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RESUMO: As principais modalidades de modificagdo fisica, quimica e
lopogrdfica das superficies dos implantes metdlicos ja sao amplamente
estudadas e documentadas. Com os avangos da engenharia tecidual,
novas abordagens de substitui¢do ou reparo de drgaos e lecidos sao
possibilitadas por wuma nova era de materiais bioativos com a combinagdo
de biomateriais com biomoléculas. A associa¢do de biomoléculas
as superficies de titdnio pode ser realizada por meio do método de
silanizagao, que viabiliza wma ligagao covalente entre a biomolécula e
o silano ancorado na superficie de titanio previamente funcionalizada.
Este estudo propoe a andlise, através de microscopia eletrénica de
varredura e caracterizagdo em interferometria a laser, de superficies de
titdnio em 1rés etapas que compoem o processo de silanizagao e precedem
a assoctagao da biomolécula. Para isso, foram utilizados discos de
titanio Grau 4 com 6 mm de didmetro e 2 mm de espessura e estudadas
apos as etapas de condicionamento dcido, de condicionamento alcalino
e apds a incorporagio do silano. As superficies de litdnio dos discos
das trés etapas citadas do processo de preparagao foram analisadas e
caracterizadas, comparando o padrdo de uniformidade e parametros de
rugosidade e molhabilidade encontrados. Os resultados mostraram que
todas as etapas do tratamento mantiveram uma superficie microrrugosa
e uniforme, com parametros de rugosidade adequados e compativeis com
os pardametros considerados ideais. No entanto, houve uma variagao
importante quanto a molhabilidade nos grupos estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Titanio, biomolécula, silanizagdo, rugosidade,
molhabilidade.

1. Introducao

pesar da taxa de sucesso dos implantes

de titAnio ser da ordem de 95-98%, no-

vas técnicas de modificagdo de superfi-
cie sao continuamente desenvolvidas para melhorar a
rugosidade, molhabilidade, adesao, fixagio de célula,
proliferacao celular e a osseointegracao [1]. Procura-
-se, com os tratamentos, obter a rugosidade adequa-
da dos implantes para aumentar a ancoragem o6ssea
e melhorar a biocompatibilidade dos implantes [2].
Paralelamente, as alteracoes na camada de 6xidos das
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ABSTRACT: The main methods of physical, chemical and topographical
modification of the surfaces of metallic implants have already been
widely studied and documented. With advances in lissue engineering,
new approaches to replacing or repairing organs and tissues are made
possible by a new era of bioactive materials with the combination of
biomaterials with biomolecules. The association of biomolecules with
titanium swrfaces can be carried out through the silanization method,
which enables a covalent bond between the biomolecule and the silane
anchored on the previously functionalized titanium surface. This
study proposes the analysis, through scanning electron microscopy and
characterization in laser interferometry, of titanium surfaces in three
stages that make up the silanization process and precede the association
of the biomolecule. For this, Grade 4 titanium discs with 6 mm in
diameter and 2 mm in thickness were used and studied after the acid
etching and alkaline etching stages and after the incorporation of silane.
The titanium surfaces of the discs from the three mentioned stages of
the preparation process were analyzed and characterized, comparing
the uniformity standard and roughmness and wettability parameters
Sfound. The resulls showed that all stages of the treatment maintained a
micro-rough and uniform surface with adequate roughness parameters
compatible with the parameters considered ideal. However, there was an
important variation regarding wettability in the groups studied.
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superficies metalicas, como a do titanio, e as técnicas de
funcionalizagio de superficies com materiais bioativos
tém sido investigadas e desenvolvidas [3]. A funcionali-
zagdo das superficies metalicas é bastante relevante na
area de biomateriais, uma vez que esta é capaz de con-
trolar a molhabilidade do material [4], a energia de su-
perficie [5], a adsor¢ao de proteinas [6], a liberagao de
drogas [7] e a interagao das células com o implante [8].

A funcionalizacao da superficie através silanos é
um dos métodos mais comumente usados para pre-

parar monocamadas. A principal vantagem do uso de




silanos em superficies metdlicas é a rapida formacao
de uma ligagio covalente entre o substrato e o grupo
de ancoragem. Essa ligacao covalente estabiliza a mo-
nocamada e permite modificagdes quimicas posterio-
res, como a associa¢ao de biomoléculas, sem compro-
meter a integridade da monocamada [9].

Diante da possibilidade de conferir a atividade an-
timicrobiana a superficie do titanio, ou até mesmo al-
gum nivel de bioatividade em um metal considerado
inicialmente inerte, este estudo realizou andlise através
de Microscopio Eletronico de Varredura com Fonte de
Emissio de Campo (MEV-FEG) e caracterizagio em
Interferometria a laser de superficies de titinio em trés
etapas diferentes do processo de silanizacao, com obje-
tivo de analisar e caracterizar o padrao de uniformida-
de e parametros de rugosidade encontrados.

2. Revisao de literatura

diversas modificagoes da superficie dos implantes
metalicos foram desenvolvidas usando métodos sub-
trativos e aditivos. Entre esses métodos, os mais utili-
zados sdo o jateamento de particulas, o ataque acido e
a anodizagdo. Essas técnicas aumentam a rugosidade e
melhoram o sucesso clinico, com taxas de cicatrizagao
mais rapidas e potencialmente menores intervalos de
tempo para carregamento. No entanto, cada procedi-
mento gera uma superficie rugosa com caracteristicas
topogréficas ligeiramente diferentes, mesmo quando
possuem valores iguais em suas médias aritméticas de
rugosidade (Ra). Além disso, como resultado dessas
modificagoes, a molhabilidade e as caracteristicas qui-
micas da superficie do implante também sido frequen-
temente alteradas e podem mudar drasticamente a
resposta celular inicial a um material implantado [10].

A maior parte dos trabalhos disponiveis na literatu-
ra que analisam a influéncia da rugosidade na osseoin-
tegracao utilizam, convencionalmente, somente os va-
lores de Ra. Alguns trabalhos correlacionam o valor de
Ra com outras propriedades das superficies, como a
molhabilidade, adesao das células i vitro e adsorcao
de proteinas. Além do fato da escolha de Ra como pa-
rametro de analise da rugosidade nio ser justificada

nesses trabalhos, a avaliagio isolada de um parametro
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da rugosidade do implante ndo constitui a analise ide-
al para sua caracterizacdo, pois superficies com valo-
res semelhantes de Ra podem apresentar morfologias
diferenciadas. Portanto, ha necessidade de correlacio-
nar entre si os diversos parametros que caracterizam
a rugosidade, bem como analisar a interferéncia com
outras propriedades da superficie dos implantes [11].
Os parametros para analise e caracterizagao de ru-
gosidade caracterizam a superficie implantar. No en-
tanto, o papel especifico de cada parametro da rugo-
sidade na osseointegracao ainda nao é conclusivo [11].
Uma melhor avaliacdo da rugosidade e adesao celular
pode ser obtida por meio da associagdo dos valores de
pelo menos um parametro de altura, um espacial, e
um hibrido [12]. A rugosidade da superficie pode ser
dividida em trés niveis, dependendo da escala dos re-
cursos: topologias macro, micro e nano-dimensionadas
[13]. O nivel macro é definido para caracteristicas to-
pogréficas como estando na faixa de milimetros a de-
zenas de microns. Essa escala estd diretamente rela-
cionada com a geometria do implante, com parafusos
rosqueados e tratamentos de superficie macroporosa
dando rugosidade superficial superior a 10 ym. A alta
rugosidade resulta em intertravamento mecanico en-
tre a superficie do implante e o ésseo adjacente. No
entanto, um grande risco com alta rugosidade da su-
perficie pode ser um aumento na peri-implantite [14].
A rugosidade micrométrica dos implantes denta-
rios esta na faixa de 1-10 ym. Essa faixa de rugosida-
de maximiza o intertravamento entre o osso minerali-
zado e a superficie do implante. Nessas superficies, as
irregularidades permitem que células osteogénicas se
unam e depositem osso, produzindo a interface osso-
-implante e por isso considera-se que as microrrugosi-
dades atuam no nivel celular da osseointegragao [15].
Perfis de superficie na faixa nanométrica desem-
penham um papel importante na adsor¢ao de prote-
inas, adesao de células osteoblasticas e na taxa de os-
seointegracao. No entanto, a rugosidade da superficie
reproduzivel na faixa nanométrica ¢ dificil de produ-
zir com tratamentos quimicos. Além disso, a nano to-
pografia de superficie ideal para adsorcao seletiva de
proteinas levando a adesdo de células osteoblasticas e
aposigao 6ssea rapida ainda é desconhecida [14].
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Varios métodos foram desenvolvidos para criar
uma superficie rugosa e melhorar a osseointegragiao
de implantes dentarios de titanio. Esses métodos usam
pulverizacao de plasma de titanio, jateamento com par-
ticulas ceramicas, ataque 4cido e anodizacgao [10, 14].

As técnicas de modificagio da superficie podem ser utili-
zadas individualmente, ou combinadas, e podem ser classi-
ficadas em trés categorias: fisicas, quimicas e biolégicas [2].

Superficies nano rugosas com caracteristicas seme-
lhantes as dos receptores e proteinas da membrana
celular tém um papel crucial na melhoria do desem-
penho do implante e da osseointegracao. Em uma
condigao de nanoescala, os receptores de membrana
celular, integrinas e proteinas estdo envolvidos e me-
lhoram a qualidade geral da osseointegracgao e outras
reagoes biolégicas entre osso e implante [16].

Embora os biomateriais metalicos possam diferir
em diversas propriedades fisicas e quimicas, muitos
deles compartilham o potencial de funcionalizacao da
superficie por meio da reatividade da superficie gru-
pos -OH ligados como pontos de ancoragem para a
formacao de monocamadas densamente empacotadas.
A ativagao pode ser obtida por ataque a imido, ataque
a seco e ativacao por plasma. A superficie terminada
por grupos hidroxila torna possivel a ligagdo com ou-
tras moléculas por meio de reagoes de condensagao [9].

Diversos grupos funcionais reagem com a hidroxila
terminal, levando a formagio de camadas conhecidas
como self assembled monolayers (SAMs) ou monocamadas
auto-organizadas. Por meio de interagdes quimicas es-
pecificas, moléculas organicas podem se organizar es-
pontaneamente sobre varios tipos de superficie [17].

A preparagao de monocamadas de silano a partir de
solucdo é padronizada atualmente para obter de forma
mais reprodutivel e rapida SAM’s de silano através da
imersao de um metal em uma solucao do precursor
APTES (3-aminopropil) trietoxisilano em diferentes
concentragoes e temperaturas. O APTES é comumen-
te usado para obter superficies terminadas em amina
que sao aplicadas para promover adesdo de proteinas e
crescimento celular em implantes biolégicos [9].

A reagao tem o potencial de formar uma superficie
modificada ou funcionar como um intermediario na
ligacao de ligantes organicos a superficies de titanio [4].
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3. Materiais e métodos

o preparo das amostras foi realizado em conjunto
no laboratério de Biomateriais — SE/8 e Laboratério
de Processos Biotecnolégicos — SE/5 do Instituto Mili-
tar de Engenharia, R]J.

Um total de 15 amostras foi dividido em trés grupos
com cinco discos de titanio grau 4, medindo 6X2 mm
e inicialmente com superficie polida. Os grupos forma-
dos foram: titanio apés a etapa de condicionamento (Ti-
-Etc), titanio ap6s a etapa de condicionamento alcalino
(Ti-Alk) e o titanio ap6s a etapa de silanizagao (Ti-Sil).

Todos os discos foram submetidos a0 mesmo con-
dicionamento 4cido com solugdo composta por H,SO,
/ HF / HCl e para formar uma superficie microrrugo-
sa uniforme semelhante a microtextura dos implantes
osseointegraveis disponiveis no mercado, sendo esta,
portanto, a superficie inicial de trabalho para o pre-
sente estudo. Apoés esse tratamento, os discos foram
lavados com agua destilada, secos em N2.

As amostras dos grupos Ti-Alk e Ti-Sil foram ati-
vadas com tratamento alcalino por imersao em 20 ml
de solugdo com NaOH 5M durante 8h a temperatu-
ra de 60°C para a formagao dos grupos funcionais
hidroxila (OH~) necessarios para a uniido covalente
entre o titanio e o silano.

Depois dessa etapa, foram lavadas com 4gua des-
tilada por 30 min e secas individualmente em N2.
Apesar dessa etapa tornar possivel a ligagio do silano
na superficie do titanio, ela tem como possivel con-
sequéncia a formacao de uma camada de titanato de
s6édio amorfa na superficie do metal, que se imersa
em fluido com condigbes idnicas ideais, podera sofrer
cristalizagdo em apatita, conferindo, assim, algum ni-
vel de bioatividade ao material.

Para o procedimento de silaniza¢do, sao neces-
sarios um silano, uma base e um solvente. O silano
escolhido foi o CPTES de 3(cloropropil)-trietoxisila-
no, devido a presenca do grupo terminal cloro em
sua porcao organofuncional, o que facilita a interagao
do silano com o peptideo a um pH de 11. O solvente
escolhido foi o pentano anidro e a base a N,N-diiso-
propiletilamina (DIPEA). Todos os reagentes foram

adquiridos da Sigma-AldrichBrasil.




Para a criacao do grupo Ti-Sil, cinco amostras pre-
viamente ativadas foram imersas em solug¢io contendo
7 ml de pentano anidro, 1,2 ml de 3(cloropropil)-trie-
toxisilano e 0,6ml da base N,N-diisopropiletilamina
(DIPEA) sob uma atmosfera saturada de N2 durante
1h. Ao final desse periodo, as amostras foram lavadas
trés vezes com agua destilada e secas com nitrogénio.

Amostras dos trés grupos foram analisadas por Mi-
croscopia Eletronica de Varredura (MEV) e caracteriza-
das em Interferometria a laser Zygo no Laboratério de
Biomateriais do Instituto Militar de Engenharia (IME).

A molhabilidade foi quantificada pela medida do
angulo de contato com agua destilada. Neste traba-
lho, foi empregado o goniometro FTA100 (First Ten
Angstroms, Portsmouth, VA, USA). Quanto menor o
angulo de contato, maior a molhabilidade. A redu-
¢ao do angulo de contato indica que a superficie é
mais hidrofilica.
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4. Resultados e discussao

ap6s o condicionamento acido com solugao com-
posta por H,SO, / HF / HCI, todos os discos forma-
ram uma superficie microrrugosa com parametro Ra
aproximadamente entre 1 e 2 pm, semelhante a mi-
crotextura dos implantes osseointegraveis disponiveis
no mercado, conforme verificado nas figuras 1 e 2, o
que confirmou a uniformidade do tratamento realiza-
do ao longo de toda a sua extensao.

A superficie das amostras ativadas através do con-
dicionamento com NaOH (figura 3) e das amostras
submetidas a incorporagao do silano (figura 4) tam-
bém foram analisadas em MEV/FEG e caracterizadas
por meio do Interferébmetro a laser Zygo, confirman-
do a uniformidade da microtextura superficial e pa-
rametros de rugosidade alcancados apds o condicio-
namento acido.

Fig. 1 - Micrografia (MEV/FEG) da superficie da amostra de titinio do grupo Ti-Etcapds condicionamento

acido. Aumento de 500X, 1000X, 2500X, 5000X.

i o
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Fig. 2 - Micrografia (MEV/FEG) da superficie da amostra de titanio do subgrupo Ti-Etc apds condiciona-
mento acido. Aumento de 10.000X, 40.000X.

Fig. 3 - Micrografia (MEV/FEG) da superficie da amostra de titanio do grupo Ti-Alk apds condicionamento
alcalino. Aumento de 500X, 1000X, 2500X, 5000X.
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Fig. 4 - Micrografia (MEV/FEG) da superficie da amostra de titanio do grupo Ti-Sil ap6s silanizagdo. SEM/

FEG. Aumento de 500X. 1000X, 2500X, 5000X.

A anilise em MEV/FEG dos subgrupos Ti-Alk e Ti-
-Sil em maior aumento, especialmente em 40.000X

(figuras 5 e 6), evidenciou superficies com caracteris-
ticas nanométricas ao longo da superficie, o que pode
significar uma melhor adsorcao de proteinas e um
aprimoramento na osseointegracao de implantes

A caracterizacao das superficies em Interferdometro
a laser Zygo, das amostras dos trés grupos estudados
(figuras 7, 8, 9; tabelas 1, 2, 3), mostrou uma super-
ficie com parametros de rugosidade compativeis com
os implantes osseointegraveis comerciais, inclusive
com média do parametro Ra entre 1 e 2 pm.

Pode-se observar que ndo houve diferenga signifi-
cativa entre as médias dos parametros de rugosidade
entre os grupos estudados. Entretanto, verificou-se
diferenca estatistica entre os demais grupos.

Um estudo comparativo em amostras de titanio
com superficie anodizadas, com ataque 4cido e flu-
oreto sobre o valor de Ra e o angulo de contato,
concluiram que os angulos de contato foram in-
fluenciados por Ra nos grupos de amostras. Apesar
da pequena diferenga entre Ra dos grupos, a mo-
lhabilidade apresentou a tendéncia de reduzir com
o aumento de Ra [18].

Diferentes tratamentos aplicados com objetivo
de aumentar a rugosidade superficial e a molha-
bilidade das amostras de titAnio, e analisados com
medidas de perfilometria e angulo de contato,
mostraram que a molhabilidade ndo é o parametro
critico para adesao e proliferagao celular, e que a

topografia da superficie desempenha o papel prin-
cipal [19].
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Fig. 5 - Micrografia (MEV/FEG) da superficie da amostra de titanio do grupo Ti-Silapés condicionamento

alcalino. SEM/FEG. Aumento de 10.000X, 40.000X.

Fig. 6 - Micrografia da superficie da amostra de titanio do subgrupo Ti-Sil apés silanizagio. SEM/FEG.

Aumento de 10.000X, 40.000X.

No presente estudo, os maiores valores médios de
Ra foram encontrados no grupo Ti-Alk, ou seja, ap6s
a etapa de tratamento alcalino, quando comparado
com os outros dois subgrupos. No entanto, diferente
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do relatado por Coutinho e Elias [18], o grupo que
apresentou maiores valores médios de Ra também
apresentou menores valores de angulo de contato e
maior molhabilidade.
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Fig. 7 - Imagem 3D da microtopografia da superficie da amostra ap6s condicionamento acido — Interfero-
metro Zygo

Tab. 1 - Parametros de rugosidade em cinco regides diferentes na superficie da amostra ap6s condiciona-

mento acido — Interferémetro Zygo

1 1,013 1,380 34 480 3.185,323 18.201,848 17,718
2 0,990 1,303 85 457 3.223,391 17.330,467 17,613
3 1,002 1,313 87 464 3.299,397 17.596,782 17,409
4 1,105 1,453 86 403 3.261,101 15.281,670 17,511
5 1,083 1,424 92 418 3.491,314 15.862,711 16,924
Média 1,038 1,374 87 444 3.292,105 16.854,696 17,435
Desvio 0,052 0,066 3 32 119,188 1.229,869 0,308

Fig. 8 - Imagem 3D da microtopografia da superficie da amostra apés condicionamento alcalino — Interfe-

rometro Zygo
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Tab. 2 - Parametros de rugosidade em cinco regides diferentes na superficie da amostra apds condiciona-
mento alcalino — Interferémetro Zygo

1 1,497 1,881 335 653 2.074,292 4.043,321 21,957
2 1,463 1,848 484 922 3.133,691 5.969,552 17,864
3 1,457 1,842 713 1374 4.980,133 9.597,060 14,170
4 1,522 1,895 396 569 2.429,805 3.491,310 20,287
5 1,550 1,927 295 626 1.797,977 3.815,368 23,583
Média 1,498 1,879 445 829 2.883,180 5.383,322 19,572
Desvio 0,039 0,035 166 334 1274,508 2.546,225 3,687

Fig. 9 - Imagem 3D da microtopografia da superficie da amostra apds silaniza¢ao — Interferémetro Zygo

Tab. 3 - Parametros de rugosidade em cinco regides diferentes na superficie da amostra ap6s silanizagao —
Interferémetro Zygo

1 1,231 1,619 621 620 3.769,170 3.763,101 16,288
2 1,157 1,554 676 634 4.101,644 3.846,808 15,614
3 1,365 1,828 667 498 4.053,691 3.026,594 15,706
4 1,255 1,664 765 551 4.641,971 3.343,433 14,677
5 1,213 1,622 617 651 3.743,953 3.950,265 16,343
Média 1,244 1,657 669 591 4.062,086 3.586,040 15,726
Desvio 0,076 0,103 60 64 362,253 388,538 0,673
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gulo de contato com agua destilada evidenciou meno-
res valores nas superficies dos grupos Ti-Alk e Ti-Sil

0.

concluir que:
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A molhabilidade quantificada pela medida do an- fazendo com que as superficies estudadas dessas duas
etapas apresentem caracteristicas mais hidrofilicas em
comparacao com as superficies do subgrupo somente

com o tratamento acido (figura 10).

Fig. 10 - Molhabilidade das amostras dos grupos Ti-Etc (A), Ti-Alk (B) e Ti-Sil (C).

Conclusao

amostras com apenas o condicionamento acido;
d. Nas amostras estudas, nao foi observada a ten-
De acordo com os resultados encontrados, pode-se déncia da redugio linear da molhabilidade com o

aumento da rugosidade;

a. Nao houve diferenga significativa entre as médias As caracteristicas encontradas nas superficies
dos parametros de rugosidade entre as amostras do titanio apés etapas de condicionamento
com superficie nos trés grupos estudados; alcalino e silanizagdo mantém parametros de

b. Asamostras de todos os grupos estudados apresenta- rugosidade adequados e sugerem ainda uma
ram valores de rugosidade média, compativeis com melhora na molhabilidade, conferindo maior
os parametros recomendados em estudos anteriores; hidrofilicidade a essas superficies, quando

c. As amostras do grupo Ti-Alk apresentaram comparadas ao grupo inicial de trabalho usado
molhabilidade significativamente superior as como referéncia (Ti-Etc).
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