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RESUMO

A colocagdo de implantes ¢ um método de reparo importante em odontologia.
Esforcos crescentes tém se concentrado na otimizagdo das propriedades de
biocompatibilidade e osseointegracao de titanio (Ti) e ligas de Ti devido ao envelhecimento
da populagdo e das complicagdes que podem surgir em pacientes com comorbidades. Neste
trabalho, a superficie de uma liga de Ti utilizada comercialmente foi modificada pela simples
e versatil técnica Layer-by-Layer (LbL). Foram crescidas multicamadas LbL de dioxido de
titanio (Ti0;), material bastante utilizado em implantes dentdrios, com poli (4-
estirenossulfonato de s6dio) (PSS), um polieletrolito com vasta utilizagdo em filmes LbL,
inclusive na area biomédica. A morfologia e a estrutura quimica dos filmes LbL de
nanoparticulas de PSS com TiO; foram inicialmente caracterizadas empregando
espectroscopias de absor¢do no ultravioleta-visivel (UV-VIS) e infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), bem como microscopia de forca atomica (AFM), para
posterior aplicagdo em implantes de liga a base de Ti. As alteragdes provocadas pelo filme
LbL PSS/TiO2 nas superficies da liga de Ti foram entdo investigadas por AFM, microscopia
eletronica de varredura ¢ micro-Raman. Por fim, testes in vivo (imunomarcacdo ¢ analise
biomecanica) realizados com implantes do tipo parafuso em ratos sugeriram que as
multicamadas PSS/Ti0, promovem alteragdes tanto na topografia quanto nas propriedades
quimicas da superficie do implante, proporcionando efeitos benéficos para a atividade dos
osteoblastos. O revestimento desenvolvido nesse trabalho € particularmente vantajoso para
implantes posicionados em areas com densidade 6ssea muito baixa ou locais que requerem

um procedimento rapido de regeneracdo Ossea.

Palavras chave: TiO,, Poli(4-estirenossulfonato de so6dio), Implante dentario, Layer-by-

Layer, Testes in vivo



ABSTRACT

Implant placement is an important repair method in dentistry. Increasing efforts have
focused on optimizing the biocompatibility and osseointegration properties of titanium (T1)
and Ti-based alloys and due to the aging population and complications that can arise in
patients with comorbidities. In this work, a Ti-based alloy surface used was modified by the
simple and versatile Layer-by-Layer technique (LbL). The LbL multilayers were grown
made of titanium dioxide (T10O2), a material widely used in dental implants, and poly(sodium
4-styrenesulfonate) (PSS), a polyelectrolyte vastly used in LbL films, including the
biomedical area. The morphology and chemical structure of LbL multilayers of PSS and TiO>
nanoparticles were first characterized employing ultraviolet—visible (UV-VIS) and Fourier-
transform infrared (FTIR) spectroscopies as well as atomic force microscopy (AFM), for
further application in Ti-based alloy implants. The changes provoked by the LbL. PSS/T10>
film on the Ti-based alloy surfaces were then investigated by AFM, scanning electron
microscopy and micro-Raman techniques. Finally, in vivo tests (immunolabeling and
biomechanical analysis) performed with screw implants in rats suggested that PSS/TiO»
multilayers promote changes in both topography and chemical surface properties of the
screw, providing beneficial effects for osteoblast activity. The coating developed in this work
is particularly advantageous for implants placed in areas with very low bone density or places

that require a rapid bone regeneration procedure.

Keywords: TiO», Poly(sodium 4-styrenesulfonate), dental implant, Layer-by-Layer, in-vivo

tests
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1. Introducio e motivacio

O tecido 6sseo ¢ uma das estruturas mais complexas e dindmicas do corpo humano.
Capaz de se regenerar parcialmente apds uma lesdo, acidente ou mesmo apos uma doenga, o
tecido Osseo distingue-se pela sua multifuncionalidade em func¢do de trés principais
caracteristicas: ductilidade, rigidez e resiliéncia. Sua multifuncionalidade tem papel
fundamental na qualidade de vida de um ser humano pois implica em quatro fungdes
essenciais: suporte mecanico, equilibrio mineral, protecdo de outros 6rgaos e hematopoese

(FLOREA et al., 2020).

A dinamicidade desse tecido envolve um mecanismo bioldgico baseado em um
equilibrio de formagdo e de reabsor¢do de dois tipos principais de células: os osteoclastos -
tendo um papel principal na reabsorcdo e os osteoblastos - principais estruturas celulares
formadoras de osso. O equilibrio entre a reabsor¢ao e a formagao ¢ mantido por biomoléculas
especificas que inibem e controlam a atividade de cada tipo de célula, sendo que, em um ser
humano saudavel, a atividade dos osteoclastos e dos osteoblastos ¢ sincronizada (FLOREA
et al., 2020). A Figura 1 ilustra o modelo de um osso humano. Nota-se um sistema
consideravelmente heterogéneo e complexo. O tecido 6sseo compreende diferentes niveis de
estruturas hierarquicas nas escalas macro, micro ¢ nano. Sua flexibilidade deve-se ao
entrelacado organico enquanto a resisténcia mecanica ¢ relativa a parte composta de cristais

de hidroxiapatita (LI, Jinmeng et al., 2020).
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Figura 1. Representacdo esquematica de um osso humano. Adaptado de (SCHEINPFLUG
etal., 2018).

Diariamente, o tecido dsseo € exposto a esforgos mecanicos com variadas cargas
aplicadas sobre ele. Quando a intensidade da carga mecanica aplicada ao osso ¢ extrema,
ocorre uma fratura Ossea. Para a maioria das fraturas, o processo de regenera¢do ¢ bem-
sucedido e o tecido dsseo danificado ¢ recuperado. Contudo, entre 5 e 10% dos individuos
com fraturas sofrem com um processo de recuperagdo lento ou com a falta de unido entre as
partes danificadas desse tecido. Nos casos em que as fraturas ocorrem em individuos com

comorbidades, tais como o diabetes, determinados fatores genéticos, estilo de vida
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inadequado (consumo excessivo de alcool, sedentarismo, etc), aumenta-se o risco de se fazer

parte desse percentual de individuos (HO-SHUI-LING et al., 2018).

Apesar de todas as suas qualidades, mesmo para um individuo saudavel, o tecido
6sseo ndo ¢ suficiente em si para promover sua plena regeneracao em algumas circunstancias,
por exemplo, fraturas osseas complexas de tamanhos criticos e de ambiente circundante
severamente danificado. Devido a tal potencial restrito e de seu papel essencial na qualidade
de vida de um ser humano, a utilizagdo de dispositivos médicos visando a plena regeneragao
do tecido 6sseo avariado ¢ de vital importancia. Ademais, um aumento no desenvolvimento
de novos dispositivos médicos para esse fim e a otimizagdo daqueles ja empregados ¢

implicacdo direta de sua relevancia.

Os implantes dentérios t€ém sido utilizados em um numero crescente de pacientes
parcialmente ou totalmente edéntulos e se tornaram rotineiros em tratamentos para
reabilitagdo oral (LI, Jinmeng et al., 2020). A busca por maior funcionalidade, mais rapida e
continua (de estabilidade de longa duracdo), dos implantes tem impulsionado as pesquisas
nas areas de odontologia, medicina, materiais, fisica, quimica, biologia, dentre outras. Essa
abrangente busca por um material adequado para implantes dentarios tem como foco a
biocompatibilidade do mesmo, ou seja, a capacidade do material funcionar com uma resposta
apropriada do hospedeiro em uma aplicacdo especifica. A Figura 2 apresenta uma
radiografia onde identifica-se um implante dentario ja inserido no tecido 6sseo de um

paciente.

Figura 2. Radiografia de uma regido da cavidade oral de um paciente com implante dentario.
Adaptado de (FOKAS; MATTHEOS, 2018).
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No caso da odontologia, os implantes dentarios precisam se comportar, em termos
funcionais, o mais préximo possivel, de dentes sauddveis e naturais. Para isso, a
compatibilidade com o tecido rigido para a formagao e colagem 6ssea e a compatibilidade
com o tecido mole para a adesdao do epitélio gengival s3o necessarias aos implantes dentarios
(HANAWA, 2019). Quando o procedimento cirargico ¢ bem-sucedido e o material do
implante ¢ adequado, cria-se uma conexao direta estrutural e funcional entre o osso vivo e a
superficie de um implante. Tal fendomeno € chamado “osseointegra¢do” e ocorre em trés
principais estagios: a resposta primaria do hospedeiro apos a inser¢ao do implante, seguida

por processos de osteogénese e remodelagdo (FLOREA et al., 2020).

Quando o implante ¢ inserido no tecido nativo, o corpo humano desencadeia o
processo de inflamacao de um a trés dias apos a inser¢ao do implante. Apos essa etapa, ocorre
a vascularizacao dentro da lacuna no osso nativo. Esse processo dura cerca de uma semana.
Finalizada a wvascularizacdo ocorre a expressao gé€nica, ou seja, o DNA (acido
desoxirribonucleico) ¢ convertido em um sinal funcional na forma de moléculas ou proteinas
especificas com o objetivo de gerar uma resposta bioldgica. Portanto, moléculas como
osteonectina, osteocalcina ou osteopontina influenciardo a via de diferenciagao das células-
tronco mesenquimais em osteoblastos que formarao a nova matriz extracelular 6ssea (MEO)
(FLOREA et al., 2020). A expressao génica dos osteoblastos também ¢ influenciada por
flutuagdes mecanicas surgidas na interface peri-implantar ¢ ¢ um fator fundamental que
controla de forma positiva o comportamento dos osteoblastos e proporcionara um aumento

do nivel de osso maduro neoformado (FLOREA et al., 2020).

A estabilidade do implante em estagios iniciais ¢ um dos fatores mais importantes
que afetam o sucesso da osseointegracdo. O sucesso no processo de osseointegragdo esta
relacionado diretamente a muitos fatores, como design do implante (nano e microestrutura),
técnica cirurgica, tipo de implante usado e qualidade e quantidade de osso no local do
implante (ALMASSRI et al., 2020; LOPEZ-VALVERDE et al., 2020). O aumento da
molhabilidade da superficie do implante oferece grandes vantagens durante os primeiros
estagios da cicatrizagdo de feridas e durante a cascata de eventos que ocorre durante a

osseointegracdo (ALMASSRI et al., 2020).



21

Um implante dentdrio age semelhantemente a um dente real, ou seja, fica
estruturalmente ligado a um dos maxilares como uma raiz dentaria artificial servindo de
esteio para fixagdo de uma coroa, uma protese removivel ou uma protese total fixa. A protese
dentaria ¢ afixada sobre o esteio utilizando-se cimento dentario ou parafusos. O implante
dentario ¢ empregado como uma op¢do de tratamento em casos de doencas dentarias,
ferimentos, acidentes, dentre outras ocorréncias. O aspecto essencial de um implante dentério
¢ sua capacidade de estabelecer uma interacdo adequada entre a superficie do implante e o
o0sso humano fornecendo ao implante confinamento e suporte (FLOREA et al., 2020). Assim,
o material do implante necessita ser um biomaterial, ou seja, um material projetado para
assumir uma forma que possa dirigir, por meio de interagdes com sistemas vivos, o curso de

qualquer procedimento terapéutico ou diagnostico.

Para além do fato dos biomateriais possuirem propriedades adequadas, os pacientes
ainda estdo expostos a possiveis complicagdes, incluindo infecgdes, desgaste do implante,
falha ou deslocamento. A pesquisa desenvolvida atualmente nessa area estd focada em
estratégias que possam prevenir esses problemas e, a0 mesmo tempo, serem economicamente
viaveis. Nesse sentido, ¢ importante considerar a relagdo custo-beneficio do produto (o
implante) e do procedimento cirtirgico necessario para sua implantagao (HO-SHUI-LING et

al., 2018).

Mesmo que implantes possuam propriedades osseointegrativas, ainda existem
algumas limitagdes a serem superadas quanto a colonizag@o bacteriana e a consequente falha
do implante por infecgdes. Infecgdes podem ocorrer apos a inser¢ao do implante no corpo do
hospedeiro devido a uma indesejavel adesdo bacteriana. Os implantes dentarios podem ser
contaminados devido ao meio em que se encontram, a cavidade oral, que apresenta
microrganismos abundantes. A adesdo bacteriana ¢ sucedida pela formagao de um biofilme
que encapsula o implante em detrimento ao suporte necessario a um implante bem-sucedido.
A resisténcia do biofilme aos antibidticos ¢ um dos principais problemas nas infec¢des
relacionadas aos implantes e, no momento, ndo ha tratamento disponivel que garanta eficacia
na prevencdo e erradicacdo do biofilme. A falha do implante devido a adesdo bacteriana ¢
altamente complicada de tratar e, geralmente, requer a substitui¢do do implante infectado. A

ligagdo insuficiente dos implantes com tecidos moles torna possivel a invasdo de bactérias
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que podem gerar inflamagao, seguida de reabsorc¢ao 6ssea, soltura, movimentacao e perda do
implante. No caso dos implantes dentarios, tais eventos sdo conhecidos como peri-
implantites (BERGLUNDH et al., 2018; HEITZ-MAYFIELD; SALVI, 2018). Nos Estados
Unidos (EUA), dois milhdes de pacientes foram diagnosticados com infec¢gdes nosocomiais
por conta de implantes. No Reino Unido, entre 7 e 11 milhdes de libras esterlinas sdo gastas

a cada ano para o tratamento de infec¢des associadas a implantes (FLOREA et al., 2020).

Quanto aos fatores relacionados ao sucesso do implante inserido em tecido 6sseo,
destaca-se o papel de sua superficie que € a portadora das caracteristicas fundamentais para
uma bem-sucedida osseointegracdo: topografia e estrutura quimica. O material do implante
a ser utilizado bem como sua superficie devem ser tratados considerando os fatores que
influenciam de maneira positiva a estabilidade a longo prazo de um implante (FLOREA et
al., 2020; LEO KUMAR; AVINASH, 2020). Assim, seus constituintes devem ser capazes
de lidar com condig¢des biologicas, fisicas e quimicas mutaveis durante sua vida util. Existe
uma grande variedade de dispositivos médicos disponiveis no mercado, mas a maioria deles
ainda apresenta algumas desvantagens que precisam ser superadas. A fim de aprimorar a
osseointegragdo, varias modificacdes de superficies tém sido desenvolvidas ao longo dos

anos.

2. Fundamentacio Tedrica

2.1. Utilizacao do titanio e suas ligas em implantes

Os metais sdo materiais usados em uma ampla gama de dispositivos implantaveis em
varios campos, incluindo cardiologia (coracdo artificial, stents corondrios, etc.) e ortopedia
(implantes temporarios e permanentes, incluindo dentais). Eles desempenham um papel
importante na industria ortopédica devido a combinagdo de rigidez, dureza e resisténcia
mecanica (FLOREA et al., 2020). O titanio (Ti) é utilizado como material de implante desde
1952 e suas possibilidades de utilizagdo na ortodontia sdo atualizadas e implementadas
periodicamente. A utilizagdo do Ti teve inicio no final dos anos 1940. Celeremente ele surgiu

como um material de implante cirargico de sucesso (LEO KUMAR; AVINASH, 2020).
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O Ti e suas ligas possuem propriedades mecanicas distintas do osso conforme pode
ser observado na Tabela 1Seus modulos de elasticidade sdo significativamente maiores que
os modulos de elasticidade dos diferentes tipos de ossos. Quando comparado com o moédulo
de elasticidade da mandibula, o modulo de elasticidade do Ti é, no minimo, 5,8 vezes maior.
Entretanto, comparado aos demais biomateriais indicados na tabela, as propriedades
mecanicas do Ti e suas ligas sdo as que mais se aproximam dos valores encontrados para o
osso. Além disso, o Ti e suas ligas apresentam excelente resisténcia a corrosdo e boa
compatibilidade com o tecido 6sseo (HANAWA, 2019).

Evidéncias substanciais de pesquisas basicas e o alto desempenho clinico atestam a
boa compatibilidade interfacial e quimica do Ti e suas ligas com os tecidos. Por conta da
melhor osseointegragdo apresentada em comparagao com outros metais, o Ti (e também suas
ligas) foram imediatamente difundidos entre pesquisadores de materiais dentarios em todo o
mundo. Uma das razdes para a compatibilidade do tecido 6sseo com o Ti € sua capacidade
de formar fosfato de calcio. Essa capacidade foi verificada em estudos sobre a capacidade de
formacgdo de fosfato de célcio em fluidos corporais simulados. Além disso, o Ti mostrou
resultados muito relevantes na avaliagao da atividade osteoblastica e calcificacdo, avaliagao
histologica e biologica molecular quando implantado em animais (HANAWA, 2019). Todas
essas caracteristicas, aliadas ao baixo custo de produgao, tém levado a uma grande demanda
do Ti na fabricagdo de sistemas de ancoragem oOssea, como implantes dentarios
(WAGSTAFFE et al., 2019). Atualmente, o Ti é um material alvo de muitas pesquisas na
area de implantes com bons resultados bem documentados e, por isso, preferido pela maioria
das empresas de implantes (LI, Jinmeng et al., 2020).

Importa destacar e ¢ amplamente aceito que, o osso humano e o 0sso animal reagem
de forma semelhante a remodelacdo dssea induzida por carga. Tal caracteristica oferece a
oportunidade de estudar a relagdo das propriedades mecanicas dos materiais do implante e
do corpo do implante em relagdo a osteogénese em modelos animais experimentais (LI,

Jinmeng et al., 2020).
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Tabela 1. Propriedades mecanicas do osso alveolar e de materiais de implante comumente
utilizados (LI, Jinmeng et al., 2020).

Moddulo de elasticidade Dureza
Macxila 16,52 + 2,57 GPa 0,47 + 0,08 GPa
Mandibula 21,36 £+ 3,60 GPa 0,62 £ 0,09 GPa
Cortical 15,85 + 2,10 GPa 0,53+ 0,06 GPa
Trabecular 7,95+ 2,10 GPa 0,55+ 0,06 GPa
Aco inoxidavel 316L 200 GPa 149 HV
Ti comercialmente puro 104,1 GPa 220 HV
—grau 4
TicAlsV 110 GPa 400 HV
Oxido de Aluminio 380 GPa 1800 HV
Oxido de zirconio 210 GPa 1200 HV

A osseointegracdo do Ti ¢ largamente investigada em ortopedia e odontologia, uma
vez que as falhas dos implantes estdo principalmente associadas a baixa integragao entre a
superficie do implante e o osso circundante (FERREIRA et al., 2019). O mercado de
revestimentos para dispositivos médicos deve crescer devido ao aumento da populagao
geriatrica e a continua e crescente demanda por inovagdo (FERREIRA et al., 2019). Estudos
experimentais sobre atrito, desgaste e lubrificacdo estio emergindo como uma area de
pesquisa essencial em bioengenharia (LEO KUMAR; AVINASH, 2020). Os implantes sdo
submetidos a micro movimentos ciclicos em contato com a interface 6ssea, o que resultaria
em desgaste significativo produzindo residuos toxicos. Isso, entdo, implicaria em falha do

implante por afrouxamento em um curto periodo.

Nos implantes dentérios, cada processo de mastigacdo ¢ considerado um ciclo de
tribocorrosdo. A erosdo repetida de filmes de didxido de Ti (TiO2) no Ti e suas ligas por
ciclos de mastigacao resulta em desgaste na interagdo entre osso € implante. A resisténcia a
corrosdo e ao desgaste desempenha um papel vital no aumento da vida util dos implantes. A

sele¢do do material para aplicagdo biomédica deve ser feita com base nessas propriedades
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que contribuem diretamente para a osseointegracao (LEO KUMAR; AVINASH, 2020). Uma
outra caracteristica negativa do Ti e suas ligas ¢ a fraquissima ligagdo com o tecido mole.
Apesar da importancia da adesdo do epitélio juncional ao Ti e suas ligas em implantes
dentarios, este desafio ainda nao foi superado. A ligacdo do epitélio juncional ao Ti ¢ tentada
até o momento por uma ancoragem mecanica com superficies de Ti rugosas ou ranhuradas

uma vez que a adesdo quimica do tecido mole aos metais ¢ dificil (HANAWA, 2019).

2.2. Funcionaliza¢ao de superficies de implantes de titanio e suas ligas

A superficie do Ti e de suas ligas € recoberta por uma camada constituida
principalmente de TiO> amorfo ou de baixa cristalinidade e ndo estequiométrica. Mesmo
sendo o principal material escolhido pela industria de implantes, o Ti ainda esta sujeito a
algumas limitagdes quando inserido no hospedeiro, tais como: detritos produzidos pelo
desgaste do material, corrosdo, adesdo bacteriana, intera¢des inadequadas com o ambiente
biologico etc. Assim, o processo de perda de um implante osseointegrado pode ser
considerado multifatorial (KUNRATH et al., 2021). A maioria dessas ocorréncias
indesejaveis tem levado as segundas intervengdes cirurgicas e, também, a falha total do
implante. Os residuos de metal contribuem muito para a infec¢do e o afrouxamento do
implante. Os ions metalicos, provenientes dos implantes apds um processo de tribocorrosao
ou corrosdo, também podem estimular a producao de mediadores pro-inflamatdrios pelos

osteoblastos e podem contribuir para a reagdo inflamatoria geral na osteolise peri-implantar

(COSTA et al., 2019; FLOREA et al., 2020).

A fim de se superar os desafios inerentes a osseointegracdo e, considerando-se as
caracteristicas do Ti e sua ampla utilizacdo como material de implantes dsseos, € imperativo
o tratamento superficie do implante. A superficie de um implante ¢ a regido de contato entre
o implante e o tecido circundante. Quando um implante é circundado por tecido dsseo,
inicialmente, a superficie do implante entra em contato com o tecido. A superficie de um
implante também desempenha um papel crucial no aumento da osseointegracao e na redugao
do tempo necessario para a integracdo adequada do tecido e do implante. A adesdo inicial, o

crescimento celular e muitos outros processos dependem do comportamento da superficie do
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implante (LEO KUMAR; AVINASH, 2020; LOPEZ-VALVERDE et al., 2020). A resposta
do hospedeiro a um biomaterial estd correlacionada com fatores especificos, muitos deles
dependendo das caracteristicas da sua superficie (FLOREA et al., 2020; LOPEZ-
VALVERDE et al., 2020).

O tratamento de superficie ¢ um processo que altera a morfologia, a estrutura e
composi¢do quimicas da superficie, mantendo-se as propriedades mecanicas do volume
restante (bulk) do material. Novos elementos fisicos, quimicos ou biologicos na superficie
do implante podem oferecer funcionalidade aprimorada, biocompatibilidade e propriedades
antibacterianas (FLOREA et al., 2020). A topografia de superficie em micro e nanoescala
influencia fortemente a adesdo de células humanas apds a implantacdo. A modificagdo
topografica visa produzir micro poros, micro ranhuras, nanoporos, grades, colunas,
rugosidade, textura, porosidade e hidrofilia. Os resultados de vérios trabalhos mostraram que
as respostas biologicas como o torque de remog¢dao de um implante dentdrio foram
significativamente influenciadas pela rugosidade e molhabilidade da superficie dos implantes

(LEO KUMAR; AVINASH, 2020; LOPEZ-VALVERDE et al., 2020).

A pesquisa em tratamentos das superficies de implantes busca uma nova geragao de
implantes ortopédicos e odontoldgicos com design adequado, que possam ser aplicadas nos
mais distintos tipos de hospedeiros (por exemplo, pacientes com comorbidades) e custo
viavel que possam ser fabricados em escala industrial. Com esse intento, a pesquisa nessa
area tem apresentado diversas alternativas com vistas a superacao dos desafios iminentes.
Até agora, a maioria das alternativas elaboradas por cientistas nos ultimos anos apresentou
resultados promissores, mas para torna-las clinicamente disponiveis € necessario aprofundar

as investigagdes em termos de testes in Vivo e ensaios clinicos (FLOREA et al., 2020).

A necessidade de melhorar o desempenho dos componentes fabricados atua como
uma forca motriz para tecnologias de fabrica¢do inovadoras (LEO KUMAR; AVINASH,
2020). Assim, a perspectiva para o individuo que necessita ou necessitara de um implante
6sseo ¢ animadora: resultados iniciais promissores, o atual volume de pesquisas nessa area e

as novas pesquisas sendo desenvolvidas a cada dia.
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Para melhorar a osseointegracdo, a modificacdo da superficie pode ser realizada em
Ti e ligas a base de Ti alterando a morfologia da superficie, a estrutura da fase e a composi¢ao
quimica (GAINTANTZOPOULOU et al., 2014; KHODAEI et al., 2020). Para melhorar os
resultados clinicos dos implantes, muitos trabalhos t€ém sido realizados para modificar a
superficie dos implantes de Ti, principalmente no preparo de diferentes modificagdes fisicas
e quimicas para melhorar a osseointegracao entre o 0sso alveolar e a superficie do implante.
No que diz respeito a modificacdo fisica, a técnica de jateamento de areia (sandblasting) é o
método fisico mais comumente utilizado. Além disso, existem algumas outras tecnologias de
modificagdo, como pulverizag¢ao atmosférica por plasma (plasma spraying), co-pulverizagao
magnetron (magnetron co-sputtering), eletroerosdo, tratamento térmico, modificagdo de
superficie a laser e irradiagdo ultravioleta (UV) (DONG et al., 2020). Esses métodos fisicos
podem alterar a morfologia da superficie e rugosidade dos implantes e fornecem uma base

melhor para a osseointegracao.

Com relagdo as modificacdes quimicas, a anodizacdo ¢ uma das técnicas de
modificagdo quimica mais comumente utilizadas. Além disso, também sao utilizadas a dupla
corrosao acida, a tecnologia de tratamento térmico alcalino, a oxidagdo por micro-arco € a
hidroxiapatita bifasica preparada por métodos de oxidacao eletrolitica por plasma que
modifica o dioéxido de titdnio. Atualmente, uma combinacao de varios métodos de tratamento

alcancara efeitos clinicos mais otimizados (DONG et al., 2020).

Além disso, as ligas de Ti e o Ti sdo os materiais mais usados na fabrica¢do de
implantes. Algumas desvantagens relacionadas ao acimulo de particulas de Ti no tecido
circundante levando a respostas inflamatorias (HE et al., 2020; REINHARDT; BEIKLER,
2014), e a cor acinzentada escura e consequentes problemas estéticos (OZKURT;
KAZAZOGLU, 2011; REINHARDT; BEIKLER, 2014) impulsionaram a investigacao de
materiais de implante de cerdmica. A zircOnia tem sido sugerida como um material
alternativo para os implantes dentarios de Ti e alguns trabalhos tém tentado abordar as
vantagens e desvantagens de cada um (OZKURT; KAZAZOGLU, 2011; REINHARDT;
BEIKLER, 2014; SIVARAMAN et al., 2018).
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De fato, os implantes dentarios de zircOnia apresentam caracteristicas excepcionais
como cor dentaria, boas propriedades mecanicas ¢ biocompatibilidade. Foi relatada menor
taxa de adesdo de bactérias (AL-RADHA et al., 2012; REINHARDT; BEIKLER, 2014),
menor citotoxicidade (HE et al., 2020) ¢ liberagdo de ions reduzida quando comparada ao Ti
(REINHARDT; BEIKLER, 2014). No entanto, conforme apontado por Sivaraman et al.
(SIVARAMAN et al., 2018) e Reinhard et al. (REINHARDT; BEIKLER, 2014) a principal
desvantagem dos implantes de zirconia ¢ que os estudos clinicos referentes a este material
sdo, principalmente, de curto prazo, com um numero limitado de estudos de longo prazo.
Com relacdo aos materiais de implante, ¢ ideal ter uma investigacdo de longo prazo de 10
anos ou mais. Como a zirconia € um material de implante relativamente novo, sao necessarias
analises adicionais para prevenir o envelhecimento, melhorando as propriedades da

superficie, estrutura e osseointegracdo (SIVARAMAN et al., 2018).

Uma recente meta analise concluiu que os dados atuais sobre a utilizagao de Ti e
zircOnia como materiais de implante ainda ndo permitem apontar claramente para a utilizagao
de um deles em detrimento do outro (KNIHA et al., 2021). Ademais, diferentes tipos de
zircOnia com varias composigoes foram investigados. Diferentes processos de sinterizagao e
manufatura tém sido propostos. Ainda existe a necessidade de se estabelecer um protocolo
padrdo para a fabricagdo de implantes de zirconia (SIVARAMAN et al., 2018). Neste
trabalho, optamos por trabalhar com Ti para modificagao de superficie, um material bem
conhecido e consagrado para implantes dentarios. Como a maior parte da literatura reporta a
modificagdo da superficie de Ti, comparar outros trabalhos ¢ mais valioso para verificar os

beneficios da modificacao da superficie proposta.

2.3. A técnica Layer-by-Layer - LbLL
O método de preparagdao de filmes LbL deve-se as interagdes eletrostaticas com
adsor¢do alternada de particulas coloidais com cargas opostas. Inicialmente, foi proposto por
Iler em 1966 (ILER, 1966). Duas décadas mais tarde, Maoz e colaboradores propuseram um
sistema de multicamadas baseado em interacdes quimicas, geralmente ligacdes covalentes,
entre as camadas depositadas, utilizando o termo “self-assembly” (MAOZ, J. NETZER, L.
GUN, 1988). Na década de 90, Decher e colaboradores (DECHER, 1997) empregaram
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moléculas contendo grupos idnicos como compostos anfifilicos e polieletrolitos, sendo este

método denominado pela sigla LbL (do inglés “Layer-by-Layer”).

Inicialmente, a técnica LbL consistia na imersdo de um substrato s6lido (geralmente
com certo desequilibrio de cargas em sua superficie) por um determinado intervalo de tempo
numa solugdo aquosa contendo o material a ser depositado. A carga deste material em solugao
deveria ser contraria a do substrato para que ocorresse adsor¢ao por atragcdo eletrostatica
(forca coulombiana como a principal forca envolvida no crescimento deste tipo de filme). As
ligacdes de hidrogénio e as interacdes de van der Waals também podem desempenhar um
papel na adsorcio dos materiais (SCHONHOFF, 2003).

Posteriormente, o conjunto substrato + monocamada ¢ lavado a fim de eliminar o
excesso de material. Em seguida o conjunto poderia ser seco com ar comprimido, nitrogénio
ou ventilador. Na sequéncia, o conjunto ¢ imerso numa solugdo contendo um outro material,
agora de carga contraria a do material inicialmente depositado, formando assim os filmes
ultrafinos compostos por bicamadas moleculares catidnicas e anidnicas, alternadamente
adsorvidas. O novo conjunto substrato + bicamada ¢ lavado podendo ser secado novamente.
Hipoteticamente, todo o procedimento citado acima pode ser repetido para que sejam
crescidas quantas bicamadas se desejar. Atualmente, filmes LbL podem ser crescidos
também por gotejamentos das solugdes, jateamento em goticulas (spray) sobre substratos,
além das técnicas eletromagnética e fluidica (RICHARDSON; BJORNMALM; CARUSO,

2015), como ilustra a Figura 3.
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Figura 3. Esquemas de crescimento de filmes multicamadas pela técnica LbL. Adaptado de
(RICHARDSON; BJORNMALM; CARUSO, 2015).
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A técnica LbL tem chamado a atencdo por causa de sua simplicidade e versatilidade
para modificacdo de superficie. Os revestimentos constituidos de multicamadas de
polieletrélito (PEM) depositados de acordo com a técnica de LbL proporcionam modificacdo
de superficie eficaz e estd entre as ferramentas mais amplamente exploradas atualmente
usadas para modificar as propriedades de superficie de biomateriais para induzir respostas

especificas do tecido (CATHERINE PICART; VOEGEL, 2015; PAHAL et al., 2017).

Uma das vantagens mais importantes da abordagem LbL ¢ a independéncia da
geometria do substrato. Por exemplo, implantes disponiveis comercialmente, ou seja,
parafusos, pinos, fios e abutments sdo muitas vezes curvados com diferentes formas
geométricas, o que torna a modificacdao da superficie em nanoescala impraticavel por meio
de algumas outras técnicas (LI, Tao et al., 2018). Mesmo sobre essas diferentes formas
geométricas, o método LbL permite o controle preciso de composi¢ao, morfologia e estrutura
do filme sem alterar significativamente as propriedades fisicas e mecanicas da superficie do
substrato. Além disso, o crescimento de filmes via LbL por imersao do substrato em solucdes
(procedimento LbL mais utilizado) ¢ bastante simples. Por isso também, essa técnica ¢

bastante acessivel.

A morfologia do filme LbL pode ser ajustada em nanoescala para atingir a espessura
desejada, biocompatibilidade e outras caracteristicas que fornecem filmes robustos e
homogéneos. Dependendo do polieletrélito e dos ajustes nas propriedades fisicas e quimicas
dos materiais automontados, a técnica LbL pode ser usada para ajustar as propriedades do
implante, por exemplo, promovendo adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de células
relacionadas na superficie do implante e aumentar a osseointegragdo, ou mesmo, melhorar
as caracteristicas mecénicas. Essa técnica também representa um método versatil para
modificar as propriedades da superficie, a fim de controlar a interacdo celular e, assim,
melhorar as fungdes biologicas. Além disso, através dessa técnica pode-se revestir todos os
tipos de superficies com o crescimento de um filme homogéneo e incluir e controlar a

liberacao de biomoléculas e/ou drogas (FERREIRA et al., 2019).

As propriedades fisico-quimicas dos materiais envolvidos no crescimento do filme,

como concentracdo de polieletrolito na solucdo e densidade de carga, podem afetar as
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propriedades finais das multicamadas. Outrossim, a natureza e a organizacdo das
biomoléculas ou polieletrolitos (ou seja, estrutura quimica, comprimento molecular das
biomoléculas depositadas, etc) desempenham um papel fundamental na topografia e nas
propriedades de superficie do biomaterial durante o crescimento do filme LbL (FERREIRA
etal., 2019).

A maioria das células tem melhor interagdo com PEMs cuja tltima camada tem carga
negativa (CATHERINE PICART; VOEGEL, 2015). Por exemplo, um maior grau de
diferenciagdo de células do musculo esquelético C2C12 foi alcangado com a camada terminal
de polianion que uma camada terminal de polication (RICOTTI et al., 2011). Células de
carcinoma humano semelhantes a osteoblastos SaOS-2 (geralmente usadas para avaliar
fenotipos Osseos) foram cultivadas em diferentes PEMs e o fendtipo especifico de ALP
(fosfatase alcalina) foi mantido apenas quando a camada externa foi composta com os
polieletrolitos carregados negativamente (TRYOEN-TTH et al., 2002). Recentemente, Wang
et al. (WANG, Qiong et al, 2020) demonstraram que filmes LbL contendo
lipopolissacarideo-amina e acido hialurdnico funcionalizado com catecol podem resistir a
danos mecanicos e manter a integridade estrutural em um processo clinico simulado. Em
trabalhos recentes, foram produzidos revestimentos via técnica LbL a base de proteina
morfogenética Ossea-2 (BMP-2) imobilizada em superficie de Ti (EAWSAKUL;
TANCHAROEN; NASONGKLA, 2021), com incorporagdo do antibidtico gentamicina
(POURAGHAETI et al., 2021), de acido desoxirribonucleico (DNA) (OUNI et al., 2021) e
com incorporagdo de acido tanico (WANG, Guofeng et al., 2021). Tais revestimentos
possuiam boa biocompatibilidade. Além disso, promoveram a proliferacdo de células de
osteoblastos e tiveram boa estabilidade e, em alguns casos, apresentaram também

propriedade antibacteriana.

Quanto a necessidade de tratamentos de superficie que promovam mais rapidamente
a osseointegragdo, que sejam estaveis (quimica e biologicamente seguros) apds a implantacao
no corpo do hospedeiro a longo prazo, o crescimento de filmes pela técnica LbL apresenta-
se como uma tecnologia consolidada com potencial ilimitado de sistemas multicamadas que
tem contribuido significativamente na fabricagdo de dispositivos médicos dsseos inovadores

e eficientes com baixo custo e alta reprodutibilidade. H4 ainda alguns desafios inerentes a
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esta técnica a serem superados: em alguns casos, o0 processo ¢ demorado e tem baixa
eficiéncia de produgdo, muitas vezes exigindo horas ou dias para fazer um lote de amostras,
dependendo do niimero de camadas; a deposicao repetitiva limita o nimero de camadas de
revestimento e, portanto, a espessura do revestimento, que pode ndo ser adequada para certas
aplicagoes; a deposi¢ao repetitiva pode causar contaminacgao cruzada de diferentes materiais
usados para a fabricacdo do revestimento (ZHU; WANG, 2021). Porém, os avangos e
superagoes de desafios referentes a técnica LbL estdo acontecendo mais rapidamente do que
nunca nos mais diversos campos de pesquisa, principalmente no campo da biomedicina

(FERREIRA et al., 2019).

2.4. O diéxido de titanio — TiO:

O didxido de Ti (TiO2) e Ti metalico tém sido as duas formas principais de utilizagao
do Ti, tendo, o primeiro, um consumo muito maior em comparagao com o ultimo (LIANG;
DING, 2020). Em 2019, a produgado de TiO, ultrapassou os 3 milhdes de toneladas por ano,
com crescimento anual de cerca de 10% sendo a China o pais com maior produ¢ao no mundo
(LTANG:; DING, 2020). O Ti0; ¢ um material branco, de relativo baixo custo e pouco soluvel
em agua com inimeras aplicagdes em campos biomédicos, como cosméticos, medicamentos,
produtos farmacéuticos, biomateriais, dispositivos médicos e muitos outros campos (LIANG;
DING, 2020). A Figura 4 ilustra as trés conformagdes cristalograficas mais conhecidas do

Ti0,: anatase, rutilo e bruquita.

Rutilo Bruquita

R

Figura 4. Fases cristalograficas mais conhecidas do TiO,. Adaptado de (HAGGERTY et al.,
2017).
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Um filme passivo de 6xido de Ti é formado espontanea e quase instantaneamente na
superficie de Ti quando esta ¢ exposta ao ar atmosférico. Tal filme ¢ amorfo, composto
majoritariamente de TiO, (GAINTANTZOPOULOU et al., 2014) e, dificilmente contém
contornos de grao ou defeitos estruturais por isso, geralmente sdo resistentes a corrosdo. Os
filmes passivos de TiO> amorfos se formam rapidamente (~ 30 ms) sobre um substrato

metalico de Ti e tém de 1 a 5 nm de espessura (HANAWA, 2011).

O TiOy, ou titania, possui rigidez, resisténcia a corrosdo, estabilidade quimica e
estabilidade térmica favoraveis a osseointegragao (RADTKE et al., 2017; VISENTIN et al.,
2019). A biocompatibilidade do Ti esta diretamente ligada as propriedades da camada
superficial de dioxido de Ti (TiO2), incluindo sua estrutura, composicao e morfologia
(SCARANO; POSTIGLIONE; et al., 2020). Essa camada superficial de TiO> tem impacto
direto na adsor¢do de proteinas e desenvolvimento de células/tecidos (WAGSTAFFE et al.,
2019). O calcio (Ca) e o fosforo (P) sdao incorporados a camada de 6xido quando o implante
de titdnio entra em contato com o sangue do sitio cirurgico, o que acelera o processo de
osseointegragdo (SOUZA et al., 2019). Embora tenha sido bem documentado que a camada
amorfa de TiO> interage com o o0sso, a hidroxiapatita ndo cresce prontamente em tal

superficie, uma vez que nem todas as porgdes de oxigénio sdo ordenadas

(GAINTANTZOPOULOU et al., 2014; NAVARRO et al., 2021).

Nas fases cristalograficas do TiO», rutilo e anatase, os grupos de oxigénio interagem
assertivamente com os grupos hidroxila da hidroxiapatita atuando como um facilitador da
osseointegragdo. Entretanto, o surgimento dessas fases requer tratamentos adicionais. Segue
dai a estratégia de implementar tratamentos de superficie em implantes de titdnio criando-se
dominios cristalinos de anatase e rutilo para melhorar a osseointegracdo
(GAINTANTZOPOULOU et al., 2014; KHODAEI et al., 2020). Varios estudos in vitro e in
Vivo evidenciaram o efeito positivo da funcionalizagdo de superficies de Ti com uma camada
de titania cristalina em comparagao com TiO2 nativo, demonstrando bioatividade aprimorada

(POPESCU et al., 2007; VISENTIN et al., 2019).

Recentemente, implantes de titanio revestidos com solugdo de prata-anatase ligaram-

se muito bem ao 0sso e ndo apresentaram efeito adverso no tecido dsseo quando implantados
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em coelhos, o que sugere possiveis aplicacdes clinicas para tal implante (SCARANO;
CARINCI; et al., 2020). Particulas esféricas de Ti foram submetidas a tratamento com
solugdo de H,O, obtendo-se em sua superficie, ao final, uma “casca” de TiO2 na fase rutilo
(RAJENDRAN; PATTANAYAK, 2020). Para essas particulas, os estudos de
citocompatibilidade com células do tipo osteoblasto, MG63, mostraram boa viabilidade e
adesdo celular para as particulas de Ti. Os resultados sugerem que particulas de Ti
encapsuladas com TiO> podem ser candidatos a material para enchimento de osso ou

cavidade dentéria ou, ainda, cimento 6sseo para materiais de substituicao total do quadril.

2.5. O poli(4-estireno sulfonato de sédio) — PSS

Polieletrélitos sdo polimeros compostos por um grande numero de subunidades
ionizaveis covalentemente ligadas. Podem ser dissociados em solventes polares (como agua,
metanol e etilenoglicol, e em solventes organicos, como tetra-hidrofurano) (ZOGHLAMI;
GUETTARI; TAJOURI, 2017) em grupos i6nicos fixados na cadeia, poliions, € pequenos
ions livres chamados contraions. Sdo muito utilizados como materiais para crescimento de
multicamadas via técnica LbL (ADAMCZYK et al., 2009). O poli(4-estireno sulfonato de
sodio) — PSS, ilustrado na Figura 5, ¢ obtido pela polimerizagdao de um tensoativo anidnico,
o estireno sulfonato de sodio. E um polieletrolito aniénico (polidnion) forte (facilmente
dissociavel em 4gua) em forma de um po6 fino levemente amarelado. As moléculas de dgua
formam ligacdes de hidrogénio com os atomos de oxigénio dos sitios de SO3; do PSS
(ESQUIVEL-SIRVENT; YUN; STUMPF, 1994). O PSS apresenta, também, a interessante
propriedade de quelagdao. Num trabalho, esta propriedade mostrou-se dependente do pH da
solugcdo e foi verificada para diversos ions metalicos (RIVAS, 1998). Este polidnion ¢
amplamente utilizado em estudos basicos, em sistemas de liberacdo de drogas em organismos
vivos, como o material para os involucros das cdpsulas e para regulacdo de carga e

estabilizacao de varias suspensdes (ADAMCZYK et al., 2009).
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Figura 5. Estrutura quimica do PSS (Disponivel em:

<https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/aldrich/527483> Acesso 24 de nov. de
2021).

No que concerne a sua aplicacdo em implantes 0sseos, o PSS tem sido aplicado
principalmente via técnica LbL. Recentemente, junto a outros materiais, o PSS foi utilizado
num revestimento multicamadas responsivo a estimulos e independente de substrato para
inibicao, sob demanda, de fibrose tecidual causada por transplante de biomateriais artificiais
e reparo de tecido (YUAN et al., 2020). No referido trabalho, a conjugacao de medicamentos
antiinflamatérios com implantes utilizando ponte clivavel para liberacao local responsiva ao
ambiente ndo apenas reduziu os efeitos nao especificos dos medicamentos em outros tecidos/
orgdos sauddveis, mas foi capaz de realizar uma terapia eficaz por dosagem moderada e
controlavel, resultando em diminui¢do dramatica dos efeitos toxicos e colaterais. Em um
outro trabalho (JIA et al., 2019), particulas de bagdadita sintética modificadas com catecol e
um polimero foram comontadas com polieletrolitos (inclusive o PSS) em substratos,
resultando em cerdmicas confinadas que poderiam ser facilmente reticuladas posteriormente
e adicionalmente funcionalizadas. No referido trabalho, os beneficios foram multiplos,
variando de estabilidade estrutural/quimica significativa (robustez) a propriedades fisico-
quimicas de superficie otimizadas (molhabilidade, afinidade de proteina e bioatividade) e as

atividades osteoblasticas e antibacterianas se apresentaram mais equilibradas.
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O PSS e o poli (dialildimetilaménio) (PDDA) foram utilizados num revestimento
(filme LbL) (YUAN et al., 2019) no qual partes de PSS e PDDA sao fisicamente substituidas
por polietilenoglicol (PEG) hetero-bifuncional terminando com um grupo carboxila e
peptideo antimicrobiano (g-Poli-I-lisina, &-PL) exibindo atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas e negativas e, também, atividade “anti-incrustagdo” superior em
varios substratos, incluindo vidro e plastico. Superficies de ligas de Ti foram funcionalizadas
com multicamadas de PSS e poli (cloridrato de alilamina) - PAH combinando-se as técnicas
polimerizagdo por plasma e LbL (CHEN, Rui et al., 2020). Investigou-se a propriedade
antibacteriana deste recobrimento. Os resultados mostraram uma propriedade antibacteriana

eficaz contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Recentemente, o PSS foi utilizado via técnica LbL num sistema drug delivery de
gentamicina (THAHER, 2021) apresentando melhor carregamento e controle para liberacao
em comparacao com os métodos de aprisionamento e adsor¢ao deste antibiotico. Num outro
trabalho, o PSS foi utilizado na constru¢do de uma microcapsula contendo CaCO3; +
dexametasona para funcionalizag¢do de scaffold de liga de Ti (CHUDINOVA et al., 2021)
transformando sua superficie de hidrofobica para hidrofilica. Os resultados de teste in vitro

indicaram a nao toxicidade desta superficie.

Os dois materiais aqui mencionados, TiO, e PSS foram investigados isolados ou
combinados com outros materiais anteriormente a este trabalho demonstrando resultados
promissores quanto a modificag¢ao da superficie do implante, conforme discutido acima. Este
trabalho representa o primeiro estudo do efeito sinérgico entre os dois compostos através da
formagdo de filmes nanoestruturados de multicamadas Layer-by-Layer para aplicagdo em

implantes dentarios.

3. Objetivos
3.1. Objetivos gerais
e Contribuir para o desenvolvimento de uma nova geracao de superficies com

potencial de osseointegracdo funcionalizadas de implantes.
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e Avangar no conhecimento cientifico e tecnolégico do PSS, do TiO> e da
técnica LbL aplicados a obtencdo de superficies biologicamente melhor
compativeis que as atuais, promovendo simultaneamente osseointegracao

precoce ¢ a estabilidade mecanica de longo prazo nos implantes.

3.2. Objetivos especificos

e Crescer filmes finos de multicamadas, via técnica LbL, de TiO2 e PSS sobre
substratos de silicio, silica fundida e, também, em liga de Ti j4 utilizada em
implantes dentarios.

e Havendo crescimento destes filmes, caracteriza-los fisico-quimicamente pelas
seguintes técnicas: espectroscopia de absor¢do molecular no ultravioleta-
visivel (UV-VIS), espectroscopia de absor¢ao molecular no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de espalhamento Raman
com microscopia optica (micro-Raman), microscopia de forga atobmica (AFM)
e microscopia eletronica de varredura (MEV).

e Avaliar o desempenho de implantes funcionalizados com as multicamadas de
TiO: e PSS em testes in-vivo em ratos.

e Analisar a resposta bioldgica de células 6sseas quando em contato direto com

as superficies modificadas por meio de testes de imunomarcagao.

4. Materiais e Métodos

4.1. Materiais utilizados
O isopropoxido de titanio (IV) (TTIP) 97%, Triton X-100 e PSS (MW ~ 70.000)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os demais reagentes utilizados, a saber, acido nitrico
(HNO:35), éacido cloridrico (HCI), acido sulfurico (H2SO4), peréxido de hidrogénio (H20z) e
2-propanol (C3HgO) eram de grau analitico. Todos os produtos quimicos foram usados sem
qualquer purificagdo adicional. A 4gua ultrapura, usada para todas as solu¢des aquosas, foi

obtida de um sistema Millipore Milli-Q.
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Os filmes foram crescidos em quatro distintos substratos: i) de silica fundida
(University Wafer, Inc.) e ii) de silicio (Si) (Semiconductor Wafer, Inc.), ambos em formato
de laminas com 0,5 mm de espessura; iii) discos de liga de Ti (com 8 mm de didmetro e 2
mm de espessura) e; iv) implantes (com 2,0 mm de diametro e 4,0 mm de comprimento),
ambos (iii e iv) com superficies previamente tratadas com duplo ataque acido foram
gentilmente cedidos pela Medens® (Emfils - Induastria e Comércio de Produtos

Odontologicos LTDA).

4.2. Sintese sol-gel de TiO; e determinacio de fases cristalinas

O TiO» foi sintetizado seguindo-se uma rota sol-gel de acordo com (TRINO, 2018).
A sintese ocorreu por reagdes de hidrélise e condensagdo do TTIP empregando uma alta
razdo molar de agua: alcoxido (200: 1), 2-propanol como co-solvente, HNO3; como
catalisador e Triton X-100 como surfactante. Um volume de 185 ml de agua ultrapura foi
misturado a 56,7 ml de 2-propanol e 2,6 ml de HNO3. Em seguida, foram adicionados 15 ml
de TTIP e a mistura foi agitada. A peptizacao foi iniciada sob agitacdo magnética durante 30
min. A evaporacao dos solventes durante a hidrélise resultou na condensagao do coloide, que
apresentou uma coloragdo azul translicida clara. Para formar a fase de gel, a solugdo foi
mantida a temperatura constante de 85 °C e agitada até o volume final de 50 mL de uma
suspensao de cor branca leitosa. Finalmente, o surfactante Triton X-100 foi adicionado ¢ a
solucdo foi agitada por 30 min em temperatura ambiente. O gel de TiO: foi seco em estufa a
60 °C e o po foi analisado por um difratometro de raios-X Rigaku Miniflex600 (fonte de
radiacio CuKa, A = 1,54056 A, operando a 15 mA e 40 kV) para determinacdo das fases

cristalograficas.

4.3. Crescimento dos filmes LbL e filmes casting
Para crescer os filmes LbL de multicamadas, a suspensdo de TiO; foi preparada por
dilui¢do da suspensao em gel de TiO; sintetizada em uma proporg¢ao de 1:50 em HCI aquoso,
pH 2,5. A suspensdo de PSS foi preparada a 1 g.L"' usando o mesmo solvente. Em pH 2,5, a
solucdo coloidal de TiO; ¢ carregada positivamente (PRIYA; MODAK; RAICHUR, 2009;
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WANG, Zhong Sheng et al., 2003), enquanto o PSS ¢é carregado negativamente (pKa do PSS
~ 1) (KHARLAMPIEVA et al., 2008). Laminas de silica fundida, utilizadas como substrato,
foram previamente tratadas com solucao de "piranha" (mistura de H>O2 € H2SOq4 - 1: 3, v/v)
por duas horas. Tal tratamento confere ao substrato carga resultante negativa (HORN;
ONODA, 1978). Para o crescimento do filme LbL, o substrato de silica foi manualmente 1)
imerso na suspensao TiO; por 5 min; ii) lavado em HCI aquoso, pH 2,5, durante 30 s; iii)
imerso na suspensdo de PSS por 5 min, e iv) lavado em HCI aquoso, pH 2,5, por 30 s. As
etapas de 1 a 1v desta se¢do foram repetidas n vezes, fornecendo o filme LbL (TiO2/ PSS).. O
filme LbL sobre silica foi caracterizado em diversas etapas de seu crescimento tal que n < 6.
A lavagem realizada apds cada etapa de imersdo teve como finalidade remover materiais

fracamente adsorvidos e para evitar contaminagao cruzada.

Para a andlise da cinética de crescimento das camadas do filme LbL foram obtidos
espectros UV-VIS de cada etapa da adsor¢do das trés primeiras camadas do filme: TiO,, PSS
e TiO», respectivamente. Cada uma das camadas foi crescida em quatro distintos intervalos
de tempo de imersdo em solucao: 1, 5, 15 min e t~0. Na segunda e na terceira camada, os
intervalos de tempo de imersdo para crescimento da(s) camada(s) subsequente(s) foram
padronizados em 5 min, o intervalo de tempo ja escolhido para o crescimento dos filmes

objeto deste estudo.

Discos de liga de Ti grau V (substratos planos que reproduzem as caracteristicas da
superficie de implantes tipicos) e implantes foram gentilmente fornecidos pela Medens®.
Durante 15 min os discos e implantes foram irradiados com radiacdo UV-C (A ~ 254 nm).
Neles, foram crescidos filmes LbL de multicamadas, seguindo as etapas iii — iv — 1 — ii
descritas na se¢do 4.3, cinco vezes para fornecer a estrutura (PSS/Ti03)s. Os substratos de
liga de Ti possuem uma camada passivadora de TiO> que, quando em pH 4cido, adquirem
carga resultante positiva (PRIYA; MODAK; RAICHUR, 2009). Para investigar a influéncia
do PSS como a camada externa no filme LbL, uma arquitetura LbL alternativa foi montada
com as mesmas 5 repeticdes € uma camada PSS mais externa adicional terminando com o

procedimento de lavagem, fornecendo a arquitetura (PSS/Ti02)sPSS.
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Tendo finalizado o crescimento, todos os filmes LbL (independentemente de
substrato) citados nesta secdo foram secos em estufa a 60 °C. Para efeitos de analise, foram
preparados filmes a partir da secagem a 60 °C do solvente (filmes casting) das solug¢des de

PSS e de TiO; em substratos de vidro BK7, 1amina de silica fundida e discos de liga de Ti.

4.4. Caracterizacoes dos filmes LbL

4.4.1. Espectroscopia de Absor¢io Molecular na Regido do Ultravioleta e
Visivel - UV-VIS

O crescimento dos filmes LbL sobre silica foi monitorado por medi¢des de

absorbancia no UV-VIS realizadas na faixa de 200-600 nm usando um espectrofotometro

PerkinElmer Lambda 1050.

4.4.2. Espectroscopia por absor¢ao no infravermelho com Transformada de
Fourier — FTIR

A andlise estrutural por espectroscopia FTIR foi realizada em um espectrometro

Bruker Vertex 70 na faixa de 4000 - 400 cm™ com resolucdo de 4 cm™'. Para esta

caracterizagdo, ambos os filmes, casting e LbL, foram depositados em substratos de Si tendo

como linha de base um espectro, em ar atmosférico, do substrato de Si limpo.

4.4.3. Microscopia de for¢a atomica — AFM

A morfologia dos filmes LbL sobre ldmina de silica fundida e discos de liga de Ti foi
analisada por AFM em um microscopio Park System XE7. Os perfis topograficos de regides
das superficies das amostras foram obtidos no modo sem contato e coletados usando um
cantiléver de silicio (PPP-NCHR, Park Systems Inc.) com uma constante de forca de 42,0
N/m e uma frequéncia de ressonancia de 330 Hz. Todas as medidas foram registradas ao ar
em temperatura ambiente. Nas amostras em substrato de silica fundida, as imagens foram
obtidas em areas de 1 ym X 1 um e 3 um X 3 um. A técnica de AFM também foi utilizada

para fins de obteng@o de valores da espessura dos filmes LbL sobre substrato de silica. Para
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isso o conjunto substrato de silica + filme LbL foi cuidadosamente riscado com um cortador
de ponta diamantada. Foram obtidos perfis topograficos de 3 um X 3 um em triplicata e, a
partir dos valores de altura obtidos através do software de imagem Gwyddion, foi calculada
a espessura média dos filmes LbL em diferentes etapas de deposi¢do. Para o substrato de
disco de liga de Ti, os perfis topograficos foram obtidos em areas de 1,0 pm x 1,0 um. A
rugosidade média representada pela rugosidade média quadratica (RMS) da regido da
superficie analisada foi baseada em uma formula padrdao integrada com o software

supracitado.

4.4.4. Espectroscopia Micro-Raman

Alteragdes estruturais e morfologicas causadas pelos filmes LbL nas superficies de
discos de liga de Ti foram investigadas por caracterizagdo micro-Raman com espectrografo
micro-Raman Renishaw, modelo in-Via, equipado com microscopio Leica e linha de laser
em 514,5 nm. As medidas foram realizadas com grade de 1800 linhas/mm, tempo de
exposi¢ao de 10 s e lente objetiva de 50 X. Este arranjo leva a uma resolugdo espacial de

cerca de 1 um (didmetro do ponto do feixe de laser focalizado).

4.4.5. Microscopia eletronica de varredura - MEV

A morfologia de regides da superficie dos discos de liga de Ti (as modificadas e as
ndo modificadas pelo crescimento de filmes LbL) foi analisada por MEV usando um
equipamento modelo Carls Zeiss EVO LS15, com detector de elétrons secundarios e alto
vacuo. Um metalizador Sputter Coater Quorum Modelo Q 150R ES foi usado para metalizar

as amostras com ouro (Au).

4.5. Testes in vivo
Todos os testes in vivo apresentados nessa tese foram realizados na Faculdade de
Odontologia de Aragatuba — FOA/Unesp pela professora Dra. Roberta Okamoto e seu grupo.
O estudo foi realizado seguindo as diretrizes do Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments (ARRIVE) (KILKENNY et al., 2010) e seguiram as normas do Comité de Etica
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em Pesquisa (00335-2018) da Universidade Estadual Paulista - Unesp. Vinte e oito ratas
(Rattus norvegicus albinus, Wistar), com peso de 250 g ¢ com 3 meses de idade foram
divididas em trés grupos de acordo com a superficie do implante sendo dez ratas para
(PSS/Ti0,)sPSS, dez ratas para (PSS/TiO>)s e oito ratas para o implante convencional onde
ndo fora crescido filme LbL. Os animais foram mantidos em gaiolas em ambiente de
temperatura estavel (22 °C + 2 °C, ciclo de luz controlada com 12 h luz/12 h escuro), dieta

balanceada (NUVILAB, 1,4% Ca e 0,8% P + 4gua com libitum) durante este estudo.

Os animais foram submetidos a procedimento cirtargico para instalagdo do implante
na metafise tibial (um implante por animal e foi realizada uma randomizagdo para definir o
lado onde o implante foi instalado) e permaneceram em jejum por oito horas antes da cirurgia.
Foram sedados com a combinacao de 50 mg/kg de cetamina intramuscular (Vetaset® - Fort
Dodge Animal Health Ltda.) e 5 mg/kg de cloridrato de xilazina (Dopaser - Laboratorios
Calier do Brasil Ltda.). Os ratos receberam cloridrato de mepivacaina (0,3 ml/kg,
escandicaina 2% com epinefrina 1: 100.000, Septodont) como anestésico local e hemostasia
do campo operatorio. A tricotomia foi realizada na regido medial de ambas as tibias
juntamente com a antissepsia com germicida topico de iodopovidona (10% PVP-I, Riodeine

Soft Derma Degerming, Rioquimica).

Foi realizada incisdao de 3 cm com avulsdo de partes moles para expor a metafise
tibial. Em seguida, foram instalados vinte ¢ oito implantes (Medens®) de acordo com o
tratamento de suas superficies, conforme citado acima. Esses implantes apresentavam tipo
de conexdo hexagonal interna, com 2,0 mm de didmetro e 4,0 mm de comprimento. A
fresagem foi realizada com fresa espiral de 1,6 mm de didmetro, montada em motor elétrico
(BLM 600®; Sondador) a velocidade de 1000 rpm sob irrigagdo com solucgdo salina 0,9%
(Fisiologico®, Biosintética Ltda.), e profundidade de 4,0 mm, com travamento e estabilidade

inicial. A instalagdo foi realizada manualmente com chave digital.

Ap0s a instalagdo do implante, a sutura foi realizada com fio absorvivel (Poliglactina
910 - Vicryl 4.0, Ethicon, Johnson & Johnson) no plano profundo e com sutura
monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon, Johnson & Johnson) no plano externo. Foi

administrado Pentabidtico® (0,1 mL / kg, Fort Dodge Animal Health Ltda.) em dose tnica
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intramuscular ¢ metamizol de sédio (1 mg/kg/dia, Ariston Industrias Quimicas e

Farmacéuticas Ltda.) no pos-operatdrio imediato.

4.5.1. Analises de Imunomarcacao

Catorze dias apds o procedimento cirrgico, trés animais de cada grupo/superficie
foram sacrificados e tiveram suas tibias coletadas para analise de imunomarcacao. As tibias
foram removidas e fixadas em solucao contendo formol por 48 h. Em seguida, a amostra foi
lavada por 24h em agua corrente e descalcificada em EDTA (10%) por seis semanas. Em
seguida, a desidratagdo foi realizada utilizando uma sequéncia de alcoois. A diafanizacao foi
realizada com xilol para posterior inclusdo em parafina para obtengao de cortes de 5 um de

espessura, os quais foram posteriormente montados em laminas.

Foram selecionados anticorpos policlonais de cabra (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, CA, EUA) para detectar RUNX?2 (SC8788), que sinaliza a diferenciagdo de pré-
osteoblastos em osteoblastos; Fosfatase Alcalina (ALP - SC23430), que ¢ uma proteina da
matriz extracelular envolvida com a precipitacdo de fosfato associada a etapa inicial do
processo de mineralizagdo; Osteopontina (OPN - SC10593), proteina envolvida no processo
de mineralizagdo e relacionada ao inicio da precipitacdo do célcio na matriz dssea
extracelular; e Osteocalcina (OCN - SC18319), outra proteina relacionada a precipitacao do

calcio, mas em uma etapa mais avangada do processo de mineralizagao.

Experimentos de imunoistoquimica foram realizados utilizando imunoperoxidase
como método de deteccao. Foi utilizado anticorpo secundario de coelho anti-IgG de cabra (H
+ L) biotinilado (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, EUA); o amplificador foi avidina
biotina (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA.) e o cromdgeno foi diaminobenzidina

(Dako North America, Inc., Carpinteria, CA, EUA).

Para cada anticorpo utilizado, a expressio das proteinas foi avaliada
semiquantitativamente, atribuindo-se diferentes “escores”, de acordo com o numero de
células imunomarcadas no processo de cicatrizacdo da ferida. A andlise foi realizada em

microscopio optico Leica DMLB por meio de escores (andlise qualitativa ordinal), em que
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os escores indicaram marcagao leve (+), marcagdo moderada (++) e marcacao intensa (+++)
(MANRIQUE et al., 2015; PALIN et al., 2018; PEDROSA et al., 2009). A marcagao da
diaminobenzidina foi considerada positiva, havendo cautela quanto & manutencdo de
controles negativos para avaliacdo da especificidade dos anticorpos. A regido de interesse
restringiu-se ao 0sso neoformado na por¢do medular da tibia, visto que o osso ali formado
apresenta turnover semelhante aos ossos maxilares. Os escores foram atribuidos de acordo
com a extensdo da area com marcagdo positiva para cada um dos anticorpos analisados,
respeitando as diversas caracteristicas dos padrdes de imunomarcacao, seja em células ou

matriz extracelular.

4.5.2. Analises Biomecanicas

Trinta dias apds a instalagdo do implante, os demais animais (seis animais para cada
superficie) foram eutanasiados para realizagdo do teste de torque reverso. A regido
metafisaria tibial foi aberta para exposicao do implante e uma chave de torque digital foi
fixada na cavidade hexagonal do implante. Nesse caso, foi aplicado um torque de intensidade
progressiva no sentido anti-horario até o rompimento da interface osso/implante, a fim de se
registrar o pico do torque de quebra em N.cm. Os valores obtidos foram agrupados e
submetidos a andlise estatistica (RAMALHO-FERREIRA et al., 2015). Para a analise
estatistica, foi utilizado o software GraphPad Prism 7.0. A analise de homoscedasticidade foi
realizada com o teste de Kolmogorov Smirnov que confirmara a distribui¢do normal dos
dados. Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) unilateral e o nivel de significincia

adotado foi de p <0,05.

5. Resultados e Discussoes

5.1. Determinacao de fases cristalinas via difraciao de raios-X (DRX)

A Figura 6 ilustra o padrdo de DRX do p6 de TiO: sintetizado via rota sol-gel. As
fases cristalinas, bruquita e anatase, foram identificadas com os principais picos de difracao
centrados em 260 = 25° [anatase (1 0 1)] e 31° [bruquita (1 2 1)] (KOZHEVNIKOVA et al.,
2019; MUTUMA et al., 2015). A ocorréncia de nucleacdo das fases bruquita e anatase pos
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sintese sol-gel de TiO2 sem tratamento térmico adicional ja foi reportada em outros trabalhos
(KOZHEVNIKOVA et al., 2019; MUSIC et al., 1997; SRIDEVI et al., 2020). Nenhum
padrdo de difragdo associado a fase rutilo foi observado. As nanoestruturas de TiO:
sintetizadas foram entdo empregadas para fabricar os filmes LbL.
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Figura 6. Espectro de difragdo de raios X do p6 de TiO» obtido através da rota sol-gel apos
evaporacao do solvente. Picos de anatase (1 0 1) em 20 = 25° e bruquita (1 2 1) em 20 =31°.
Anatase: JCPDS 21-1272, Bruquita: JCPDS 29-1360.

5.2. Caracterizacoes dos filmes LbL sobre lamina de silica fundida ou de silicio

5.2.1. UV-VIS

Todos os filmes caracterizados nesta secao foram crescidos em substrato de lamina
de silica fundida. A Figura 7 ilustra os espectros de absor¢do UV-VIS para a andlise da
cinética de crescimento dos filmes. Foram obtidos espectros UV-VIS de cada etapa da
adsorcdo das trés primeiras camadas do filme: TiO», PSS e TiO,, respectivamente. Cada uma
das camadas foi crescida em quatro distintos intervalos de tempo de imersdao em solugdo: 1,
5, 15 min e t~0. Na segunda e na terceira camada, os intervalos de tempo de imersdo para
crescimento da(s) camada(s) subsequente(s) foram padronizados em 5 min, o intervalo de
tempo ja escolhido para o crescimento dos filmes objeto deste estudo. Em cada conjunto de
espectros na Figura 7, as diferencas observadas nas absorbancias ndo sdo significativas
indicando que a quantidade de material adsorvida e, possivelmente, o crescimento do filme
deve ser semelhante para qualquer um dos quatro intervalos de tempo analisados. As

diferencas observadas nos valores de absorbancia para amostras de uma mesma camada do
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filme podem estar associadas a uma possivel distribuicao heterogénea dos materiais ao longo

da superficie do substrato ou substrato + filme e/ou formagdo de agregados dos materiais

utilizados.
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Figura 7. Espectros de absor¢ao de UV-VIS coletados ap6s a deposi¢do de cada umas das
trés primeiras camadas do filme de PSS e TiOxz: (a) TiO2, (b) PSS e (¢) TiO», respectivamente,
em substratos de silica para quatro diferentes intervalos de tempo: 1, 5 e 15 min e t~0.
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A Figura 8 (a) ilustra os espectros de absor¢ao UV-VIS para cada etapa de adsor¢ao
de camadas de PSS e TiO: sobre o substrato de silica. A banda centrada em 234 nm pode ser
atribuida ao TiO> (ZHANG et al., 2007) e/ou ao anel aromatico do PSS (QUINN; YEO;
CARUSO, 2004). A dependéncia da absorbancia em 234 nm em funcdo do nimero de
camadas depositadas ¢ apresentada na Figura 8 (b). Inicialmente, tentou-se crescer na silica
um filme cuja primeira camada fosse PSS. Apds a primeira imersdo do substrato em solucao
de PSS, ndo foi verificada sua adsor¢do por conta da repulsdo eletrostatica entre o polianion
e o substrato de silica com carga negativa (HORN; ONODA, 1978). No entanto, esta primeira
camada de PSS deve se depositar adequadamente nas superficies dos discos de liga de Ti que
assumem carga positiva em pH &cido, como ¢ o caso da solu¢ao de PSS (PRIYA; MODAK;
RAICHUR, 2009). A Figura 8 (b) ilustra o crescimento da primeira camada de TiO»,
provavelmente iniciada pela atracdo eletrostatica com a superficie de silica. A adsor¢do de
PSS foi, entdo, possivel para a proxima camada. Um comportamento de crescimento “em
escada” no grafico “absorbancia x comprimento de onda” foi observado com aumentos
menores causados pela deposi¢do de PSS e maiores incrementos de absorbancia causados
pelo TiO,. A analise de espectroscopia UV-vis ainda revela uma deposicao uniforme e linear

por bicamada depositada até as cinco bicamadas [ver insercao na Figura 8 (b)].
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Figura 8. (a) Espectros de absor¢do de UV-VIS coletados apds cada etapa de deposicao de
camadas de PSS e TiO; em substratos de silica. Inser¢cdo: esquema de crescimento de um
filme LbL. (b) A relagdo entre a absorbancia em 234 nm e o numero de camadas depositadas.
Inser¢ao: Absorbancia em 234 nm versus niumero da bicamada.

Este comportamento “em escada”, melhor visualizado na Figura 9 pode estar
relacionado as forcas que atuam na adsor¢do de multicamadas. A provavel adsor¢dao de PSS
¢ impulsionada pela atragdo eletrostatica a superficie com TiO». O incremento de absorbancia
devido a adsor¢@o de PSS aumenta com o nimero de camadas depositadas, em fungao: i) do

equilibrio de carga positiva aumentado na superficie causado pelo aumento da quantidade de
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TiO; carregado positivamente no substrato e i) do aumento da distancia para a superficie de
silica carregada negativamente, minimizando a repulsdo. No caso da camada de TiO, o
incremento na absorbancia de cada camada é maior ¢ uniforme, o que pode ser explicado
pela agdo tanto da atragdo eletrostatica (entre TiO2 e PSS) quanto da interagdo TiO2 — TiO»
(adsor¢des sequenciais) (SCHULZE; KIRSTEIN, 2005). Porém, conforme indicado pela
Figura 7, o crescimento do filme TiO2/PSS estd condicionado a interacdo entre os dois
materiais visto que a adsor¢ao de TiO> € limitada e volta a aumentar apenas apos a adsor¢ao

de PSS.
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Figura 9. Espectros de absor¢cdo UV-VIS na faixa de 200-250 nm de 1) TiO2 - camada 1 e
PSS - camada 2, ii) TiO> - camada 2 e PSS - camada 3, iii) TiO - camada 3 e PSS - camada
4, 1v) TiO; - camada 4 e PSS - camada 5 e v) TiO» - camada 5 e PSS - camada 6.

5.2.2. FTIR
A Figura 10 mostra os espectros FTIR do filme (PSS/Ti02)20 em comparagdo com

os materiais puros (filmes casting). O espectro de filme casting de TiO,, na Figura 10,
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apresenta as bandas de estiramento (stretching) tipicas de Ti — O em 648 e 562 cm™, e de
estiramento Ti — O — Ti em 446 cm™' (MUSIC et al., 1997). Uma banda larga entre 3372 ¢
3215 cm™! é atribuida ao estiramento de hidroxilas da 4gua adsorvida (CONNOR; DOBSON;
JAMES MCQUILLAN, 1999; IVANOVA; HARIZANOVA, 2001). Aliado a banda
adicional devido a vibracdo de deformag¢io H — O — H em 1640 cm™, esta é uma evidéncia
de uma grande quantidade de agua absorvida nas superficies de TiO> conforme ja relatado
(BEZRODNA et al., 2004; CONNOR; DOBSON; JAMES MCQUILLAN, 1999; MUSIC et
al., 1997). Os espécimes organicos atribuidos no espectro do TiO2 se devem a hidrolise
incompleta do isopropdxido de Ti. O espectro do filme casting de PSS também apresentou a
banda de stretching da hidroxila (centrada em 3457 cm™) e sua vibragdo de tor¢do (bending)
a 1638 cm! relativo a 4gua adsorvida pelos grupos sulfonicos. Bandas em 1130 e 1010 cm’!
sdo atribuidas as tor¢des do anel benzénico (BONAZZOLA; CALVO; NART, 2003). Bandas
tipicas de grupos sulfonicos aparecem em 1195 e 1042 cm™!, que surgem de seus estiramentos
assimétrico e simétrico (CHEN, Liang; LU, 2006; SOCRATES, 2001). Para o filme LbL,
ambas as bandas de TiO, e PSS sdao facilmente identificadas, indicando que ambos os
materiais estdo presentes na estrutura do filme LbL.

No espectro do PSS puro, a banda de estiramento assimétrico do grupo sulfonico
aparece como uma Unica banda em 1195 cm™ decorrente dos grupos sulfonicos ndo afetados
pela interagao com o meio (ZUNDEL, 1982). No filme LbL, esta banda mostra a estrutura
de dupleto com duas bandas centradas em 1215 ¢ 1161 cm™, caracterizando interagdes com
um contra-ion (ZUNDEL, 1982). A distancia entre os centros das bandas depende da
intensidade do campo elétrico gerado pelo contra-ion, relatado como 38, 77 ¢ 130 cm™ para
Na®, Co?" e Fe’*, respectivamente (KURTH; VOLKMER; KLITZING, VON, 2003). Aqui,
o desdobramento observado foi em torno de 54 cm™'. Este comportamento foi observado em
outros filmes LbL contendo grupos sulfonicos, por exemplo, ftalocianinas sulfonadas
interagindo eletrostaticamente com polications demonstraram divisdo variando de 35 a 47
cm™' (ALENCAR et al., 2009; DE LUCENA et al., 2018). Além disso, o espectro do filme
LbL teve as bandas relacionadas as vibragdes do anel de benzeno sutilmente deslocadas para

o vermelho de 1130 para 1128 cm’, e de 1010 para 1007 cm™.
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Aliados aos pequenos deslocamentos nas posi¢des das bandas de estiramento de Ti —
O, todos esses resultados corroboram para indicar uma interagdo em nivel supramolecular
entre as multicamadas, possivelmente por meio de interagdes eletrostaticas entre grupos
sulfonicos e o Ti (com estado de carga +3 no TiO2) (KOCH; MANZHOS, 2017a, b). As

atribuicdes completas e as posi¢des da banda estdo listadas na Tabela 2.
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Figura 10. Espectros FTIR em duas regides (4000 - 2500 cm™ e 1800 - 400 cm™) de TiO:
puro ¢ PSS (filmes fundidos) e o filme LbL (TiO2/PSS). v: stretching; va: stretching
assimétrico; vs: stretching simétrico; o: bending.
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Tabela 2. Bandas FTIR e suas respectivas atribui¢des para TiO2, PSS e um filme LbL
(TiO2/PSS) (v: stretching; va: stretching assimétrico; vs: stretching simétrico; 6: bending).

o Numero de onda (cm™!
Atribuicoes TiOs PSS (LbL)
v(OH) hidroxila absorvida P 3372-3215 | 3438-3493 | 3372-3215
v-CH*® 2952 3047 2957
va —“CHp—° 2925 2927 2930
vs —CH—* 2876 2846 2875
SOH P4 1640 1638 1640
Deformagao do grupo O—H, no plano, em | 1421
alcoois primarios e secundarios®
va SOz ¢ 1195 1215, 1161
vibragdo planar do anel benzénico ° 1130 1128
Vs SOz “¢ 1042 1036
bending, no plano, do anel benzénico® 1010 1007
vTi-O "9 648 633
562 546
vTi-O-Ti "¢ 446 447

a . . b .
T. Ivanova and A. Harizanova, Solid State lonics 138 (2001) 227-232. ~ P.A. Connor, K.D. Dobson, A. James McQuillan, Langmuir 15
c
(1999) 2402-2408. ~ G. Socrates, Infrared and Raman characteristic group frequencies. Tables and charts, 3rd ed., Johw Wiley & Sons,

d e
Chichester, 2001. = T. Bezrodna et al. J. Mol. Struct. 700 (2004) 175-181. L. Chen and G. Lu, J. Electroanal. Chem. 597 (2006) 51-59;

9

f .
S. Music¢ et al., Mater. Sci. Eng. B. 47 (1997) 33—40; ™ C. Bonazzola, E.J. Calvo and F.C. Nart, Langmuir 19 (2003) 5279-5286.

5.2.3. AFM

A técnica de AFM foi empregada para caracterizar a morfologia da superficie em
diferentes etapas do crescimento dos filmes LbL. O substrato de silica limpo tem uma
superficie plana com rugosidade RMS de cerca de 0,3 nm para uma imagem de
1 um X 1 um, conforme ilustra a Figura 11. Este substrato foi utilizado a fim de minimizar
a interferéncia direta da superficie rugosa dos discos de liga de Ti na andlise da rugosidade
do filme LbL bem como possiveis equivocos de interpreta¢do considerando que, o filme LbL
contendo TiO> estaria em contato com uma camada de TiO> (camada passivadora) presente

nas superficies dos discos.
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Figura 11. Imagem de AFM do substrato de 1amina de silica fundida apos tratamento com
solucao “piranha”. Rugosidade RMS de cerca de 0,3 nm.

As imagens de regides da superficie de uma monocamada de TiO> [Figura 12 (a)]
ilustram a superficie coberta pelas nanoestruturas e/ou nanoclusters (aglomerados) de TiO»,
geralmente menores que 100 nm. O valor do tamanho médio das particulas de TiO» obtido
foi de 28 + 3 nm (KITAGAWA et al.,, 2021). Esta primeira camada ¢ provavelmente
formada devido as interagdes TiO» — substrato e interagdes TiO2— TiO». O TiO; assume carga
positiva em pH abaixo de seu ponto isoelétrico (pH 6,6) (WANG, Zhong Sheng et al., 2003).
A rugosidade RMS calculada apds a adsor¢cdo desta camada de TiO; foi de 2,7 nm. A
adsorcdo da proxima camada de PSS implicou numa rugosidade RMS de 3,4 nm {ver a
morfologia da superficie do filme (PSS/Ti0,)PSS, na [Figura 12 (b)]} com agregados
aumentados, possivelmente devido a adsor¢ao do PSS em ilhas (CZERWIENIEC et al.,
2018; NGANKAM; MAO; VAN TASSEL, 2004). Nota-se que a rugosidade aumentou em
torno de 27% ap6s a adsor¢do da camada de PSS.

A imagem da morfologia da superficie do filme LbL (PSS/TiO,)s [Figura 12 (c)]
apresentou uma pequena diminui¢do na rugosidade RMS (de 3,4 para 3,0 nm) em
comparacao com o filme LbL (PSS/Ti0.):PSS. Isso pode ser explicado devido as particulas
de TiO; preencherem os vazios anteriores na camada de PSS. Com uma camada adicional de
PSS, o filme (PSS/Ti0,)sPSS [Figura 12 (d)] apresentou uma rugosidade de 3,8 nm. Embora

semelhante, um aumento de rugosidade de 27% foi observado ap6s a adsor¢ao da camada de
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PSS. O PSS aparentemente aumenta a rugosidade da superficie, enquanto
nanoestruturas/nanoclusters de TiO, diminuem as irregularidades da superficie,

possivelmente preenchendo os vazios.

a) 22,3 nm b) 7 26,6 nm
RMS = 2,7 nm RMS = 3,4 nm
LG 20,0

16,0
127 nm
0,0 n

8,0 10,0

0,0 —0,0

29,8 nm

23,5 nm d)

16,0

RMS = 3,8 nm
24,0

12,0

0,0

Figura 12. Imagens de AFM da morfologia da superficie de (a) uma monocamada de TiO>
e dos filmes LbL (b) (PSS/Ti0.):PSS, (c) (PSS/Ti02)s e (d) (PSS/Ti02)sPSS em substrato de
silica fundida.

A Figura 13 (a), obtida da regido da interface filme/risco de uma monocamada de
Ti0, é semelhante as demais imagens obtidas para os filmes de 1, 2, 3,4, 5, 5,5 e 6 bicamadas
e exemplifica-as. A Figura 13 (b) ilustra o grafico “espessura versus bicamadas” obtido
através dos dados das imagens de AFM citadas na Figura M (a). A espessura do filme
aumenta proporcionalmente a quantidade de bicamadas crescidas no filme. Porém, nota-se
que a espessura do filme ndo deve ser constante ao longo de sua superficie. Tal
comportamento j& fora aventado na se¢do 5.2.1. que trata sobre a caracterizacao via UV-VIS.
Destes dados, utilizando-se a equagao obtida pode-se inferir que a espessura média do filme
(TiO2/PSS)s € ~ 44 nm e, subtraindo-se a espessura da primeira camada de TiO, para o

filme (PSS/Ti07)s temos ~ 37 nm, ¢ ~ 40 nm para o filme (PSS/Ti0,)sPSS.
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Figura 13. Imagens de AFM da morfologia da superficie de (a) uma monocamada de TiO»
e dos filmes LbL (b) (PSS/Ti0,):PSS, (¢) (PSS/Ti02)s e (d) (PSS/Ti02)sPSS em substrato de
silica fundida.

A Figura 14 ilustra imagens de AFM de regides de 1 um X 1 um das superficies dos
discos de liga de Ti sem deposicdo (a) e das superficies dos discos de liga de Ti com
(PSS/Ti02)s (b) e com (PSS/Ti0,)sPSS. Apos a deposigdo dos filmes LbL, observa-se uma
sutil redugdo na rugosidade (RMS) da superficie. Tais valores de rugosidade sdo

consideravelmente superiores (~ 3 X) aos valores RMS observados para a superficie de silica
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+ filmes LbL, indicando que os filmes ndo alteram significativamente a rugosidade da
superficie das amostras de liga de Ti.
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Figura 14. Imagens de AFM da morfologia da superficie de (a) um disco de liga de Ti, sem
deposicao e deste disco com os filmes LbL (b) (PSS/Ti02)s e (¢) (PSS/Ti0,)sPSS.
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5.3. Caracterizacoes dos filmes LbL sobre substrato de liga de Ti

5.3.1. Micro-Raman

A Figura 15 (a) mostra uma imagem obtida por microscopio optico (500 x de
ampliagdo) e espectros Raman de um disco de liga de Ti. A imagem Optica ilustrou uma
superficie rugosa em microescala como efeito do processamento mecanico e do tratamento
acido sofrido pelo disco. O espectro indicou um padrdo caracteristico de camada de TiO»
passivadora amorfa na superficie do disco. Em algumas regides, os modos Aig € E; em 612
cm e 415 cm’!, respectivamente (MANUEL OCANA, JOSE V. GARCIA-RAMOS, 1992),
podem ser identificados. A larga banda em 260 cm™ é um fonon de segunda ordem do TiO:
amorfo (MANUEL OCANA, JOSE V. GARCIA-RAMOS, 1992) relacionada a fase rutilo,
com a auséncia de ordem de longo alcance (MANUEL OCANA, JOSE V. GARCIA-
RAMOS, 1992; SHIN et al., 2004). Nenhuma banda relacionada a alguma outra fase
cristalina do TiO» foi observada na superficie do disco limpo.

Os espectros Raman para discos cobertos com (PSS/Ti02)s e (PSS/Ti0,)sPSS sao
apresentados na Figura 15 (b) ¢ (c) em comparagdo com o disco limpo ¢ os filmes casting
dos materiais puros. As imagens Opticas (inser¢oes) ilustram que os filmes LbL nao afetam
significativamente a superficie em microescala. Como as imagens opticas foram obtidas nas
mesmas condicoes de luz, a mudanca de cor observada nas inser¢des também indica a
deposicao de multicamadas. Os espectros Raman sugerem o crescimento bem-sucedido das
multicamadas nos substratos. Os sinais mais significativos das fases cristalinas das
nanoestruturas de TiO, variam de 100 a 900 cm!. Eles apontam para a presenca de fases
cristalinas de TiO; anatase e bruquita (Anatase: 152, 206 ¢ 637 cm™! relacionadas aos modos
Eg, 400 € 516 cm™ relacionados aos modos Big; Bruquita: 152, 243, 321, 409 e 637 cm’!
relacionados aos modos Aig, 206 € 290 cm™ relacionados aos modos Big; 362 cm’
relacionado aos modos Bag; € 453 cm™! relacionado aos modos Bsg) (ILIEV; HADIJIEV;
LITVINCHUK, 2013; OHSAKA; IZUMI; FUJIKI, 1978; SCHIPPOREIT; MERGEL, 2018;
SINGH; MEHATA, 2019). Portanto, os espectros Raman corroboram com os resultados de
DRX.
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Observe que a banda de TiO> mais intensa emerge em cada espectro para as duas
amostras de multicamadas distintas, indicando que mesmo as regides amorfas e "distorcidas"
de rutilo ndo causam interferéncia significativa na adsor¢do de multicamadas. As bandas de
PSS nao foram identificadas nos espectros de filme LbL devido a intensidade de sinal
relativamente alta do TiO». A Figura 15 (d) mostra a regifio espectral em 125 — 200 cm™ do
(PSS/Ti02)s, do (PSS/Ti0,)sPSS e do filme casting de TiO,. O deslocamento para o azul da
banda de modo E, de anatase (152 cm™') apds o crescimento das multicamadas foi relatado e
atribuido ao efeito de confinamento de fonon (HARDWICK et al., 2007, HAZEM et al.,
2019; LEJON; OSTERLUND, 2011; LI, W. S. et al., 2001), possivelmente devido a tensio
causada pelo revestimento da superficie nos nanocristalitos € sua consequente tensao interna.
A interacdo entre PSS e TiO> pode causar uma tensao nas superficies de nanoestruturas de

Ti10; sendo uma possivel razdo para o deslocamento para o azul.
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Figura 15. Espectros Raman de (a) duas regides distintas do disco limpo (cinza e preto), e
apos a cobertura com os filmes (b) (PSS/Ti02)s (amarelo) e (¢) (PSS/TiO2)sPSS (azul e
verde). Filmes casting puros de PSS (rosa) e TiO» (vermelho) sdo apresentados para
comparagio. (d) espectros da regido entre 125 € 200 cm™ de discos de liga de Ti modificados
com (PSS/Ti0O2)s, (PSS/Ti0,)sPSS e do filme casting de TiO,. Os espectros de cores
idénticas referem-se a0 mesmo espectro. (e) imagens Opticas com ampliagao de 500 x do (i)
disco limpo, (ii) discos modificados com (PSS/Ti0)s e (iii) (PSS/Ti0,)sPSS.
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5.3.2. MEV

A Figura 16 (a) mostra a micrografia de MEV de uma regido da superficie de um
implante limpo com ampliagdo de 50.000 x. As Figura 16 (b) e (c) retratam as micrografias
de regides das superficies dos filmes casting, sobre lamina de vidro, de TiO2 e PSS,
respectivamente. O filme de TiO puro apresenta aglomerados de TiO> microdimensionados
com uma superficie rugosa em nanoescala, enquanto a superficie do filme casting de PSS ¢
relativamente plana. A superficie do implante modificada pelo filme LbL (PSS/Ti02)s (em
que o TiO> ¢ a camada mais externa) exibe as particulas de TiO> de tamanho nanométrico
cobrindo toda a superficie, enquanto os microclusters observados na Figura 16 (b) ndo sao
exibidos. Isso indica que os microclusters sao formados durante o processo de secagem do
filme casting e sdo evitados pela nanoestruturacdo das multicamadas via LbL. A falta de
mudancas significativas em microescala (em comparagdo com o implante limpo) implica
uma adsor¢ao homogénea e uniforme da nanocamada de TiO,. A micrografia do filme
(PSS/Ti0,)sPSS [Figura 16 (¢)], em que o PSS ¢ a camada mais externa, ¢ bastante diferente
do implante limpo e do implante revestido de (PSS/TiO)s. Desta vez, a rugosidade em
nanoescala nas superficies [conforme visto nas Figura 16 (b) e (d)] provocada pelas
nanoestruturas de TiO> ndo foi identificada, indicando que a camada PSS cobre

completamente a superficie e a camada anterior de TiOo.

Figura 16. Micrografias de MEV de (a) implante limpo, (b) TiO; - casting e (c) PSS - casting
em laminas planas de vidro, (d) filme (PSS/TiO2)s sobre o implante e (e) filme
(PSS/Ti02)sPSS sobre o implante.
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5.4. Testes in vivo

5.4.1. Analises de Imunomarcacao

Nessa analise, proteinas relacionadas as diferentes etapas de maturagdo dos
osteoblastos foram imunomarcadas para caracterizar o comportamento dessas células para o
osso perimplantar formado pelo contato com as diferentes superficies. A Figura 17 mostra
fotomicrografias de imunomarcagdo de Runx2, ALP, OPN e OCN para o implante revestido
com os filmes LbL (PSS/Ti0;)sPSS, (PSS/TiO2)s e superficies de controle (implante
convencional sem deposicao de filme LbL).

Runx2: este fator de transcri¢cao ndo foi observado na superficie de (PSS/Ti02)sPSS
ou de (PSS/Ti0,)s. Além disso, na superficie do (PSS/Ti02)s, menos 0sso se formou proximo
ao implante comparado a superficie de (PSS/T10,)sPSS. Na superficie controle, observou-se
a presenca sutil de Runx2 proximo ao osso neoformado, caracterizando um atraso no

processo de reparo, em relacao as superficies revestidas.

Fosfatase Alcalina (ALP): a marcacdao intensa para esta proteina responsavel pela
precipitacdo de fosfato na matriz colagena foi observada no grupo (PSS/Ti07)sPSS e em
menor extensao no grupo (PSS/Ti02)s. A marcagao sutil na superficie de controle pode ser

associada com a menor formagdo dssea neste grupo.

Osteopontina (OPN): a proteina osteopontina caracteriza o inicio da precipitagao de
Célcio sobre a matriz colagena e também marca a formagao de linhas cimentantes (linhas de
reversao) do tecido dsseo durante o processo reparacional. Na superficie do grupo controle
foi exibida marcacdo moderada de OPN indicando que, aos 14 dias, a precipitagdo inicial de

calcio estava ocorrendo proximo aos implantes deste grupo experimental.

Osteocalcina (OCN): a marcagao intensa desta proteina considerada como marcadora
da mineralizagdo 6ssea foi observada no grupo (PSS/Ti0O.)sPSS, mostrando uma maior
maturidade do osso peri-implantar na presenca deste revestimento. A presenca sutil de OCN

foi observada em (PSS/Ti02)s, bem como em superficies de controle.
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Figura 17. Fotomicrografias ilustrando as proteinas Runx2, Fosfatase Alcalina (ALP),
Osteopontina (OPN) e Osteocalcina (OCN) para imunomarcagdo para as superficies de
(PSS/Ti0,)sPSS, (PSS/Ti102)s e controle (implante convencional). Simbolos: setas vermelhas
- células imunologicamente marcadas. Contra-coloracao: hematoxilina de Harris. Ampliagao
de 20 x.

Conforme listado na Tabela 3, ambos os tratamentos de superficie promoveram um
aumento na diferenciagdo osteoblastica, bem como aceleraram o processo de mineralizacao
Ossea peri-implantar. Aos 14 dias, apds a cirurgia, a diferenciacdo das células ja havia
ocorrido. Essa caracteristica foi especialmente verificada no grupo (PSS/TiO2)sPSS com
precipitagdo de Runx2, em que maiores areas de osso se formaram na regido medular em
maior quantidade que nos demais grupos. Nos implantes modificados com (PSS/Ti02)sPSS
e (PSS/Ti03)s, a maior quantidade de osso formado na regido medular pode estar associada
a maior marcagdo de ALP e precipitacdo de fosfato, com as melhores respostas observadas
para (PSS/T10.)sPSS em relacdo as demais superficies. Além disso, a precipitagdo de OPN
e OCN nas superficies tratadas mostra que o processo de mineralizagdo ocorre mais cedo que
na superficie de controle. Estes resultados indicam que ambos os filmes LbL — (PSS/Ti03)s
e (PSS/Ti07)sPSS — sdo promissores em termos de reducdao do tempo de cicatrizacdo em

implantes dentarios.
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Tabela 3. Pontuagdes (scores) de imunomarcagdo das proteinas Runx2, Fosfatase alcalina
(ALP), Osteopontina (OPN) e de osteocalcina (OCN) para os implantes recobertos com os
filmes LbL (PSS/Ti02)sPSS e (PSS/Ti0»)s e as superficies de controle. Pontuagdes: nao
observado (-), marcagdo leve (+), marcacdo moderada (++) e marcagdo intensa (+++).

Grupos/Proteina Runx2 ALP OPN OCN
(PSS/TiO2)sPSS - +++ + et
(PSS/Ti0z)s - ++ + +
CONTROLE i + T N

Uma discussao interessante a respeito da toxicidade do titdnio emergiu recentemente.
Embora os implantes dentarios atuais de Ti e suas ligas demonstrem, em sua maioria, serem
bem sucedidos em resultados clinicos por um longo periodo de tempo, eles sdo suscetiveis a
fendmenos de bio-tribocorrosdao no ambiente oral devido ao sinergismo de desgaste,
processos quimicos, bioquimicos e microbioldgicos (DINI et al., 2020). A toxicidade pode
surgir da corrosdo e do desgaste de implantes que geram particulas de Ti e ions que se
depositam nos tecidos circundantes, resultando em perda oOssea devido a reagdes
inflamatoérias, podendo levar a falha na osseointegracdo do implante dentario. Nao obstante,
a maioria dos estudos indicou baixo potencial de risco em mamiferos ou espécies aquaticas
(KIM et al., 2019) e ndo ha evidéncias suficientes para provar uma relagdo causal

unidirecional entre as particulas de Ti e TiO; e complicacdes de implantes biologicos

(KERNER et al., 2010).

No presente momento, nosso trabalho demonstrou que nenhum dos dois filmes,
(PSS/Ti07)sPSS e (PSS/Ti0O»)s, apresentam efeitos de citotoxicidade. Possivelmente, as
multicamadas estariam atuando como uma camada protetora dificultando o aparecimento de
particulas de detritos de metal que podem levar a doencas Osseas. Ainda assim, experimentos
adicionais necessitam ser realizados contemplando a estabilidade a longo prazo dos

implantes modificados com estes filmes.

As superficies do material do implante tratadas contendo o grupo sulfonato sdo

atoxicas, biocompativeis e osteointegraveis (KERNER et al., 2010). Em relagdo ao melhor
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desempenho dos implantes modificados com (PSS/Ti0O2)sPSS, trabalhos anteriores ja
investigaram o papel da camada final do PEM na adesdo e diferenciacdo celular. Eles
indicaram que as camadas superiores negativas como PSS sdo preferiveis para algumas
células, incluindo células do musculo liso humano, (HAN et al., 2012) células do musculo
esquelético, (RICOTTTI et al., 2011) hepatocitos e fibroblastos (KIDAMBI et al., 2007;
KIDAMBI; LEE; CHAN, 2004). Por exemplo, um maior grau de diferenciacao de células do
musculo esquelético C2C12 foi alcangado com a camada terminal de PSS que uma camada

terminal de polication (RICOTTI et al., 2011).

Um resultado semelhante foi observado para um filme de multicamadas PDAC/PSS,
no qual os hepatdcitos aderiram e se espalharam apenas quando o PSS estava na camada
superior (KIDAMBI; LEE; CHAN, 2004). Enquanto Kidambi et al.(KIDAMBI; LEE;
CHAN, 2004) atribuiram a adesdo e a proliferacdo celular ao grupo sulfonico, Han et al.
(KIDAMBI; LEE; CHAN, 2004) atribuiram o comportamento ao polieletrdlito carregado
positivamente combinado com as proteinas e fosfolipidios negativos da membrana celular,
causando citotoxicidade. Em contraste, o PSS carregado negativamente pode interagir de
forma hospitaleira com as células para manter sua conformagao natural. Além disso, o PSS
pode fornecer alta hidrofilicidade a superficie, e a adesdo e proliferacao das células
apresentaram alguma correlagdo com a hidrofilicidade de varias multicamadas (PEM)
testadas (SCHLENOFF; KELLER, 2015). C¢lulas de carcinoma humano semelhantes a
osteoblastos SaOS-2 (geralmente usadas para avaliar fendtipos dsseos) foram cultivadas em
diferentes filmes de multicamadas LbL e o fendtipo especifico de ALP foi mantido apenas
quando a camada externa foi composta com os polianions poli (dcido L-glutdmico) (PGA) e

PSS (WITTMER et al., 2008).

5.4.2. Analises Biomecanicas

A Figura 18 apresenta os resultados da andlise biomecénica entre os implantes
revestidos com (PSS/Ti02)sPSS, (PSS/Ti02)s e os grupos de superficie de controle. O torque
de remocao ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, p > 0,05.
A superficie de (PSS/Ti02)sPSS apresenta maior valor de torque de remocao que os demais

grupos, seguida da superficie de (PSS/TiO2)s. Isso demonstra que a for¢a de remogdo dos
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implantes com a superficie modificada ¢ maior do que a forca aplicada nos implantes de
superficie de liga de Ti convencionais. Esses dados corroboram com os resultados da
imunomarcag¢do que mostraram a presenga significativa de ALP e OCN na regido peri-

implantar, indicando melhora da atividade osteoblastica e do processo de mineralizagao.

201

Torque de remogao (N.cm)

Figura 18. Grafico dos resultados da andlise biomecanica entre os grupos de implantes
revestidos com (PSS/T107)sPSS, (PSS/Ti0,)s e superficies de controle.

Embora os resultados biomecanicos ndo exibam diferengas estatisticamente
significativas entre as superficies, os implantes revestidos com filmes LbL indicam
apresentar desempenho melhor quando qualitativamente comparados ao grupo controle e,
com (PSS/Ti107)sPSS melhor que (PSS/Ti0O2)s. A anélise de imunomarcagao reforgou esta
classificagdo qualitativa das superficies. Essas melhorias podem estar associadas as
mudancas nanotopograficas fornecidas pelos filmes LbL na superficie do implante

(verificadas pelos resultados de AFM e SEM).
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Os mecanismos por tras dos efeitos das caracteristicas nanotopograficas na adesao de
proteinas e manipulacdo celular ainda ndo sdo totalmente compreendidos, sem consenso
sobre as caracteristicas nanotopograficas ideais necessarias para estabelecer uma forte
ancoragem entre o implante e o tecido circundante. Todos os produtos quimicos foram
preparados seguindo uma rota relativamente ndo complexa e a técnica LbL ¢ uma ferramenta
simples, versatil e de baixo custo para modular as caracteristicas nanotopograficas da

superficie e sua composi¢do quimica.

6. Conclusoes

Revestimentos nanoestruturados de TiO; foram sintetizados por uma rota sol-gel em
fases bruquita e anatase e automontadas via técnica LbL com o polianion PSS. O crescimento
do filme LbL apresenta um comportamento de crescimento em escada com menores
aumentos na absorbancia UV-VIS causados pela adsor¢ao de PSS e maiores incrementos de
absorbancia causados pelas nanoparticulas de TiO2. As for¢as motrizes para a formacao do

filme estdo associadas as interagoes eletrostaticas e interagdes TiOz — TiOs.

A analise topografica dos filmes LbL indicou mudancas em nanoescala, com o PSS
contribuindo para aumentar a rugosidade da superficie enquanto as camadas de TiO»
favorecem a diminuigao das irregularidades da superficie para o substrato de silica. Por outro
lado, estes efeitos de TiO2 e PSS ndo parecem ser significativos nos substratos de liga de Ti,
conforme observado nos resultados de AFM. Neles, a adsor¢ao das multicamadas nao alterou
significativamente a rugosidade da superficie. A deposi¢do dos filmes LbL (PSS/TiOy)s e
(PSS/Ti102)sPSS nos implantes foi confirmada por micro-Raman e MEV. O revestimento de
PSS pode causar deformacao e consequente estresse interno nos nanocristalitos de TiO2. Em
comparagdo com os implantes sem deposi¢ao de filme LbL, as multicamadas de PSS/Ti0>
nas superficies dos implantes apresentaram biocompatibilidade com osteoblastos
promovendo maiores e mais aceleradas adesdo, proliferacdo e diferencia¢do de osteoblastos

in vivo, especialmente quando o PSS ¢ a camada mais externa.

O efeito sinérgico promovido pelas multicamadas de PSS e de nanoparticulas e TiO2

contribui para os ambientes topograficos e quimicos adequados para a osseointegracdo. O
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conjunto de modificacdes fisicas (duplo ataque acido) combinado com modificagdes
quimicas (filmes LbL) apresenta as respostas mais interessantes para osseointegragdo. A
técnica LbL mostrou-se eficiente para controlar o fenotipo celular e a formacgao do tecido,
potencializando a osteogénese ¢ a formagdo 6ssea na interface osso-material do implante.
Além disso, os grupos sulfonicos de superficie favorecem a osseointegracdo. As
nanoestruturas de TiO> também sdo promissoras para promover a fixagdo do implante em

longo prazo.

O revestimento desenvolvido nesse trabalho ¢ particularmente vantajoso para
implantes posicionados em areas com densidade 6ssea muito baixa ou locais que requerem
um procedimento rapido de regeneracgao 6ssea. Além disso, essa arquitetura pode ser ttil para
a ancoragem de biomoléculas e drogas sintéticas entre outras abordagens de acordo com a
especificidade do objetivo para a regeneragao do tecido do hospedeiro. Este trabalho traz as
primeiras boas evidéncias desses filmes multicamadas para a abordagem mencionada. O
processo de crescimento simples da técnica LbL e dos produtos quimicos abrem novas
possibilidades para o aprimoramento dos implantes a base de Ti e, provavelmente, os

implantes 6sseos em geral.

7. Perspectivas para trabalhos futuros decorrentes da Tese
e Determinar se o recobrimento desenvolvido e testado neste trabalho ¢

eficiente em pacientes humanos.

e Aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos quimicos de crescimento

das multicamadas crescidas pela técnica LbL;

e Avaliar mais profundamente os efeitos da topografia da superficie do filme

LbL de PSS e TiO> na osseointegragao;

e Otimizar outros parametros fisico-quimicos como a espessura total do filme e

o pH.
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e Avaliar as estabilidades mecanicas e quimicas dessas multicamadas sobre os

implantes quando em contato com o material bioldgico.

e [Estudar a ancoragem de biomoléculas e drogas sintéticas para fins de

potencializar a osseointegragao.
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