénico

MEV, AFM, XPS,

angulo de contato.

Os NT'S com OGP foram favoraveis para a disseminacao celular.
No entanto, ndo houve diferenca significativa na proliferacdo
celular entre os diferentes grupos. NT's de TiO,/OGP
apresentaram niveis significativamente elevados de fosfatase
alcalina (ALP) e mineralizacdo apés 4, 7 e 14 dias de cultura,
respectivamente. Células cultivadas em NT's de TiO,/OGP tiveram
expressdo significativamente maior de genes relacionados a

osteogénese apos 14 dias de cultura.

Alves et al.
(2017)

74,1+ 13,7

Célcio e fosforo.

Polarizacéo reversa

MEV, EDS, XPS,
FTIR, &ngulo de
contato,
interferdbmetria de

luz branca,

A andlise quimica confirmou a presenca dos compostos CaCQOs,
Caz(POs)2, CaHPO, e CaO. NT's funcionalizados por polarizagéo
reversa apresentaram melhor adesdo e proliferacdo celular em
comparacdo ao titdnio liso. Além disso, estas superficies
apresentaram uma corrente passiva significativamente menor na
saliva artificial e, portanto, potencial para minimizar a sua

biodegradacdo em processos de corroséo.
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Shen et al.
(2016)

20 Cecropina B, quitosana,
hialuronato de sodio

Camada por camada MEYV (FIB), AFM,

assistida por

rotacdo.

angulo de contato,

perfil de liberacéo.

A presenca de S. aureus e/ou hialuronidase exdgena desencadeou
efetivamente a degradacdo de multicamadas, facilitando assim a
liberagdo de CecB dos NT's. Os substratos TNT — CecB — LBLc
apresentaram boa capacidade antibactericida precoce (4 h) e a longo
prazo (72 h) contra S. aureus e Staphylococcus epidermidis. Além
disso, os substratos tinham citocompatibilidade relativamente boa

para osteoblastos, mesmo cocultura com S. aureus.

Shayganpour
et al. (2015)

Formac&o da camada NT
100-200 em pinos odontol6gicos,

magnésio.

Anodizagdo

MEV, EDS,
RAMAN

O aparecimento de NT's nos implantes confirma que a titania porosa
anddica pode ser obtida ndo apenas em titanio ultrapuro e plano, mas
também como revestimento em superficies curvas de objetos reais
feitos de ligas industriais de titanio. A fase de titania obtida é anatase.
Realizando a anodizac&o na presenca de aditivos eletroliticos como o

magnésio, estes podem ser incorporados no revestimento poroso.
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Lozano et
al. (2015)

20 e 100

Fluoreto

Anodizagdo

MEV

O F incorporado nos filmes de 6xido nanoestruturados foi de 6 % em
nanoporos e 4 % em nanotubos respectivamente, enquanto para o
filme barreira de fluor, foi de 12 a %. As células MC3T3-E1
exibiram comportamento diferente nessas superficies. Assim, filmes
de TiO, dopados com F com estruturas NP aumentaram a
proliferacdo, bem como a expressdo génica osteogénica e a

capacidade de mineralizagao dessas células osteoblasticas.

Ma et al.
(2015)

70

Sequéncia peptidica de
21 aminodcidos da
proteina morfogenética
6ssea (BMP-2)

Polidopamina como  XPS, FTIR, &ngulo

intermediéria para
imobilizacdo

sequéncia peptidica

de contato,
microscopia de

fluorescencia,

Os resultados mostraram um aumento significativo no contato 0sso-
implante, na quantidade de fluorescéncia e nos niveis de expressdo
génica do osso fixado aos implantes com o peptideo de articulacéo
BMP-2 imobilizado em comparagdo com os outros dois grupos de
controle.

Park et al.
(2014)

70

NT's de carbono sobre os
NT's de titanio

Deposicéo

eletroforética

UV-Vis, MEV,
AFM, EDX, DRX,

A biocompatibilidade foi melhorada através do efeito combinado dos
NT's de carbono sobre os NT's de TiO,, que aumentou a rugosidade
da superficie, acelerou a formagdo de HA e promoveu a proliferacéo

celular.
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Neste estudo, foram investigadas as propriedades morfoldgicas e quimicas das superficies
SLA e NT antes e ap6s a deposicdo de compostos CaP pelo método de conversdo quimica em
solucdo supersaturada de célcio (SCS) a 37 °C por 12 e 24 h. Observou-se que 0S compostos
CaP favorecem a deposicdo de HA no tecido dsseo e se mostram como uma 6tima opgéo na
funcionalizacdo em superficies odontologicas. A superficie SLA apresentou maior
rugosidade. O comportamento hidrofilico foi aprimorado em ambas as amostras apds a
imersdo em uma solucdo alcalina contendo NaOH e a subsequente conversdo quimica. A
superficie NT mostrou evidéncias de uma maior quantidade de deposicdo e exibiu uma
topografia e composi¢do quimica na superficie que sdo vantajosas para sua aplicacdo em
implantes. Os testes in vitro realizados nas amostras preparadas demonstraram alta viabilidade
celular e auséncia de toxicidade. Em particular, a superficie NT/SCS exibiu uma

diferenciacdo e mineralizagio superiores.
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4.1 INTRODUCAO

O titanio (Ti) e suas ligas tém sido amplamente empregados em aplicacGes biomédicas nas
ultimas décadas, devido a sua notdvel resisténcia a corrosdo, biocompatibilidade, baixa
densidade e elevado mddulo de elasticidade [1]. Entretanto, foi relatado que o titanio exibe
uma consideravel inércia bioldgica, o que pode resultar em um processo lento e deficiente de
osseointegracdo, assim como na possibilidade de perda do implante com o passar do tempo
[2,3]. Com o proposito de superar essa desvantagem, os implantes a base de Ti
frequentemente passam por tratamentos superficiais, a fim de aumentar sua rugosidade,
promover a deposicdo d6ssea e melhorar a capacidade de osseointegracdo [4,5]. Diversas
estratégias tém sido empregadas com esse objetivo, tais como condicionamento 4acido,
jateamento de areia, oxidacdo anodica, oxidacdo por plasma eletrolitico e micro-usinagem [6—

9]. Entre essas técnicas, a combinagdo de ataque &cido e jateamento de areia € comumente
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utilizada para criar uma superficie microrrugosa conhecida como SLA (sandblasting, large
grit, acid etching). Os implantes SLA tém demonstrado uma integracdo éssea mais rapida em
comparacdo com superficies lisas, devido ao aumento do contato entre 0 0sso e 0 implante e a
ancoragem mecanica proporcionada pela sua microrrugosidade [6]. Outro método promissor é
a oxidacdo anddica (OA), que permite a formacdo de uma camada nanotubular (NT) de TiO>
em superficies de Ti comerciais. Os nanotubos podem promover a diferenciacdo de células-
tronco mesenquimais humanas em osteoblastos [10], aumentar a proliferacdo e mineralizagéo
de osteoblastos [11], bem como induzir vasodilatacdo [12]. Além disso, 0s nanotubos de TiO>
podem servir como veiculos para farmacos, prevenir a adesao bacteriana e inibir a ocorréncia
de hemorragias [13,14]. O comprimento e a largura dos nanotubos de TiO2 podem ser
ajustados através da variacdo de parametros de anodizacdo, como a tensdo aplicada, a
composicdo eletrolitica, o pH da solucdo e o tempo de anodizagdo [15,16]. Devido a essa
versatilidade, as superficies SLA e OA tém recebido consideravel aten¢do nos ultimos anos.
Além disso, esses materiais podem ser fabricados de maneira econébmica e com processos
relativamente simples [17-20]. Para melhorar a eficacia das modificagBes fisicas nas
superficies de Ti, compostos de fosfato de calcio (CaP) foram depositados sobre este material.
Dentre os métodos comumente utilizados, a conversdo quimica tém sido estudada [21,22].
Devido a sua semelhanca quimica com a fase inorganica do 0sso, os compostos CaP podem
estimular o processo de diferenciacdo osteogénica e atuar como fonte de fons incluindo Ca?*,
PO+> e HPO4>. Tais espécies, quando liberadas nos tecidos adjacentes ao implante, podem
regular as funcGes osteoblasticas [23], levando a uma supersaturacao idnica local e causando a
formacdo de apatita carbonatada [24]. O CaP é conhecido por ser atdxico e biocompativel,
degrada-se naturalmente no corpo humano e ser espontaneamente substituido por tecido vivo

ao longo do tempo.

Este estudo caracteriza duas superficies de Ti, a saber, SLA e NT, e também investiga o
impacto da imersdo em uma solucdo de calcificacdo supersaturada (SCS). Os materiais
preparados foram submersos em SCS a 37 °C por 12 h ou 24 h. As mudangas resultantes na
morfologia da superficie, composi¢do quimica e molhabilidade foram investigadas por uma
variedade de técnicas analiticas, incluindo microscopia eletrénica de varredura (MEV),
espectroscopia de energia dispersiva (EDS), espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), microscopia de forca atbmica (AFM), medidas de angulo de
contato com a &gua, avaliacdo da microdureza Vicker, difracdo de raios X com incidéncia

rasante (GIXRD) e espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS). Ensaios in
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vitro foram utilizados para avaliar a viabilidade celular, a atividade da fosfatase alcalina e a
capacidade de mineralizacdo extracelular das amostras preparadas. Este estudo oferece
informagdes cruciais sobre os mecanismos de modificacdo da superficie induzida por SCS em
substratos de Ti SLA e Ti NT. Essas informagdes podem ter implicagGes significativas no
projeto e desenvolvimento de biomateriais com propriedades aprimoradas de bioatividade e

osteointegracéo.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

4.2.1.1 SUPERFICIES SLA

As amostras SLA utilizadas neste estudo foram fornecidos pela PECLAB LTDA (Belo

Horizonte, Brasil, https://www.peclab.com.br/), fabricante de implantes dentarios. Estas

amostras foram um produto comercial constituido por discos de Ti jateados com alumina de

alta pureza (> 99%) e tratados com mistura de acido nitrico e acido fluoridrico.

4.2.1.2 SUPERFICIES NT

Amostras de Ti comercialmente puras (ASTM F67, 1ISO 5832-2) foram utilizadas neste
estudo. Substratos circulares de 9,8 mm de didmetro e 2,0 mm de espessura foram
inicialmente usinados e cortados a partir de barras comerciais de Ti. A camada de 6xido
presente nos discos foi removida por polimento metalografico. Esses discos foram
posteriormente lavados com acetona e agua destilada. Apds a lavagem, as amostras foram
secas em ar quente e, em seguida, imersas a temperatura ambiente em solugdo de acido
fluoridrico, acido nitrico e agua destilada. Os discos foram entdo enxaguados com agua
destilada e secos ao ar. Uma fonte de corrente continua (CC) mantida em 25 V foi utilizada
para o crescimento anddico dos nanotubos de TiO2. O processo de anodizagdo foi conduzido

por 90 min em uma célula eletroquimica de dois eletrodos, na qual um cesto de aco inoxidavel
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atuou como catodo. Uma solucéo de acido fosforico e acido fluoridrico foi utilizada como
eletrolito [17,18]. Ap6s a anodizacgdo, as amostras foram lavadas com agua deionizada e secas

ao ar.

4.2.1.3REVESTIMENTOS CaP

Para aumentar a molhabilidade e a hidrofilicidade das amostras de SLA e NT, elas foram
embebidas em solugdo aquosa de hidroxido de sédio (NaOH) 0,5 M a 60 °C por 60 min. Esse
tratamento é comumente utilizado para melhorar a bioatividade e as propriedades de adesdo
celular de biomateriais a base de titanio, aumentando a disponibilidade de grupos funcionais
na superficie e favorecendo a formacdo de compostos CaP, essenciais para a integracdo do
tecido 6sseo [25]. Em seguida, os discos foram secos ao ar e armazenados em um dessecador
de vidro sob vacuo. A SCS foi preparada conforme recomendado por Li et al. [26], utilizando
agua deionizada, cloreto de célcio, fosfato de amonio e carbonato de s6dio como reagentes.
Os substratos de Ti foram imersos nessa solugéo a 37 °C por 12 h e 24 h. Em seguida, foram
enxaguados com &gua deionizada e secos ao ar. A Figura 13 apresenta um resumo do trabalho

experimental realizado neste estudo.

Figura 13: Representacao esquematica do trabalho experimental realizado neste estudo. (a) amostras de Ti; (b)
superficie NT obtida por anodizacgdo; (c) Superficie SLA fornecida pelo fabricante; (d) etapa de imersdo em
NaOH; (e) imersao das amostras em solucdo supersaturada de calcio (SCS).
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4.3 CARACTERIZACOES

A microdureza das superficies SLA e NT foi medida usando um microdurdmetro Vickers
(FM-700, Future-Tech Corp.). Trinta indentacGes foram feitas em cada superficie usando uma
carga de 50 gf. A medida de AFM foi realizada no modo semi-contato no microscopio
NTEGRA Aura (NT-MDT Co.). Para a avaliacdo da rugosidade, a rugosidade média (Ra) foi
determinada a partir de 20 perfis horizontais e 20 perfis verticais gerados a partir de imagens
de 100 x 100 pm? Para a analise dos dados, foi utilizado o software Gwyddion

(http://gwyddion.net/). O angulo de contato de gotas sesseis de agua de 4 uL foi medido

usando o software Image J (https://imagej.nih.gov/) e 0 método de aproximacéo de esfera ou

elipse. Os ensaios de microscopia eletrénica foram realizados em microscépio FEG 3D da
FEI Quanta, com distancia de trabalho de 10,2 mm, tenséo de aceleracdo de 15 kV e corrente
de 1,1 nA. As amostras utilizadas nestes ensaios foram depositadas sobre substratos de
aluminio utilizando uma fita de carbono dupla face. As analises de EDS foram realizadas
usando um detector Bruker 5010 acoplado ao microscépio eletronico. A GIXD foi realizado
em um difratdmetro de raios X Rigaku Ultima IV, operando a 40 kV e 30 mA. Cu-Ka (A =
1,54 A) foi empregado como fonte de radiaco de raios X. Esses testes foram realizados com
um tamanho de passo de 0,01 ° e um angulo de incidéncia de 0,5 °. Os espectros de XPS
foram adquiridos com um angulo de incidéncia normal, utilizando um sistema SPECS

equipado com um analisador Phoibos-150 e uma fonte monocromatica de raios X Al-K,
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(1486,6 eV). A pressdo de base na cdmara de ultra-alto vacuo foi mantida em cerca de 1070
mbar. O deslocamento de carga foi corrigido usando o pico de C 1s em 284,6 eV para carbono
adventicio. O FTIR foi realizado em espectrébmetro Alpha Bruker usando um acessorio de
reflexdo total atenuada e um cristal de diamante como elemento refletor. Os espectros foram

registrados com resolucdo de 4 cm™ e 128 varreduras.

4.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

441 CULTURA CELULAR

Para este estudo, a linhagem celular MC3T3-E1 subclone 14, um pré-osteoblasto
imortalizado do cranio de camundongos neonatais (American Type Culture Collection,
Arlington, VA), foi cultivada em meio essencial minimo alfa (a-MEM) (Gibco)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Gibco™), estreptomicina (100
ug/mL) e penicilina (500 U/mL) (Invitrogen™). O meio de cultura foi trocado a cada
48 h ate atingir a confluéncia ideal de células. As células foram entdo destacadas com
1 mL de solucdo de tripsina (0,25%) e acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
(Gibco™) por 6 min a 37 °C, suspensas em 4 mL de meio fresco e transferidas para
novos frascos na proporcdo desejada (por exemplo, 1:5). Como os osteoblastos
apresentam reduzida formacdo de matriz mineralizada em passagens continuas, 0s
ensaios foram realizados na passagem 19. Para a realizacdo dos ensaios in vitro, as
amostras de cada grupo foram colocadas em triplicata em uma placa de 48 pocos para
todas as avaliacBes pretendidas e as células MC3T3-E1 foram semeadas a uma
densidade de 1,5x10* por pogo. Apds o plagueamento, foram incubadas a 37 °C em
estufa controlada por atmosfera contendo 5% de CO,. Para controle, todos os
procedimentos para cada ensaio in vitro foram realizados em pogos vazios. As amostras
foram esterilizadas por irradiacdo gama na dose de 12 kGy utilizando uma fonte de «Co
(modelo IR-214, tipo GB-127, Nordion Inc., Canada).

442 VIABILIDADE CELULAR
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A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-2H tetrazolio (MTT) (Life Technologies) em 24, 48 e 72 h. Neste ensaio, 130 uL
de a-MEM e 100 pL de MTT (5 mg/mL) foram adicionados por poco apds a remogao
completa do meio de tratamento. Ap6s 2 h de incubacdo a 37 °C, cristais de formazan
foram observados por microscopia optica e dissolvidos em 130 uL de dodecil sulfato de
sodio (SDS) a 10% em HCI 0,01 M (Sigma-Aldrich). Apds 18 horas, o conteudo dos
pocos foi homogeneizado, e 100 puL de cada um foi adicionado, em triplicata, a placas
de 96 pogos. A densidade Optica foi medida usando um espectrometro (Biotek, uQuant)
no comprimento de onda de 595 nm. A viabilidade celular média nos grupos
experimentais foi normalizada em relacdo a viabilidade média observada no grupo

controle.

443 DIFERENCIACAO CELULAR

Células MC3T3-El1 foram cultivadas em o-MEM suplementado com solucédo
osteogénica (2,165 mg/mL de B-glicerol fosfato + &cido ascorbico) (Sigma-Aldrich)
para induzir a diferenciacdo em uma linhagem osteogénica. As placas foram mantidas
em estufa de 5% de CO2 e o meio de diferenciagdo osteogénica foi trocado a cada 2

dias.

444 ATIVIDADE DA FOSFATASE ALCALINA

A atividade da fosfatase alcalina (ALP) foi avaliada pelo ensaio de kit 5-bromo-4-cloro-
3-indolil fosfato (BCIP) - sal nitroazul tetrazdlio (NBT) ap6s 3, 7 e 14 dias de
diferenciacdo. O meio de cultura foi descartado e as amostras foram lavadas com PBS
1x estéril e descartadas nos dias selecionados para anélise. As células foram entdo
incubadas com 200 pL/poco de uma solugdo de NBT/BCIP 1:1:8 em PBS por 2 h a
37 °C em 5% de CO». A presenca de precipitados azuis foi confirmada por microscopia
Optica, e 210 puL/pogo de dodecil sulfato de sodio (SDS) HCl a 10% foi adicionado para
suavizar as células sem remover a solugédo incubada de NBT/BCIP. As placas foram

incubadas durante a noite para promover a solubilizacdo dos precipitados. Apo6s 18 h,
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100 pL de cada pogo foram transferidos em triplicata para uma placa de 96 pocos e a

densidade oOptica foi medida em espectrofotdmetro (Biotek, uQuant) a 595 nm.

4.45 ENSAIO DE MINERALIZACAO

A mineralizacdo da matriz extracelular foi avaliada pela coloracdo de vermelho de
alizarina ap6s 10, 14 e 21 dias de diferenciacdo. Ao final de cada periodo, 0 meio dos
pocos foi descartado e as células lavadas com PBS 1x estéril, pH 7,4. As células foram
entdo fixadas em etanol absoluto a 70% por 1 h em refrigerador. Ap6s a remocdo da
solucdo de etanol, os pocos foram lavados com &gua destilada, que foi descartada, e
entdo 200 pL de solucdo corante de vermelho de alizarina (Sigma-Aldrich®) na
concentragdo de 40 mmol/L (pH 4,2) foram adicionados e agitados por 20 min. O
corante foi removido e os pocos foram lavados novamente com &gua destilada até que o
sobrenadante estivesse limpo. 200 puL de cloreto de cetilpiridinio a 10% foram entdo
adicionados aos pogos e agitados por 30 min. Apos esse tempo, 100 uL. de cada poco
foram transferidos em triplicata para uma nova placa de cultura de fundo plano de 96
pocos e a densidade Optica foi medida em espectrofotdmetro (Biotek, uQuant) a
550 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem da area mineralizada em

relacdo a area total analisada.

4.46 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos ensaios bioldgicos foi realizada por ANOVA one-way seguida
do teste de Tukey utilizando o software GraphPad 8.0. Os dados foram expressos como

média + desvio padréo ao nivel de significancia de 5%.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO



64

A Figura 14a apresenta os valores médios de microdureza medidos neste estudo. A
dureza esta diretamente associada a resisténcia ao desgaste e a abrasao do Ti, 0 que é
crucial para a durabilidade dos implantes a longo prazo [27]. Os valores de microdureza
encontrados para as amostras SLA foram superiores aos das superficies NT, medindo
311,5 £ 28,5 HV (dureza de Vicker) em comparacdo com 244,9 + 22,2 HV. Este
resultado & consistente com estudos anteriores que atribuiram a alta dureza das
superficies SLA as mudancas estruturais induzidas pelo processo de jateamento. No
processo SLA, particulas de areia sdo projetadas sobre a superficie do Ti, aumentando
sua rugosidade e induzindo deformacéo plastica local e tenséo residual compressiva no
material [28]. Esta alta rugosidade desempenha um papel critico no aumento da
microdureza, aumentando a area de superficie e fornecendo maltiplos pontos de contato
entre o penetrador e o material durante o teste de dureza. Como resultado, o material
apresenta maior dureza devido a essas caracteristicas superficiais. Além disso, as
tensdes residuais compressivas geradas atuam como mecanismo de reforco, inibindo a
formacdo e propagacdo de fissuras e deslocagBes. Essa resisténcia inerente a
deformagdo contribui ainda mais para o0 aumento observado na microdureza.
Finalmente, o jateamento pode induzir o endurecimento a medida que os deslocamentos
se acumulam no material. Esse fendmeno fortalece ainda mais o material, tornando-o
mais resistente a deformacdes posteriores [29]. A presenca de porosidade na camada de
nanotubos tipicamente reduz a dureza das amostras NT devido a sua estrutura porosa
[30]. Além disso, a natureza ibnica da camada de nanotubos de TiO, com menor
densidade desempenha um papel nas propriedades mecanicas das superficies NT,
alterando o processo de fratura e tornando-as parcialmente frageis. As medidas de
microdureza para ambas as amostras de NT e SLA apresentaram desvios padrdo
relativamente elevados devido a irregularidades na superficie e heterogeneidades nas

amostras, como também observado por Lim et al. [31].

As Figuras 14b e 14d exibem imagens AFM (100 x 100 pm?) de superficies NT e SLA.
Uma comparacdo das morfologias da superficie revela que as irregularidades sdo mais
pronunciadas na amostra SLA. A rugosidade Ra. da superficie SLA foi
significativamente maior (Ra = 561,7 £ 69,0 nm) em relag&o a superficie NT (Ra=317,1
+ 42,7 nm). Estd claro que os tratamentos de condicionamento acido e jateamento
afetaram significativamente a morfologia da superficie do SLA, resultando em

superficies rugosas. Imagens AFM de semi-contato de area reduzida (1,2 x 1,2 pm?)
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também foram obtidas, como mostram as Figuras 14c e 14e. Essas imagens revelam que
a superficie SLA ndo apresenta caracteristicas nanomeétricas, ao passo que a superficie
do NT exibe rugosidade nanométrica praticamente uniforme, promovendo a
diferenciagdo, proliferagdo e mineralizagdo de osteoblastos durante o processo de
osseointegracdo [10-12].

Figura 14: (a) Comparag&o dos valores de microdureza para amostras NT e SLA. Imagens AFM
mostrando a topografia da superficie de NT (b —c) e SLA (d —e).
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A Figura 15a mostra fotografias de goticulas de agua gotejadas sobre as superficies
SLA e NT. A medida do &ngulo de contato com a 4gua oferece uma avaliacdo direta da
hidrofilicidade e da capacidade de molhamento das superficies tratadas. Isso é um fator
critico na osseointegracdo, pois pode influenciar a interacdo entre a superficie, fluidos

bioldgicos, proteinas e células [17,18]. Dessa forma, a compreensdo do comportamento
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hidrofilico das superficies fornece informacdes valiosas sobre sua eficacia na promocéo
da integracdo do implante com os tecidos circundantes e na sua resposta bioldgica.
Esses fatores séo essenciais para garantir a estabilidade e a funcionalidade do implante.
De acordo com a equacdo de Young, o angulo de contato intrinseco (6y) é dado pela

equacéo (1):

cos 6, = O — 0l (D
Oly

onde sy, ysI, Yiv SA0 as tensdes superficiais das interfaces solido-vapor, sélido-liquido e
liquido-vapor, respectivamente. Uma superficie é considerada hidrofilica se 6y for
menor que 90°, enquanto um angulo de contato maior que 90° é indicativo de uma
superficie hidrofdbica. A natureza quimica e a rugosidade de uma superficie sdo fatores-
chave que afetam sua molhabilidade. Segundo Wenzel, esses fatores podem amplificar
os efeitos da hidrofilicidade ou hidrofobicidade causada pela composi¢do quimica da
superficie. Enquanto a equacdo de Young considera superficies sélidas ideais,
homogéneas, lisas e planas, a equacdo de Wenzel explica a infiltracdo de liquido em
sulcos. Além disso, este ultimo considera a diferenca entre o angulo de contato medido
(6m) € o angulo de contato de Young (6y), onde (r) é o fator rugosidade conforme

descrito na Equacéo (2) [32]:

cos 0, =r.cos B, (2)

Os angulos de contato meédios avaliados para amostras preparadas em diferentes
condi¢des sdo mostrados na Figura 15b. Esses testes foram realizados com amostras
antes e apds a imersdo em solugdes de NaOH e SCS. O comportamento hidrofilico da
amostra SLA foi melhorado apo6s a imersdo em NaOH, evidenciado por uma reducéo
significativa no angulo de contato com a &gua de cerca de 81 ° para 16 °. De fato, uma
comparacgdo das fotografias (Figuras 15a-i e 15a-ii) tiradas para amostras de SLA néo
tratadas e tratadas com NaOH revelou um aumento significativo na molhabilidade. Este
resultado revela que o tratamento alcalino ndo sé aumenta a rugosidade superficial
como também altera suas propriedades quimicas, resultando em uma melhora
significativa na hidrofilicidade. A insercdo da Figura 15 mostra imagens AFM das
superficies de SLA e NT apos tratamento alcalino. Cristais de NaOH s@o observados

nesses materiais, 0 que pode explicar o aumento observado na molhabilidade. A
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presenca desses cristais tambem fez com que a rugosidade superficial (Ra) NT e SLA
aumentasse de 317,1 + 42,7 nm e 561,7 + 69,0 nm para 351,1 £ 60,3 nm e 821,7 +
131,0 nm, respectivamente. A conversdo quimica das amostras em solucdo de SCS por
24 h apresentou comportamento semelhante, diminuindo o dngulo de contato para cerca
de 15 ° (Figuras 15a-iii e 15b). O CaP € conhecido por seu comportamento hidrofilico e
sua presenca causou a diminuicdo do angulo de contato com a agua para a superficie
SLA. Resultados semelhantes foram relatados por Wei et al. [33]. Nesse estudo, 0s
autores empregaram um tratamento quimico para modificar a superficie de um
revestimento micro-arco oxidado (MAQ) contendo Ca e P. Este revestimento MAO
tratado quimicamente foi aquecido entre 400 °C e 800 °C. Os autores observaram a
formacdo de um revestimento compdsito amorfo hidrofilico a base de TiO2, que
facilitou o desenvolvimento de uma camada continua de células MG63 na superficie do
revestimento preparado, proporcionando um ambiente 6timo para a proliferacéo celular.
A imersdo das amostras NT em solucdo de NaOH resultou em uma diminuicdo no
angulo de contato com a &gua de 19 ° para 11 °, confirmando o aumento da
hidrofilicidade resultante do tratamento alcalino. Isso também fica evidente na
comparagdo com amostras ndo tratadas (Figuras 15a-iv, 15a-v e 15b). Quando o CaP foi
depositado por conversdo quimica, o angulo de contato diminuiu para cerca de 0 °
(Figuras 15a-vi e 15b), indicando que a superficie pode ser totalmente molhada pela
agua. Este é um achado importante, pois a molhabilidade superficial dos biomateriais
determina a cascata biologica de eventos na interface biomaterial/hospedeiro [34]. A
deposicdo de CaP na superficie do NT resulta em reducdo da rugosidade superficial

devido ao bloqueio parcial dos nanotubos de TiO».

Figura 15: (a) Imagens mostrando a molhabilidade superficial de amostras submetidas a diferentes
tratamentos: (i) SLA; (ii) imersdo em NaOH; (iii) imersdo em NaOH seguida de conversdo quimica em
SCS por 24 h; (iv) NT; (v) imersdo em solugdo de NaOH; (vi) imersdo em solucdo de NaOH e SCS por
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24 h. (b) Angulos de contato com a agua avaliados para essas amostras. Insercéo: Imagens AFM de
superficies SLA e NT apds tratamento alcalino com solugdo de NaOH.
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As Figuras 16a e 16b mostram imagens MEV das superficies de SLA e NT. Essas
amostras exibem texturas diferentes; o SLA apresenta irregularidades, enquanto o NT é
mais homogéneo. As morfologias detalhadas dos substratos sdo mostradas nas imagens
ampliadas. Para o SLA, observa-se um 6xido homogéneo, enquanto que para substratos
NT sdo visiveis nanotubos de TiO2 com didmetros em torno de 100 nm, como esperado
para anodizacdo realizada a 25 V [17,18]. Imagens MEV das superficies SLA e NT apds
conversao quimica por 12 h e 24 h sdo apresentadas nas Figuras 16¢c a 16f.
Independentemente do tempo de imersdo no SCS, o CaP esteve presente em todas as
amostras, indicando a modificacdo bem-sucedida tanto da SLA quanto da NT. A
camada de CaP formada na superficie SLA pode ser vista em detalhes na Figura 16c.
Ao examinar a superficie NT, vale ressaltar que, embora o revestimento de CaP cubra o
topo dos nanotubos de TiOg, eles ainda sdo visiveis. As estruturas cubicas observadas na
Figura 16e séo cristais de NaCl formados na solucéo de SCS.
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Figura 16: Imagens SEM de substratos SLA e NT antes (a — b) e ap6s (c — f) imersdo em SCS. As
micrografias (a), (c) e (e) correspondem a superficie SLA, enquanto (b), (d) e (f) referem-se a amostra do
NT.
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A Figura 17a mostra 0 mapa quimico elementar obtido para a amostra NT apds
conversao quimica. Esses mapas mostram que 0s revestimentos sdao constituidos de Ca,

P e O, indicando a formagéo de um composto CaP. A Figura 17b mostra um espectro de
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EDS coletado. As energias de raios X caracteristicos dos elementos Ti, F, O, Na, Si, Cl,
Ca e P foram identificadas como esperado. Si provém do processo de polimento
realizado com lixas, enquanto F ¢é derivado da solucéo de anodizacdo. Além disso, Na e
Cl sdo atribuidos a solugdo SCS.

Figura 17: (a) Mapeamento elementar de EDS e (b) espectro representativo de EDS da superficie NT
imersa em solucdo SCS a 37 °C por 24 h.
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A Figura 18 mostra os padrdes de GIXRD obtidos para amostras de SLA e NT imersas
em solugdo SCS por 12 h ou 24 h. Esses padrfes mostram linhas de difragéo
correspondentes a Ti, TiO2, NaCl e fosfato octacalcico (OCP — um precursor da
hidroxiapatita). As linhas associadas ao OCP sdo mais intensas para superficies NT do
que para as amostras SLA, sugerindo que as propriedades de superficie desempenham
um papel critico na promocéo da deposi¢do de fosfato. O tamanho dos cristalitos OCP
foi determinado usando a equacao de Scherrer. Os valores obtidos apds 12 h de imersdo
foram 20 nm para a superficie SLA e 14 nm para a superficie NT. Apds 24 h de

imersao, os valores diminuiram para 8 nm para SLA e aumentaram para 18 nm para NT.

Figura 18: Padr6es GIXRD de amostras NT e SLA imersas em solugdo SCS por 12 ou 24 horas.
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A Figura 19 apresenta os espectros de XPS coletados das amostras imersas em SCS por
24 h. Em contraste com 0 GIXRD, os resultados do XPS fornecem informagdes sobre os
nandmetros superiores dos substratos. Esses espectros mostram picos de Na 1s, O 1s, Ti
2p, Ca 2p, C1s, Cl 2p e P 2p. A presenca de Ca e P no Ti revela a deposicdo de um
revestimento de CaP, com as maiores concentracfes encontradas na superficie do NT,
como mostra a Tabela 5. A relacdo Ca/P, que é comumente usada para estimar a fase
fosfatada formada nas superficies, também estd listada na Tabela 5 [35-37]. Uma
relacdo Ca/P em torno de 1,67 corresponde a formacdo de apatita nos 0ssos, engquanto
uma relacéo entre 1,37 e 1,45 indica formacdo de OCP [35,36]. Uma relacdo Ca/P de
1,2-2,2 indica a formacéo de fosfato de calcio amorfo, enquanto uma relagédo de 1 indica
a formacdo de fosfato dicalcico diidratado [37]. Os resultados indicam a presenca de
diferentes fosfatos nas superficies, como observado nas camadas superficiais
examinadas pelo XPS. O OCP ¢ indicado estar presente na amostra SLA apds imersdo

em SCS por 24 h, enquanto CaP amorfo € observado nas amostras NT.

Figura 19: Espectros XPS de superficies NT e SLA imersas em SCS por 24 h.
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Tabela 5: Composicgdo elementar obtida por XPS (em %).
Surface Ca P Ti 0] C Na Cl Ca/P

SCS-SLA 10.6 7.4 7.3 254 45.2 1.4 2.7 1.43

SCS-NT 154 12.2 7.6 51.7 11.6 15 - 1.26

A Tabela 6 exibe as energias de ligacdo dos picos observados no XPS ap0s o0 ajuste de
deslocamento, utilizando o pico do C 1s como referéncia. Os valores de Ca 2ps/2 entre
347,0 e 347,4 eV e os valores de P 2p entre 133,1 e 132,9 eV confirmam a formacéao de
fosfato de calcio [38,39]. A presenca de TiO2 em todas as superficies € indicada pelos
valores de Ti 2ps2 em torno de 458,4 eV [39]. A compreenséo do espectro de O 1s neste
trabalho é complexa devido a sobreposicdo de picos, o que dificulta a distin¢do entre
espécies de oxigénio associadas a 0xidos, hidroxidos e compostos organicos [39]. Na 1s
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a 1071,6 eV sugere NaCl na superficie SLA imersa, os valores em torno de 1072,4 eV
indicam o fosfato de sodio [40]. Cl 2p32 também indica a presenca de NaCl na amostra
imersa SLA [40]. A presenca de NaCl também é indicada pelo GIXRD (Figura 18).

Tabela 6: - Energia de ligacdo dos picos observados no XPS (em eV).

Surface Ca 2pare P2p Ti 2pap O 1s C1ls Na 1s Cl 2par2
SCS-SLA 347.3 133.1 458.3 530.9 284.6 1071.6 198.2
SCS-NT 347.4 133.0 458.3 530.1 284.6 1072.4 -

A Figura 20 mostra os espectros de FTIR obtidos para as superficies SLA e NT ap6s o
tratamento de conversdao quimica. As bandas de absor¢do em torno de 1020 cm+,
600 cm™ e 560 cm™ s&o atribuidas a grupos PO+* [41]. A banda em torno de 960 cm™
pode ser devida a grupos HPO,* [42]. Esses grupos sdo observados em compostos de
CaP, indicando que a formacdo do revestimento foi bem-sucedida. Além disso, as
bandas sdo mais evidentes nas superficies NT em comparacdo com as superficies SLA,
sugerindo uma deposicdo mais eficaz do revestimento CaP nas primeiras. Esses

resultados estdo em concordancia com os reportados anteriores.

Figura 20: Espectros de FTIR de superficies NT e SLA apds 24 h de imersdo em solucdo SCS.
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De acordo com a analise GIXRD, a imersdo em SCS tem o potencial de crescer OCPs
na superficie do substrato. A concentracdo desses OCPs varia de acordo com o tempo
de imersdo e o tipo de superficie, sendo que esta Ultima tem o impacto mais
significativo. Como mostrado por AFM e MEV, a diferenca na morfologia da superficie
¢ importante, com as superficies SLA e NT apresentando diferentes niveis de
rugosidade. A presenca de OCP na camada NT indica que esta superficie € mais
propensa a deposicdo de fosfatos de calcio cristalizados do que a amostra comercial de
SLA. A lenta liberagcdo de ions OH" durante a imersdo, provavelmente facilitada pela
composicao da solucdo e pela penetracdo prévia da solucdo de NaOH nos nanotubos de
TiO», pode explicar sua contribuicdo para o processo de formagdo de hidroxiapatita.
Tem sido relatado que as superficies NT tém um efeito positivo sobre 0 comportamento
biologico do Ti devido a sua rugosidade em nanoescala, melhor molhabilidade e
osteogénese in vivo favoravel [18,43]. Tais resultados sdo consistentes com 0s
apresentados neste estudo, que fornece informacdes valiosas sobre a modificagdo da

superficie do titanio e suas ligas. A Figura 21 mostra esquematicamente a evolugéo
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observada para as superficies de Ti testadas neste trabalho em funcdo do tratamento

aplicado.

Figura 21: Evolucdo esquematica observada para superficies de Ti testadas neste trabalho em funcéo do
tratamento aplicado.

— -
/< ° /d
Aumento na molhabilidade pela dgua o
(’_',O'\H 0—p—0
NT Na* car cl)‘
liraed Imersdo ,(’?
Anodizacdo J em NaOH O | Conversio quimica
B N s |
Ti Ti Ti
(&=
S
Imersdo
em NaOH Conversdo quimica
— —> —
Jateamento,
Grdos grandes, SLA
Ataque dcido

A Figura 22a mostra a evolucdo da viabilidade das células MC3T3-E1 pre-
osteoblasticas apds 24, 48 e 72 h de cultura. Todas as superficies apresentaram mais de
70% de viabilidade celular, indicando que sdo vidveis e atdxicas. Entretanto, a
superficie NT modificada com CaP apresentou aumento progressivo e significativo da
viabilidade celular ao longo do tempo, atingindo aproximadamente 200% apds 72 h.
Essa tendéncia sugere que a superficie NT modificada por CaP tem uma influéncia
positiva na viabilidade celular. A Figura 22b mostra a mineralizacdo da matriz
extracelular no Ti apds 10, 14 ou 21 dias de cultivo. A quantidade de matriz
mineralizada em contato com essas superficies aumentou entre 10 e 14 dias, sendo a
superficie NT modificada com CaP a que apresentou maior aumento. Apos 14 dias, a
esse material apresentou um aumento de 6 vezes na matriz mineralizada (600%), o que
é um nivel notavel de comportamento osteogénico em um periodo relativamente curto.
A superficie NT também apresentou aumento significativo da matriz mineralizada aos
14 dias, com valor em torno de 350%. Em contraste, a superficie SLA ndo atingiu seu
maior valor (cerca de 200%) até 21 dias, sugerindo que esse processo € mais lento para
esta amostra. A atividade da fosfatase alcalina (ALP) é demonstrada na Figura 22c. A

ALP é um marcador precoce da diferenciacdo osteoblastica e um componente essencial
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da mineralizacdo Ossea [44]. Os resultados mostram que as células em todas as
superficies de Ti induziram diferenciacdo no dia 3, mas a superficie NT modificada com
CaP apresentou a maior atividade de ALP. Este resultado confirma que tal material
apresenta maior resposta bioldgica, induzindo diferenciagdo osteoblastica precoce e
rapida mineralizacdo 0ssea. Em conclusdo, os ensaios in vitro realizados neste estudo
demonstram o0 uso promissor das amostras aqui desenvolvidas em aplicacOes
biomédicas. As amostras exibiram alta viabilidade celular, atoxicidade e propriedades
osteogénicas, com a superficie NT modificada com CaP apresentando o melhor

desempenho. Isso destaca a eficacia da deposicéo de CaP na superficie NT.

Figura 22: (a) Ensaio MTT mostrando a viabilidade de células MC3T3-E1 apds 24, 48 ou 72 horas. (b)
Mineralizacdo da matriz extracelular apds 10, 14 e 21 dias de cultura. (c) Atividade da fosfatase alcalina
(ALP) medida apds 3, 7 ou 14 dias. *p < 0,05 vs. grupo controle; #p < 0,05 vs. SLA; ap < 0,05 vs. NT.
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O diferencial deste estudo esta na comparacdo entre uma superficie comercial de Ti
SLA e uma superficie NT de TiO2, uma abordagem que raramente foi explorada na
literatura. Notavelmente, a superficie NT exibiu uma deposicdo significativamente
maior de CaP, como evidenciado pela concentragdo pronunciada das espécies Ca, P e
fosfato sobre ela. Essa melhora tanto na topografia da superficie quanto na composicéo
quimica apo6s a modificacdo do CaP torna a superficie NT particularmente promissora
para potenciais aplicacfes de implantes em Vvarios cendrios clinicos. No entanto, a
camada NT apresenta menores valores de microdureza, o que pode afetar a estabilidade
dos implantes dentarios ou qualquer aplicacdo em que a resisténcia a abrasao seja
importante. A importadncia do comprometimento da reatividade superficial para
melhorar os processos de funcionalizacdo, a morfologia da superficie para a fixagdo
celular e as propriedades mecénicas das superficies NT e SLA sdo destacados neste
estudo. Este trabalho também abre novas oportunidades para exploracdo adicional e

potenciais avangos na tecnologia de implantes e biomateriais.

4.6 CONCLUSOES

Neste estudo, duas superficies de titanio, a saber, SLA e NT, foram investigadas. Os
valores de microdureza das amostras de SLA foram superiores aos das superficies NT.
Este resultado é consistente com relatos anteriores que atribuem a alta dureza das
superficies SLA as mudancas estruturais induzidas pelo jateamento. Por outro lado, a
presenca de porosidade na superficie NT tipicamente reduz sua dureza. A rugosidade Ra
da superficie SLA foi significativamente maior do que a da superficie NT. O
comportamento hidrofilico da amostra SLA foi melhorado ap6s a imersdo em NaOH,
evidenciado por uma reducdo significativa no angulo de contato com a agua. A
conversao gquimica desta amostra em SCS durante 24 h reduziu ainda mais o angulo de
contato para cerca de 15°. A imersdo das amostras de NT em solugdo de NaOH resultou
em diminuicdo do angulo de contato com a agua, confirmando o aumento da
hidrofilicidade resultante do tratamento alcalino. Este angulo de contato tornou-se
desprezivel quando o CaP foi depositado por conversdo quimica, indicando que esta
superficie é altamente hidrofilica. A deposicdo de CaP na superficie do NT resulta em
reducdo da rugosidade superficial devido ao bloqueio parcial dos nanotubos de TiO2. A
quantidade de CaP depositada na superficie do NT foi maior, evidenciada pela alta
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concentracdo dos grupos funcionais Ca, P e fosfato sobre ela. A topografia da superficie
e a composicdo quimica da superficie NT modificada com CaP podem ser vantajosas
para seu uso como implante em aplicac@es clinicas. Ensaios in vitro mostraram que a
modificacdo quimica das superficies NT com CaP resultou em amostras viaveis e
atoxicas que mineralizaram rapidamente. Isso sugere que a deposi¢do de CaP na
superficie NT por conversdo quimica € uma abordagem eficaz para aumentar a

bioatividade dessas superficies.



79

4.7 REFERENCIAS

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

M. Khodaei, S. Hossein Kelishadi, The effect of different oxidizing ions on
hydrogen peroxide treatment of titanium dental implant, Surf. Coatings Technol.
353 (2018) 158-162. https://doi.org/10.1016/j.surfcoat.2018.08.037.

D. V. Portan, A.A. Kroustalli, D.D. Deligianni, G.C. Papanicolaou, On the
biocompatibility between TiO, nanotubes layer and human osteoblasts, J.
Biomed. Mater. Res. - Part A. 100 A (2012) 2546-2553.
https://doi.org/10.1002/jbm.a.34188.

A.N. Gravina, A.A. Rubert, M. Bertuola, M. Ferndndez Lorenzo de Mele,
Bioactivity enhancement of cerium-containing titanium oxide nanotubes.
Relationship between surface reactivity and nanostructuring process, Surf.
Coatings Technol. 378 (2019) 124968.
https://doi.org/10.1016/j.surfcoat.2019.124968.

D. Buser, N. Broggini, M. Wieland, R.K. Schenk, A.J. Denzer, D.L. Cochran, B.
Hoffmann, A. Lussi, S.G. Steinemann, Enhanced bone apposition to a chemically
modified SLA titanium surface, J. Dent. Res. 83 (2004) 529-533.
https://doi.org/10.1177/154405910408300704.

F. Wang, C. Li, S. Zhang, H. Liu, Tantalum coated on titanium dioxide
nanotubes by plasma spraying enhances cytocompatibility for dental implants,
Surf. Coatings Technol. 382 (2019) 125161.
https://doi.org/10.1016/j.surfcoat.2019.125161.

A. Wennerberg, T. Albrektsson, Effects of titanium surface topography on bone
integration: a systematic review, Clin. Oral Implants Res. 20 (2009) 172-184.
https://doi.org/10.1111/j.1600-0501.2009.01775.x.

H. Jiang, T. Zhang, W. Zhou, Z. Lin, Z. Liu, Effect of plasma oxidation —Treated
TiOx film on early osseointegration, Int. J. Oral Maxillofac. Implants. 33 (2018)
1011-1018. https://doi.org/10.11607/jomi.6680.

Y. Li, W. Wang, H. Liu, J. Lei, J. Zhang, H. Zhou, M. Qi, Formation and in
vitro/in vivo performance of “cortex-like” micro/nano-structured TiO coatings
on titanium by micro-arc oxidation, Mater. Sci. Eng. C. 87 (2018) 90-103.
https://doi.org/10.1016/j.msec.2018.02.023.

M. Tak, H. Tomar, R.G. Mote, Synthesis of titanium nanotubes (TNT) and its
influence on electrochemical micromachining of titanium, Procedia CIRP. 95
(2020) 803-808. https://doi.org/10.1016/j.procir.2020.01.140.

P. Mu, Y. Li, Y. Zhang, Y. Yang, R. Hu, X. Zhao, A. Huang, R. Zhang, X. Liu,
Q. Huang, C. Lin, High-throughput screening of rat mesenchymal stem cell
behavior on gradient TiO2 nanotubes, ACS Biomater. Sci. Eng. 4 (2018) 2804
2814. https://doi.org/10.1021/acshiomaterials.8b00488.

W.Q. Yu, X.Q. Jiang, F.Q. Zhang, L. Xu, The effect of anatase TiO> nanotube
layers on MC3T3-E1 preosteoblast adhesion, proliferation, and differentiation, J.
Biomed. Mater. Res. - Part A. 94 (2010) 1012-1022.
https://doi.org/10.1002/jbm.a.32687.



[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

80

K. Von Der Mark, S. Bauer, J. Park, P. Schmuki, Another look at “Stem cell fate
dictated solely by altered nanotube dimension,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
106 (2009) 2130-2135. https://doi.org/10.1073/pnas.0903663106.

L. Peng, A.D. Mendelsohn, T.J. LaTempa, S. Yoriya, C.A. Grimes, T.A. Desai,
Long-Term small molecule and protein elution from TiO2 nanotubes, Nano Lett.
9 (2009) 1932-1936. https://doi.org/10.1021/n19001052.

K.C. Popat, M. Eltgroth, T.J. LaTempa, C.A. Grimes, T.A. Desai, Decreased
Staphylococcus epidermis adhesion and increased osteoblast functionality on
antibiotic-loaded titania nanotubes, Biomaterials. 28 (2007) 4880-4888.
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2007.07.037.

K. Vasilev, Z. Poh, K. Kant, J. Chan, A. Michelmore, D. Losic, Tailoring the
surface functionalities of titania nanotube arrays, Biomaterials. 31 (2010) 532—
540. https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2009.09.074.

S. Minagar, C.C. Berndt, J. Wang, E. lvanova, C. Wen, A review of the
application of anodization for the fabrication of nanotubes on metal implant
surfaces, Acta Biomater. 8 (2012) 2875-2888.
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2012.04.005.

E. Marchezini, F.P. Oliveira, R. Lopes, T. Almeida, P.L. Gastelois, M.D.
Martins, Controlling morphological parameters of a nanotubular TiO2 coating
layer prepared by anodic oxidation, Mater. Res. Express. 7 (2020) 25017.
https://doi.org/10.1088/2053-1591/ab6f35.

E. Marchezini, T.C.S. de Almeida, F. de P. Oliveira, J.D.S. Albergaria, S. Ghosh,
M.A.B. Tavares, R.R. Leite, G.A.B. Silva, M.D. Martins, Comparative study of
nanostructured TiO, and SLA surface modifications for titanium implants:
Surface morphology and in vitro evaluation, Mater. Res. 25 (2022) 1-10.
https://doi.org/10.1590/1980-5373-MR-2021-0613.

S. Szmukler-Moncler, D. Perrin, V. Ahossi, G. Magnin, J.P. Bernard, Biological
properties of acid etched titanium implants: Effect of sandblasting on bone
anchorage, J. Biomed. Mater. Res. Part B Appl. Biomater. 68B (2004) 149-159.
https://doi.org/10.1002/jbm.b.20003.

L. Chambrone, J.A. Shibli, C.E. Mercurio, B. Cardoso, P.M. Preshaw, Efficacy
of standard (SLA) and modified sandblasted and acid-etched (SLActive) dental
implants in promoting immediate and/or early occlusal loading protocols: A
systematic review of prospective studies, Clin. Oral Implants Res. 26 (2015)
359-370. https://doi.org/10.1111/clr.12347.

T. Mokabber, L.Q. Lu, P. van Rijn, A.l. Vakis, Y.T. Pei, Crystal growth
mechanism of calcium phosphate coatings on titanium by electrochemical
deposition, Surf. Coatings Technol. 334 (2018) 526-535.
https://doi.org/10.1016/j.surfcoat.2017.12.011.

E. Vidal, J. Buxadera-Palomero, C. Pierre, J.M. Manero, M.P. Ginebra, S.
Cazalbou, C. Combes, E. Rupérez, D. Rodriguez, Single-step pulsed
electrodeposition of calcium phosphate coatings on titanium for drug delivery,
Surf. Coatings Technol. 358 (2019) 266-275.
https://doi.org/10.1016/j.surfcoat.2018.11.037.



[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

81

R.Z. LeGeros, Calcium phosphate-based osteoinductive materials, Chem. Rev.
108 (2008) 4742—-4753. https://doi.org/10.1021/cr800427g.

A.M.C. Barradas, H. Yuan, C.A. van Blitterswijk, P. Habibovic, Osteoinductive
biomaterials: current knowledge of properties, experimental models and
biological mechanisms, Eur. Cell. Mater. 21 (2011) 407-429.
https://doi.org/10.22203/eCM.v021a31.

K.S. Raja, M. Misra, K. Paramguru, Deposition of calcium phosphate coating on
nanotubular anodized titanium, Mater. Lett. 59 (2005) 2137-2141.
https://doi.org/10.1016/j.matlet.2005.01.084.

F. Li, Q.L. Feng, F.Z. Cui, H.D. Li, H. Schubert, A simple biomimetic method
for calcium phosphate coating, Surf. Coatings Technol. 154 (2002) 88-93.
https://doi.org/10.1016/S0257-8972(01)01710-8.

M. Kulkarni, A. Mazare, E. Gongadze, S. Perutkova, V. Kralj-Igli¢, I. MiloSev,
P. Schmuki, A. Igli¢, M. Mozeti¢, Titanium nanostructures for biomedical
applications, Nanotechnology. 26 (2015) 62002. https://doi.org/10.1088/0957-
4484/26/6/062002.

E. Velasco-Ortega, I. Ortiz-Garcia, A. Jiménez-Guerra, L. Monsalve-Guil, F.
Mufioz-Guzon, R.A. Perez, F.J. Gil, Comparison between sandblasted acid-
etched and oxidized titanium dental implants: In vivo study, Int. J. Mol. Sci. 20
(2019). https://doi.org/10.3390/ijms20133267.

A. Fitzner, J. Palmer, B. Gardner, M. Thomas, M. Preuss, J.Q. da Fonseca, On
the work hardening of titanium: new insights from nanoindentation, J. Mater. Sci.
54 (2019) 7961-7974. https://doi.org/10.1007/s10853-019-03431-w.

S. Durdu, G. Cihan, E. Yalcin, A. Altinkok, Characterization and mechanical
properties of TiO2 nanotubes formed on titanium by anodic oxidation, Ceram. Int.
47 (2021) 10972-10979. https://doi.org/10.1016/j.ceramint.2020.12.218.

B.-S. Lim, H.-R. Cho, H.-C. Choe, Nanotube shape changes on Ti-6Al-4V alloy
via various applied potential for bio-implants, Appl. Nanosci. 12 (2022) 3329-
3336. https://doi.org/10.1007/s13204-022-02541-3.

M. Surmeneva, P. Nikityuk, M. Hans, R. Surmenev, Deposition of ultrathin
nano-hydroxyapatite films on laser micro-textured titanium surfaces to prepare a
multiscale surface topography for improved surface wettability/energy, Materials
(Basel). 9 (2016) 862. https://doi.org/10.3390/ma9110862.

D. Wei, Y. Zhou, C. Yang, Structure, cell response and biomimetic apatite
induction of gradient TiO»-based/nano-scale hydrophilic amorphous titanium
oxide containing Ca composite coatings before and after crystallization, Colloids
Surfaces B Biointerfaces. 74 (2009) 230-237.
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2009.07.025.

F. Rupp, R.A. Gittens, L. Scheideler, A. Marmur, B.D. Boyan, Z. Schwartz, J.
Geis-Gerstorfer, A review on the wettability of dental implant surfaces I:
Theoretical and experimental aspects, Acta Biomater. 10 (2014) 2894-2906.
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2014.02.040.

A. Thirugnanam, T.S. Sampath Kumar, U. Chakkingal, Tailoring the bioactivity



[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

82

of commercially pure titanium by grain refinement using groove pressing, Mater.
Sci. Eng. C. 30 (2010) 203-208. https://doi.org/10.1016/j.msec.2009.10.002.

M. Li, M. Wang, L. Wei, A. Werner, Y. Liu, Biomimetic calcium phosphate
coating on medical grade stainless steel improves surface properties and serves as
a drug carrier for orthodontic applications, Dent. Mater. 39 (2023) 152-161.
https://doi.org/10.1016/j.dental.2022.12.009.

A. Roguska, M. Pisarek, M. Andrzejczuk, M. Dolata, M. Lewandowska, M.
Janik-Czachor, Characterization of a calcium phosphate-TiO2 nanotube
composite layer for biomedical applications, Mater. Sci. Eng. C. 31 (2011) 906-
914. https://doi.org/10.1016/j.msec.2011.02.009.

T. FU, H. LI, J. SUN, G. LI, W. LI, H. ZHANG, Facile hydrothermal synthesis
of TiO2-CaP nano-films on Ti6Al4V alloy, Trans. Nonferrous Met. Soc. China.
25 (2015) 1122-1127. https://doi.org/10.1016/S1003-6326(15)63706-2.

R. V Chernozem, M.A. Surmeneva, B. Krause, T. Baumbach, V.P. Ignatov, A.l.
Tyurin, K. Loza, M. Epple, R.A. Surmenev, Hybrid biocomposites based on
titania nanotubes and a hydroxyapatite coating deposited by RF-magnetron
sputtering: Surface topography, structure, and mechanical properties, Appl. Surf.
Sci. 426 (2017) 229-237. https://doi.org/10.1016/j.apsusc.2017.07.199.

J.F. Moulder, J. Chastain, R.C. King, Handbook of X-ray photoelectron
spectroscopy: A reference book of standard spectra for identification and
interpretation of XPS data, Physical Electronics, Eden Prairie, 1995.

G.M.L. Dalménico, D.F. Silva, P.F. Franczak, N.H.A. Camargo, M.A.
Rodriguez, Elaboration biphasic calcium phosphate nanostructured powders,
Boletin La Soc. Espafiola Ceramica y Vidr. 54 (2015) 37-43.
https://doi.org/10.1016/j.bsecv.2015.02.006.

A. Roguska, M. Pisarek, M. Andrzejczuk, M. Lewandowska, K.J. Kurzydlowski,
M. Janik-Czachor, Surface characterization of Ca-P/Ag/TiO2 nanotube composite
layers on Ti intended for biomedical applications, J. Biomed. Mater. Res. Part A.
100A (2012) 1954-1962. https://doi.org/10.1002/jom.a.34044.

J. Huang, X. Zhang, W. Yan, Z. Chen, X. Shuai, A. Wang, Y. Wang,
Nanotubular topography enhances the bioactivity of titanium implants,
Nanomedicine Nanotechnology, Biol. Med. 13 (2017) 1913-1923.
https://doi.org/10.1016/j.nan0.2017.03.017.

W. Na, M.-K. Kang, S.-H. Park, D.Y. Kim, S.Y. Oh, M.-S. Oh, S. Park, I.-J.
Kang, Y.-H. Kang, Aesculetin accelerates osteoblast differentiation and matrix-
vesicle-mediated mineralization, Int. J. Mol. Sci. 22 (2021) 12391.
https://doi.org/10.3390/ijms222212391.



83

5. MODIFICACAO QUIMICA DE SUPERFICIES NANOTUBULARES DE Ti
COM FOSFATO DE CALCIO E RANELATO DE ESTRONCIO PARA
APLICACOES BIOMEDICAS

O processo de anodizacdo é capaz de criar uma superficie nanoestruturada (NT) sobre o
Ti utilizado em implantes osseointegraveis. Essa modificacdo possui o potencial de
aprimorar o processo de osseointegracdo. Neste trabalho foi realizada a modificacdo
quimica da superficie NT pela incorporacdo de fosfato de célcio (CaP) e ranelato de
estréncio (RSr) e uma conjugacdo desses compostos. Os resultados obtidos
demonstraram sucesso nas deposi¢fes, sem que ocorresse 0 bloqueio total dos
nanotubos. De acordo com 0s ensaios in vitro, todas as superficies funcionalizadas
demonstraram alta viabilidade celular. Além disso, as superficies NT/CaP e
NT/CaP+RSr aceleraram o processo de mineralizacdo. Notavelmente, o tratamento com
RSr na superficie NT mostrou-se eficaz na promocao da diferenciacdo osteogénica.
Esses resultados destacam o elevado potencial das superficies analisadas na area da
implantodontia.

Submetido para Materials Chemistry and Physics em outubro de 2023.

5.1. INTRODUCAO

O titanio (Ti) e suas ligas sdo amplamente utilizados em implantes dentarios devido a
sua significativa resisténcia a corrosdo, grande biocompatibilidade, baixa densidade,
alto modulo de elasticidade e notavel estabilidade quimica, biologica e mecénica [1-3].
A medida que a demanda por dispositivos odontol6gicos aumenta por razdes
reabilitadoras e estéticas, ha uma necessidade de melhoria continua nas superficies de Ti
[4-6]. Sabe-se que fatores topogréaficos e quimicos desempenham um papel critico no
processo de osseointegracio [7-10]. E relatado que o Ti tem alta inércia bioldgica, o que
pode levar a uma osseointegracao lenta e deficiente e ao afrouxamento do implante ao
longo do tempo [11-12]. Como resultado, os implantes de Ti sdo frequentemente
submetidos a tratamentos de superficie para aumentar sua rugosidade, aposi¢cdo 0ssea e
capacidade de osseointegracdo [13-14]. Dentre esses tratamentos superficiais, a
oxidacdo anodica merece destaque. Esse processo produz nanotubos de TiO2 de
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comprimentos e didmetros personalizados, resultando em aumento da area de contato
osso-implante, melhor ancoragem para osteoblastos, aumento da aposicdo éssea e
melhor capacidade geral de osseointegracdo [15-17]. Superficies nanotubulares (NT)
também apresentam potencial significativo para funcionalizacdo. Portanto, a deposicao
de varios compostos em superficies NT tem sido bastante estudada [18-19]. Dentre
essas opcgoes, o fosfato de calcio (CaP) tem emergido como um candidato promissor
devido a sua capacidade de promover proliferacéo, diferenciacdo e deposi¢do mineral de
osteoblastos [20,21]. Em um estudo recente [22], mostramos que a incorporacdo de CaP
em superficies NT pode melhorar significativamente seu comportamento bioldgico,
promovendo seu uso na engenharia de tecido 6sseo. Os ensaios in vitro mostraram que
tais superficies sdo candidatas promissoras para uso biomédico, exibindo alta
viabilidade celular, ndo-toxicidade e propriedades osteogénicas.

O ranelato de estréncio (RSr) tem recebido grande atencdo por seu papel no tratamento
da osteoporose, particularmente em mulheres na po6s-menopausa, resultando em
aumento da densidade Ossea e reducdo do risco de fratura [23-25]. O RSr é
recomendado para pacientes com osteoporose grave que ndo responderam aos
tratamentos convencionais para a osteoporose, desde que ndo apresentem
contraindicages, tais como hipertensdo ndo controlada, histérico confirmado ou atual
de doenca cardiaca isquémica, doenca arterial periférica e/ou doenca cerebrovascular.
Seu mecanismo de acdo é estimular a formacdo de novos 0ssos, inibindo a reabsor¢édo
[26]. Isso ocorre promovendo a proliferacdo e diferenciacdo de células pré-
osteoblasticas e reduzindo a atividade osteoclastica durante a remodelacdo dssea.
Contudo, a administragdo oral do RSr tem sido associada a efeitos adversos, incluindo
exantema medicamentoso com eosinofilia e, em alguns casos, hipomineralizacdo 0ssea.
[29]. Portanto, é imperativo avaliar os efeitos da administracdo local de RSr sobre
implantes [29, 30].

Neste estudo, realizamos uma andalise comparativa entre uma superficie NT de Ti antes
e apos a modificacdo com CaP e RSr. Esta é a primeira vez que tal abordagem é relatada
na literatura, enfatizando a novidade e a importancia deste estudo. As amostras
preparadas foram examinadas por varias técnicas, incluindo microscopia eletronica de
varredura (MEV), espectroscopia de energia dispersiva (EDS), difusividade térmica,

microscopia de forca atbmica (AFM), medidas de angulo de contato com a &gua,
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difracdo de raios X de incidéncia rasante (GIXRD) e espectroscopia de fotoelétrons por
raios X (XPS). Ensaios in vitro foram utilizados para avaliar a viabilidade celular, a
atividade da fosfatase alcalina e o potencial de mineralizagéo extracelular dos materiais
preparados.

5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

5.2.1.1 SUBSTRATOS NT

Substratos circulares de 9,8 mm de didmetro e 2,0 mm de espessura foram cortados a
partir de barras comerciais de Ti (ASTM F67, ISO 5832-2). Polimento metalografico foi
utilizado para remover a camada de 6xido presente nessas amostras. Em seguida, foram
enxaguados com acetona e agua destilada. Apos essa etapa de limpeza, os discos foram
Secos com ar quente e imersos a temperatura ambiente em solucdo de acido fluoridrico,
acido nitrico e agua destilada. Posteriormente, foram lavados com bastante agua
destilada e secos ao ar. Uma fonte de corrente continua (CC) de 25 V foi usada para o
crescimento anddico dos nanotubos de TiO2. O processo de anodiza¢do durou 90 min e
foi conduzido em uma célula eletroquimica composta por dois eletrodos, tendo um cesto
de aco inoxidavel desempenhando o papel de catodo. Uma solucdo contendo acido
fosforico e acido fluoridrico foi utilizada como eletrolito [15, 16]. Apos a anodizacgdo, as
amostras foram lavadas com agua deionizada, secas ao ar e mantidas em dessecador sob

vacuo.

5.2.1.2 MODIFICACAO COM CaP e RSr

Para melhorar a molhabilidade e a hidrofilicidade das superficies NT, elas foram

primeiramente imersas em uma solugdo aquosa de hidroxido de sédio (NaOH) 0,5 M a
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60 °C por 60 min. Tem sido relatado que esta abordagem aumenta a concentracao de
grupos OH" hidrofilicos nas superficies tratadas, ocasionando o aumento do pH na parte
interna dos nanotubos, favorecendo a nucleacdo dos fosfatos de calcio [31]. Apds essa
etapa, os substratos foram secos ao ar e armazenados em dessecador a vacuo. O CaP foi
preparado a partir de dgua deionizada, nitrato de célcio, fosfato de aménio e hidroxido
de sddio, conforme recomendado em outro trabalho [32]. A concentracdo de CaP na
solugdo preparada foi de 0,1 g.L, como sugerido por Guo et al. [33] O RSr foi
adquirido de um fornecedor brasileiro (Aradjo Manipulagdo) e posteriormente disperso
em agua com uma concentracio de 0,256 g.L?, conforme na literatura. [34]. As
amostras NT de TiO> foram imersas por 2 h a 60 °C e 50 rpm em trés diferentes
solugdes, conforme descrito na Tabela 7. Essas amostras foram entdo deixadas resfriar
até a temperatura ambiente, secas ao ar e armazenadas em um dessecador. O trabalho

experimental realizado neste estudo esta resumido na Figura 23.

Tabela 7: Composicao das solucBes de CaP e RSr preparadas neste estudo.

Solugéo (1000 mL) CaP/g RSr/g
1 0,1 -
2 - 0,256
3 0,1 0,256

Figura 23: Esquema do trabalho experimental realizado neste estudo. (a) amostras de
Ti; (b) oxidacdo anddica; (b1) superficie de nanotubos de TiO2; (c) imersdo em solugédo
de NaOH; (d-e) etapa de imersdo; f) amostras modificadas a superficie.
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5.3 CARACTERIZACOES

A analise de AFM foi realizada no modo semi-contato em microscopio NTEGRA Aura
(NT-MDT Co.). A analise dos dados foi realizada por meio do software Gwyddion. O
angulo de contato com goticulas sésseis de 4 uL de agua foi medido pelo método de
aproximacdo esférica ou eliptica usando o software Image J. A analise por MEV foi
realizada em microscopio FEG 3D FEI Quanta em tensdo de aceleracdo de 15 kV,
corrente de 1,1 nA e distancia de trabalho de 10,2 mm. As amostras foram montadas em
porta-amostras de aluminio com fita de carbono dupla face. Um detector Bruker 5010
acoplado ao microscépio eletronico foi utilizado para analise de EDS. O GIXRD foi
realizado em difratdbmetro de raios X Rigaku Ultima 1V, operando a 40 kV e 30 mA.
Cu-Ky (0 = 1,54 A) foi empregada como fonte de radiagio. Esses testes foram
realizados com um tamanho de passo de 0,01° e um angulo de incidéncia de 0,5°. Os
espectros de XPS foram coletados no angulo de decolagem normal usando um sistema
SPECS equipado com um analisador Phoibos-150 e uma fonte monocromaética de
raios X Al-Kq (1486,6 eV). A pressao de base na camara de ultra-alto vacuo foi mantida
em cerca de 10° mbar. O deslocamento de carga foi corrigido usando o pico de C 1s
em 284,6 eV para o carbono adventicio.

E bem reconhecido que o processo de osseointegracio pode ser afetado adversamente
pelo calor gerado pelo atrito durante a cirurgia de implante oral [35]. Além disso, 0
aquecimento excessivo na interface implante-osso pode resultar na retencdo de calor
dentro do tecido 0sseo, potencialmente levando a necrose dssea [36]. Por esta razdo, a
investigacao da transferéncia de calor em tais materiais é de grande importancia. Neste
estudo, avaliamos a difusividade térmica das amostras preparadas a temperatura
ambiente utilizando o Método do Quadrupolo Térmico [37, 38]. Para tanto, utilizou-se
um aparelho flash Protolab QuadruFlash 1200. Foram testadas amostras de 2 mm de
espessura e 12 mm de didmetro. O Guia ISO/BIPM para a Expressao da Incerteza na

Medicdo (GUM) foi utilizado para estimar a incerteza associada a esses ensaios [39].



88

5.4 ENSAIOS IN VITRO

5.4.1 CULTURA CELULAR

A linhagem celular MC3T3-E1 subclone 14, que consiste em pré-osteoblastos
imortalizados derivados do cranio de camundongos neonatais (American Type Culture
Collection), foi utilizada neste estudo. Essas células foram cultivadas em meio essencial
minimo alfa (a-MEM) (Gibco suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Gibco), estreptomicina (100 u g.mL™) e penicilina (500 U.mL™) (Invitrogen). O meio
de cultura foi renovado a cada 48 h até atingir uma confluéncia celular étima. Em
seguida, as células foram destacadas com solugdo de 1 mL de tripsina (0,25%) e &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) (Gibco™) por 6 min a 37 °C, suspensas em 4 mL de
meio fresco e transferidas para novos frascos na proporcao desejada (por exemplo, 1:5).
Para evitar a reduzida formacdo de matriz mineralizada observada nos osteoblastos nas
passagens mais elevadas, os ensaios foram realizados na passagem 19. As amostras de
cada grupo foram colocadas em triplicata em uma placa de 48 pocos para experimentos
in vitro. As células MC3T3-E1 foram semeadas a uma densidade de 1,5x10* células por
poco. Apos o plaqueamento, as células foram incubadas a 37 °C em atmosfera
controlada com 5% de CO». Como controle, todos os procedimentos para cada ensaio in
vitro foram realizados em pogos vazios. Antes do uso, as amostras foram esterilizadas
com radiacio gama utilizando uma dose de 12 kGy e uma fonte de %°Co (modelo IR-
214, tipo GB-127, Nordion Inc.).

5.4.2 VIABILIDADE CELULAR

A citotoxicidade celular foi avaliada pelo ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT) (Life Technologies) em trés momentos distintos: 24,
48 e 72 h. Neste ensaio, 130 pL de o-MEM e 100 pL de solugdo de MTT (5 mg.mL-1)
foram adicionados a cada pog¢o ap6s a remocdo do meio de tratamento. Apds incubagéo

por 2 horas a 37 °C, cristais de formazan foram visualizados por microscopia éptica e,
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em seguida, dissolvidos em 130 uL de solucdo contendo dodecil sulfato de sodio (SDS)
a 10% em HCI 0,01 M (Sigma-Aldrich). Ap6s uma incubacéo adicional de 18 horas, 0
contetido dos pocos foi homogeneizado e 100 uL de cada poco foram adicionados em
triplicata a placas de 96 pocgos. A densidade Optica foi entdo medida em um
comprimento de onda de 595 nm usando um espectrometro (Biotek, uQuant). A
viabilidade celular média nos grupos experimentais foi normalizada em relacdo a

viabilidade média observada no grupo controle.

5.4.3 DIFERENCIACAO CELULAR

Células MC3T3-E1 foram cultivadas em o-MEM suplementado com uma solucédo
osteogénica (consistindo de 2,165 mg.mL™ R-glicerol fosfato e acido ascorbico) Sigma-
Aldrich. Essa suplementacdo foi utilizada para promover a diferenciacdo das células em
uma linhagem osteogénica. As placas de cultura foram mantidas em estufa de 5% de
CO:2 e 0 meio de diferenciacdo osteogénica foi renovado a cada 48 h.

5.4.4 ATIVIDADE DA FOSFATASE ALCALINA

A atividade da fosfatase alcalina (FA) foi avaliada usando o ensaio do kit 5-bromo-4-
cloro-3-indolil fosfato (BCIP) - sal nitroazul tetrazdlio (NBT) em trés momentos
diferentes: 7, 14 e 21 dias apds a diferenciacdo. Nos dias de analise designados, o0 meio
de cultura foi aspirado e as amostras foram cuidadosamente lavadas com PBS 1x estéril
antes de prosseguir. As células foram entdo incubadas com 200 pL/pogo de uma solugdo
de NBT/BCIP 1:1:8 em PBS por 2 h a 37 °C em um ambiente de 5% de CO2. A
presenca de precipitados azuis foi confirmada por microscopia de luz. Para facilitar a
suavizacdo celular sem perturbar a solucdo incubada de NBT/BCIP, foram adicionados
210 pL por pogo de SDS a 10% em solugéo de HCI. As placas foram entdo incubadas
durante a noite para facilitar a solubilizacdo dos precipitados. Ap6s 18 h, 100 uL de
cada poco foram transferidos em triplicata para uma placa de 96 pocos e a densidade

Optica foi medida a 595 nm usando um espectrofotdmetro (Biotek, uQuant).
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5.4.5 ENSAIO DE MINERALIZACAO

A mineralizacdo da matriz extracelular foi avaliada pela coloracdo de vermelho de
alizarina ap0ds 10, 14 e 21 dias de diferenciacdo. Ao final de cada periodo, 0 meio de
cultura foi aspirado dos pogos e as células foram lavadas com PBS 1x estéril em pH 7,4.
As células foram entdo fixadas em etanol absoluto a 70% por 1 h em refrigerador. Ap6s
a retirada da solugdo de etanol, os pocos foram lavados com &gua destilada,
descartando-se as lavagens a cada vez. Em seguida, 200 pL de solucdo de corante
vermelho de alizarina (Sigma-Aldrich) na concentragdo de 40 mmol. L™ (pH 4,2) foi
adicionado a cada poco e agitado suavemente por 20 min. O corante foi entdo aspirado e
os pogos foram lavados com &gua destilada até que o sobrenadante estivesse limpo. 200
uL de cloreto de cetilpiridinio a 10% foram ent&o adicionados aos po¢os e agitados por
30 min. Em seguida, 100 pL de cada pogo foram transferidos em triplicata para uma
nova placa de cultura de fundo plano de 96 pocos e a densidade Optica foi medida
usando um espectrofotdmetro (Biotek, uQuant) a 550 nm. Os resultados sdo expressos

em porcentagem da area mineralizada em relacdo a area total analisada.

5.4.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos ensaios bioldgicos foi realizada com ANOVA one-way seguida
do teste de Tukey utilizando o software GraphPad 8.0. Os dados sdo apresentados como

média * desvio padrdo e a significancia estatistica foi estabelecida em 5%.

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 24a mostra imagens de AFM de uma amostra NT de Ti preparada neste
estudo. Uma superficie nitidamente irregular com micro e nanoporosidade pode ser
observada, o que é devido a presenca de nanotubos de TiO2. Além disso, as imagens
foram feitas em ampliagbes menores (50 x 50 um) revelam as caracteristicas
micrométricas da superficie. A rugosidade média aritmética (Ra) avaliada para este

material foi de 317 + 43 nm. Tais propriedades de superficie tém sido relatadas para
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melhorar significativamente a diferenciacdo, proliferacdo e mineralizacdo de
osteoblastos durante a osseointegracdo [40-42]. As Figuras 24b-i e 24b-ii mostram
micrografias MEV da superficie NT, revelando uma camada uniforme de nanotubos de
TiO2 medindo aproximadamente 100 nm de diametro. As Figuras 24b-iii e 24b-iv
mostram micrografias do material ap6s imersdao em CaP, enquanto as Figuras 24b-v e
24b-vi exibem imagens apOs imersdo em CaP + RSr. Dois tipos de depositos
superficiais, estruturas semelhantes a agulhas e cristalitos, sdo observados nessas
imagens. As Figuras 24b-vii e 24b-viii exibem micrografias da superficie NT apos
imersdo em solucdo de RSr. Ndo ha diferencas perceptiveis nas imagens MEV de
aumento inferior mostradas nas Figuras 24b-i e 24b-vii. No entanto, a Figura 24b-viii
ndo mostra a topografia caracteristica dos nanotubos de TiO> em compara¢do com a
Figura 24b-ii, indicando bloqueio parcial dos poros como resultado da deposicdo de
RSr. No entanto, vale ressaltar que ndo houve bloqueio completo do TiO2 nanotubos, 0

gue € uma caracteristica desejavel.

Figura 24: (a) Imagens AFM de superficies NT mostrando diferentes aspectos da topografia da
superficie. (b) Imagens de MEV obtidas para amostras preparadas neste estudo. (i-ii) amostra de Ti
nanotubular; (iii-iv) amostra modificada com CaP; (v-vi) amostra modificada com CaP e RSr; (vii-viii)
amostra modificada com RSr. O circulo amarelo indica a presenca de estruturas semelhantes a agulhas
nas amostras modificadas, tipicas de compostos de CaP.
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A Figura 25 mostra os mapas quimicos EDS obtidos para amostras NT antes e apds a
imersdo em solucBes de CaP, CaP + RSr e RSr. A Figura 26 mostra os espectros de
EDS coletados para esses materiais, identificando picos correspondentes a C, Ti, F, O,
Si, Ca, P e Sr. O pico de Si provavelmente vem de polimento abrasivo, F é introduzido

durante a etapa de anodizacdo e C advém de contaminagéo organica.

Figura 25: Mapeamento EDS obtido para a amostra NT (a) antes e ap6s a imersao em (b) solugdes de
CaP, (c) CaP + RSr e (d) RSr.
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Figura 26: Espectros de EDS coletados para a superficie do NT (a) antes e apds a imersao em (b)
solucGes de RSr, (c) CaP e (d) CaP + RSr.
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A Figura 27a mostra o levantamento dos espectros XPS obtidos para a superficie NT
antes e apds a imersdao em solucfes de CaP e RSr. Estes resultados confirmam que a
superficie de Ti foi coberta ap6s o processo de imersdo, como evidenciado pela
presenca dos picos de Ca 2p, P 2p, Sr 3p e Sr 3d nos espectros de EDS. Além disso, a
presenca de picos de Na 1s ressalta a eficacia do pré-tratamento com NaOH. O XPS é
uma ferramenta valiosa para a caracterizacdo dos compostos de CaP formados nas
superficies estudadas, como evidenciado pelas relagdes Ca/P resumidas na Tabela 8. A
amostra imersa na solucdo de CaP apresentou relacdo Ca/P de 2,0, indicando a
formacdo de tetrafosfato de célcio (Cas(POs)20). A superficie imersa na solugdo CaP +
RSr apresentou relacdo Ca/P de 1,7, notavelmente proxima da relacdo tipicamente
observada para hidroxiapatita (HA), que é de 1,67 [43,44].
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Tabela 8: Composi¢do quimica elementar determinada pelo XPS (at.%).

Amostra (@] N C Ti F Na P Ca Sr  CalP

Ti 531 16 195 186 46 2.6 - - - -

CaP 542 48 130 16.1 - 30 29 58 - 2.0

Sr 547 13 192 176 - 4.6 - - 2.6 -
CaP+RSr 55.4 - 170 165 - 44 18 31 18 1.7

A Figura 27b mostra os padroes GIXRD das amostras aqui preparadas. Todas as
amostras apresentam a presenca de picos de Ti relacionados ao substrato e a camada
NT. A amostra imersa em RSr também mostra um pico de baixa intensidade em torno
de 25°, indicando a incorporagdo de RSr ao material como uma fase amorfa. Picos de
difracdo atribuidos a HA sdo observados na amostra imersa na solucdo de CaP. A
amostra imersa em CaP + RSr mostra a presenca de HA, confirmando a deposicdo deste
composto. As analises XPS e GIXRD indicam a presenca dos mesmos compostos nas
amostras examinadas. As diferencas na caracterizacdo observadas para a amostra de
CaP podem ser atribuidas as diferentes profundidades investigadas por essas técnicas.
XPS € uma técnica sensivel a superficie que caracteriza regides dentro de alguns
angstrons da superficie da amostra, enquanto GIXRD sonda profundidades na faixa de
micrémetros [45].
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Figura 27: (a) levantamento dos espectros XP e (b) padrées GIXRD da superficie NT antes (i) e, apds a
imersdo em solucgdes RSr (ii), CaP (iii) e RSr + CaP (iv).
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Todas as amostras testadas exibiram propriedades hidrofilicas nos ensaios de
molhabilidade mostrados na Figura 28, evidenciadas por angulos de contato abaixo de
90°. Especificamente, a deposicdo de CaP nas superficies NT reduziu sua
hidrofilicidade, aumentando o angulo de contato de 19,9 ° para 35,3 °. Por outro lado, a
imersdo das amostras NT na solucdo de RSr aumentou sua hidrofilicidade e promoveu
melhor molhabilidade, reduzindo o angulo de contato para 8,7 °. A imersdo em uma
solucdo de CaP + RSr produz um intermedidrio de molhabilidade entre as duas
superficies mencionadas anteriormente, confirmando a influéncia do CaP e do RSr nas
propriedades de molhabilidade do Ti. Com um angulo de contato de 15,4 °, sugere uma
influéncia competitiva dos compostos depositados, resultando em uma molhabilidade

equilibrada.
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Figura 28: medidas do angulo de contato da superficie NT antes e ap6s a imersao nas solucées CaP, CaP
+ RSre RSr.
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A Figura 29a mostra os ensaios de MTT realizados neste trabalho. A viabilidade celular
manteve-se consistentemente acima de 70% para todas as superficies ao longo de 24 h e
48 h. De fato, o numero de células viaveis excede o dos grupos NT e controle,
ressaltando a natureza ndo citotoxica das superficies e os efeitos benéficos dos
revestimentos. Embora a amostra imersa na solugédo de CaP tenha um angulo de contato
maior (Figura 28), os resultados do MTT indicam que a quimica de superficie
desempenha um papel muito mais importante do que a molhabilidade na manutencédo da
viabilidade celular. Os resultados da FA na figura 29b mostram que a deposicéo isolada
de RSr resultou em diferenciacdo celular superior em 3 dias. Embora a diferenciagéo
celular tenha sido temporariamente reduzida aos 7 dias, ela atingiu niveis mais elevados
em 14 dias, superando as demais superficies. Esse resultado demonstra que o RSr
desempenha um papel importante na diferenciacdo celular. Esse comportamento pode
estar relacionado tanto a quimica da superficie quanto ao menor angulo de contato (8,7 °
— Figura 28) das amostras modificadas por RSr, o que resulta em maior contato
superficie-célula. Além dos efeitos da quimica de superficie, vale ressaltar que a
superficie pode ativar mecanismos de mecanotransducdo nas células. Essa ativagao
induz as células mesenquimais a se diferenciarem em osteoblastos, como descrito por
Nikukar et al. [17]. Vale ressaltar que, mesmo ap6s 14 dias, o grupo NT ainda apresenta
melhor diferenciacdo celular do que as superficies CaP e CaP+ RSr. Isso destaca a

influéncia da topografia da superficie no processo de diferenciagéo celular.
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A Figura 29¢c mostra que a deposicdo mineral foi significativamente maior em todas as
amostras funcionalizadas do que nas amostras controle e NT (p < 0,05), com as
amostras modificadas com CaP e CaP + RSr exibindo os maiores teores. Apés 10 dias, a
matriz mineralizada observada para as amostras RSr e CaP + RSr era quase o dobro do
controle, e no 14 ° dia, os valores para todas as amostras funcionalizadas, especialmente
as superficies CaP e CaP + RSr, eram pelo menos trés vezes maiores. Isso indica que as
superficies CaP e CaP + RSr, em particular, podem acelerar a deposi¢cdo de matriz
mineralizada bem antes da marca esperada de 21 dias. A subsequente diminui¢do da
matriz mineralizada aos 21 dias pode ser atribuida a sua deposicao acelerada em apenas
14 dias. Isso demonstra que o CaP promove a deposicdo mineral devido a sua
semelhanca quimica com o 0sso natural, enquanto a RSr desempenha um papel mais

importante na diferenciagdo e no aumento da molhabilidade.
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Figura 29: (a) ensaio de MTT mostrando a viabilidade das células MC3T3-E1 ap6s 24 ou 48 h. (b)
atividade da fosfatase alcalina (FA) medida apés 3, 7 ou 14 dias. (c) mineralizacdo da matriz extracelular
apos 10, 14 e 21 dias de cultivo. *p < 0,05 vs. grupo controle; *p < 0,05 vs. NT/CaP; @p < 0,05 vs. NT; &p

<0,05vs. NT / CaP + RSr.
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Os valores de difusividade térmica para as amostras aqui testadas sdo apresentados na
Tabela 9. Estes valores de difusividade térmica séo calculados em média a partir de 10
medi¢bes consecutivas realizadas em condi¢cdes repetidas. A incerteza relativa
expandida da difusividade térmica (fator de cobertura k = 2) foi estimada em 7,5%. Os
resultados mostram que ndo houve diferenca significativa na difusividade térmica entre
as amostras examinadas. Esses resultados indicam que a transferéncia de calor dos
espécimes com e sem a camada NT é equivalente e que ndo haveria diferenca no

aquecimento durante o implante cirdrgico. Estudos anteriores destacaram 0 risco
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potencial de dano tecidual durante a preparacdo de implantes de Ti devido ao calor
gerado dentro do corpo [46, 47]. Para mitigar essas preocupacdes, € fundamental
favorecer a dissipacdo do calor gerado durante o processo de implantagdo através da
superficie. Vale ressaltar que o processo de anodizacdo realizado neste estudo néo
alterou as propriedades térmicas do Ti, mantendo sua capacidade de manter a dissipacdo

de calor.

Tabela 9: Difusividade térmica medida a 25 °C.

Amostra Difusividade térmica
(m*s)
Superficie NT 1 6,55
Superficie NT 2 6,70
Superficie NT 3 6,51
Superficie da base 1 6,65
Superficie da base 2 6,69
Superficie do base 3 6,64

As modificaces superficiais implementadas neste estudo tém grande potencial para
melhorar o uso de superficies de Ti em aplicacGes biomédicas. A camada NT formada
por anodizacdo fornece uma plataforma versatil para a incorporacdo de varias espécies,
como CaP e RSr, devido a presenca de maltiplos locais, incluindo nanotubos de TiO,
que criam condicdes favoraveis para sua incorporacdo. A superficie interna dos
nanotubos de TiO2 aumenta significativamente a area de superficie disponivel para a
incorporacdo dessas espécies. Testes de molhabilidade confirmaram a energia
superficial, reatividade e hidrofilicidade relativamente altas dessas camadas. Além
disso, a camada porosa atua como uma matriz capaz de se ligar a grupos hidroxila ou
compostos como farmacos, resultando em mudltiplos locais na superficie do Ti para
reacOes e modificacbes quimicas. A estrutura do NT tem grande potencial para
incorporar substancias como farmacos, antibioticos e espéecies idnicas, que podem entao
ser liberadas durante o processo de osseointegracdo, aumentando as propriedades
biomédicas dessas interfaces de varias maneiras. A Tabela 10 resume os trabalhos
recentes sobre a modificacdo de superficies nanotubulares de Ti. Nota-se que diferentes
métodos de modificacdo tém sido aplicados a esta superficie, destacando-se sua
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versatilidade e a possibilidade de modifica-la com diferentes compostos. Neste estudo,

foi demonstrado que as células responderam de forma positiva as modificacbes de

superficie empregadas, reforcando ainda mais o seu potencial para aplicacdes

biomédicas.

Tabela 10: Trabalhos recentes sobre modificagdo de superficies nanotubulares de Ti.

Referéncia Deposicao Metodo Observacdes
Este Fosfato de calcio / Ranelato  Imerséo RSr desempenhou
trabalho de Sr um papel na
diferenciacéo celular
e as superficies
preparadas
mostraram a
capacidade de
acelerar a deposicgéo
mineral.
Wang et Hidroxiapatita Presséo Fortes ligagOes
al.,2023 negativa foram formadas
[48] entre as superficies
de TiOz e
hidroxiapatita, e
testes de
osseointegragéo in
vivo foram
realizados.
Simon et Ag Imersao A
al., 2022 biocompatibilidade e
[49] 0 desempenho
antimicrobiano
foram demonstrados
nas amostras
preparadas.
Caoetal., Oxido de grafeno Eletrodeposicéo As superficies
2022 [50] apresentaram maior
reatividade
bioldgica.
lynoon Ciprofloxacina/vaterita/oxido Meétodo de As superficies
Jariyaetal. de grafeno precipitacdo/Dip  apresentaram maior
[51] reduzido/policaprolactona -coating reatividade biologica

e liberagéo lenta de
antibidticos.
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Travo etal. Peptideos Imersdo A diferenciagéo
[52] osteoblastica e a
atividade

antibacteriana foram
demonstradas nas

superficies
preparadas.
Qiaoxiaet  Hidroxiapatita/acido tanico Imerséo O revestimento
al. [53] resultante mostrou
boa

citocompatibilidade
para proliferacéo e
adesdo osteoblastica.

Yanetal. Interleucina-4 Imersdo A superficie
[54] apresentou regulacao
anti-inflamatoria.
Panela et Zn Tratamento A superficie
al. [55] hidrotérmico melhorou a
compatibilidade
sanguinea e
promoveu
endotelizacéo.
Piszczek et  Nanoparticulas de Ag Deposicédo A superficie
al. [56] quimica de modificada com Ag
vapor demonstrou forte
atividade bactericida
e fungicida.
Es-Souni et Polimero Zwitter idnico Imerséo e A camada
al. [57] fotoenxertia funcionalizada

apresentou alta
repeléncia proteica e

bacteriana
Lietal. Proteina morfogenética 6ssea Carregamento A superficie
[58] promoveu a adeséo,

proliferacéo,
diferenciacéo e
osseointegracédo

iniciais dos

osteoblastos.

Weietal.  Exossomo Incubagéo A superficie
[59] melhorou a

biofuncionalidade
dos nanotubos de Ti.
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Yazici et Peptideos/fosfato de calcio Incubacao/ A superficie
al. [60] deposicéo peptidica apresentou
eletroquimica atividade

antimicrobiana e o
fosfato de calcio foi
formado com
SuCesso.
Zhang et Hidroxiapatita Deposicgéo A superficie
al. [61] eletroquimica apresentou
biocompatibilidade e
um forte
intertravamento
mecanico entre a
hidroxiapatita e os
nanotubos foi

observado.
Radtke et Nanoparticulas de Ag Deposicédo A superficie
al. [62] quimica de apresentou alta
vapor atividade

antimicrobiana,
biocompatibilidade e
néo citotoxicidade.
Bartmanski  (nano)hidroxiapatita/ Método Hidroxiapatita tem
etal. [63] nanocobre eletroforético sido observada
dentro da estrutura
nanotubular e as
deposicoes
aumentam a
molhabilidade das
superficies.

5.6 CONCLUSOES

A funcionalizacdo superficial de superficies NT de Ti é uma estratégia promissora para
melhorar a osseointegracdo. Neste estudo, foi investigado o efeito de CaP, RSr e uma
combinacdo desses compostos sobre a quimica de superficie, molhabilidade, viabilidade
celular, diferenciacdo celular e capacidade de mineralizacdo de superficies de Ti. A
analise microscopica revelou a presenca de depdsitos sem obstruir os nanotubos de
TiO2. A composi¢do quimica das superficies e a eficicia do processo de modificacdo
quimica foram confirmadas por analises de EDS, XPS e DRX. Os testes de

molhabilidade ressaltaram a natureza quimica distinta das superficies e destacaram o
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efeito significativo da RSr sobre o Ti. Os ensaios de MTT mostraram que todas as
superficies eram ndo-citotoxicas e mantiveram melhor viabilidade celular em
comparagdo com o0s grupos NT e controle, especialmente no caso das amostras
revestidas com CaP. Curiosamente, apesar das maiores medidas de angulo de contato
associadas a melhor viabilidade celular, € evidente que a quimica de superficie
desempenha um papel priméario. Nos ensaios de FA, embora a diferenciacdo celular
tenha sido temporariamente reduzida em 7 dias para a amostra modificada por RSr, ela
atingiu niveis mais altos em 14 dias, superando as outras superficies. Esse achado
mostra que o RSr desempenha um papel importante na diferenciacdo celular. RSr e
CaP+ RSr apresentaram maior deposi¢do mineral em apenas 10 dias. No entanto, todas
as superficies funcionalizadas aceleraram significativamente a deposi¢do mineral em 14
dias, superando a superficie NT e o grupo controle. Dentre as superficies
funcionalizadas, as superficies revestidas com CaP apresentaram a maior deposi¢do
mineral, seguidas pelas superficies CaP + RSr. Isso indica que o CaP também tem um
efeito positivo sobre a deposicdo mineral. Os resultados obtidos sugerem que a
funcionalizacdo superficial de superficies nanoporosas de Ti com CaP e RSr é uma
abordagem promissora para melhorar a osseointegracdo. S8o necessarios estudos
adicionais para otimizar a concentracdo de RSr na mistura e investigar o desempenho a

longo prazo dessas superficies funcionalizadas no 0sso.
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CONSIDERACOES FINAIS

6.1 CONCLUSOES

Sabe-se que a superficie SLA apresenta limitagdes na producdo e estabilidade do

implante, tornando a superficie NT uma alternativa promissora. Com o objetivo de

aprimorar o desempenho dessas superficies, nesse trabalho buscou-se modifica-las por

meio da deposicdo de revestimentos biocompativeis de compostos de CaP e RSr. Como

principais conclusdes desse estudo € possivel citar:

Todos os recobrimentos foram aplicados com sucesso nas superficies SLA e NT.
Nas deposicbes sobre a camada NT, o0s nanotubos de TiO, ndo foram
completamente obstruidos. Este resultado merece destaque, pois enfatiza a eficacia

das metodologias utilizadas.

As amostras SLA demonstraram maior microdureza, medindo 311,5 + 28,5 HV em
comparacdo com as superficies NT, com valor de 244,9 + 22,2 HV; 0 que esté de
acordo com estudos anteriores que atribuiram a alta dureza das superficies SLA a
mudancas estruturais induzidas pelo processo de jateamento. Por outro lado, a

porosidade na superficie NT geralmente reduz a sua dureza.

A rugosidade média Ra da superficie SLA foi significativamente maior do que a da
superficie NT, com valores em torno de 561,7 £ 69 nm para a primeira e 317,1 +
42,7 nm para a segunda.

O tratamento alcalino, seguido pelo recobrimento de CaP, aprimora a
hidrofilicidade das amostras, diminuindo o angulo de contato da superficie SLA de
81 ° para 16 ° apds imersdo em NaOH e para 15° apds conversdo quimica em SCS.
O mesmo ocorre na superficie NT, em que o angulo de contato diminui de 19 ° para
11 ° ap6s o tratamento alcalino e posteriormente para 0 ° ap6s conversdo quimica.
Esse comportamento é provocado pela natureza hidrofilica tanto do NaOH quanto

do CaP. Além disso, a formagéo de cristais de NaOH sobre as superficies aumentou
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a rugosidade da amostra SLA de 561,7 £ 69 nm para 821,7 £131,0 nm e da amostra
NT de 317,1 £ 42,7 nm para 351,1 £ 60,3 nm.

Os compostos CaP identificados apds conversdo quimica em SCS, foram a
hidroxiapatita e seus fosfatos precursores, como o octafosfato de célcio e o fosfato

de calcio amorfo.

A superficie NT apresentou maior fracdo de CaP depositada, como evidenciado
pela maior concentragdo dos grupos Ca, P e (PO4)* sobre ela. Isso demonstra que a
topografia e composicdo quimica desta superficie NT modificada com CaP podem

ser vantajosas para 0 uso como implante.

A modificacdo quimica das superficies NT com CaP resultou em amostras viaveis e
ndo toéxicas que mineralizaram rapidamente e apresentaram uma maior
diferenciacdo apds 14 dias em comparacdo com as superficies NT e SLA. Isso
sugere que essa modificagdo se configura como uma abordagem eficaz para

aumentar a bioatividade dessas superficies.

O ranelato de estréncio sobre a superficie NT promoveu uma melhoria na
hidrofilicidade, diminuindo o angulo de contato de 19,9° em amostras ndo tratadas
para 8,7 ° apds a imersdo em RSr. Além disso, também ocorreu a diminui¢cdo do
angulo de contato de 35,3 © para 15,4 °© em amostras tratadas somente com CaP e as
imersas em mistura CaP + RSr, respectivamente; resultando em um aumento na

molhabilidade da superficie pela agua.

O processo de anodizacdo realizado neste estudo ndo afetou as propriedades
térmicas do Ti, preservando sua capacidade de dissipagéo de calor.

Apesar das maiores medidas de angulo de contato associadas a melhor viabilidade

celular, é evidente que a quimica de superficie desempenha um papel primario.
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A analise bioldgica das amostras NT depositadas com CaP, RSr e a combinacao
CaP + RSr demonstrou a ndo toxicidade dessas amostras, que atingiram viabilidade
acima de 280 % em relacao aos 140 % da superficie NT ndo tratada em 24 horas de
cultura. Ademais, em 48 horas, as amostras depositadas atingiram o valor
aproximado de 300 % em relacdo a 90 % da NT n&o funcionalizada, demonstrando

uma notavel melhoria na viabilidade celular

A acdo do RSr se destacou na diferenciacéo celular ao atingir valor aproximado de
165 %, sendo este superior ndo somente ao da superficie NT ndo tratada (120 %),
mas também aos valores das superficies NT / CaP (115 %) e NT / CaP + RSr (115
%), em apenas trés dias de cultura, demonstrando superior desempenho da

superficie modificada.

Todas as superficies funcionalizadas foram capazes de acelerar a mineralizacéo,
mostrando valores muito superiores em relacdo a superficie NT (120 %) e ao grupo
controle (120 %) aos 14 dias de cultura. Ainda em relagdo a deposi¢do mineral,
destacou-se em primeiro lugar a superficie recoberta com CaP (825 %), em
segundo lugar com a mistura CaP + RSr (630 %) e em terceiro a superficie RSr
(375 %).

A funcionalizagdo da superficie NT de Ti com CaP e RSr ¢ uma abordagem

promissora para melhorar a sua osseointegragéo.

A concentracdo de RSr pode ser ajustada para a mistura CaP + RSr, visto 0s

beneficios do composto para a diferenciacéo.
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6.2 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como sugestdes para trabalhos futuros é possivel citar:

e Testar diferentes ajustes na mistura de CaP + RSr, aumentando a quantidade de
ranelato de estroncio, devido aos seus beneficios na diferenciacdo celular. De
acordo com relatos da literatura, os receptores de células precursoras e celulas
diferenciadas em osteoblastos geralmente preferem o célcio, entretanto a ativacao

pelo estroncio apresenta maiores beneficios.

e Realizar ensaios de liberacdo controlada em todas as superficies funcionalizadas.

e Investigar novas rotas de funcionalizacdo, e/ou aprimorar a existente a fim de

diminuir o tempo de deposicao.

e Realizar as funcionaliza¢fes propostas neste trabalho em nanotubos de diametros
menores, a fim de melhor verificar o efeito da nanotopografia da superficie frente
as modificacbes quimicas.

e Conduzir ensaios de corrosdo em saliva artificial de Fusayama.

e Realizar ensaios in vivo das superficies funcionalizadas.



