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1. Introducgéo

A eficacia e a durabilidade dos implantes dentérios, particularmente os fabricados em titanio, séo
frequentemente comprometidas por processos infecciosos que podem levar a falha desse dispositivo. Apesar do
titnio demonstrar excelente biocompatibilidade e consideravel resisténcia a corrosao, a adesédo de bactérias e a
formacdo de biofilmes nas superficies dos implantes ainda representam um desafio a ser superado (ARCIOLA;
CAMPOCCIA, 2018). Uma abordagem promissora para contornar essas probleméticas é a modificacdo da
superficie do titanio, que pode conferir propriedades antimicrobianas sem comprometer a biocompatibilidade e a
osseointegracdo (BARAO et al., 2022). Nesse sentido, 0 aumento de carga positiva na superficie de titanio com
3-aminopropiltrietoxissilano (APTES), também conhecido como revestimento catibnico, surge como uma
estratégia inovadora para melhorar a performance dos implantes frente aos microrganismos e potencialmente
anticorrosiva (SILVA et al., 2023). Diferente dos outros estudos que usam o tratamento hidrotérmico como via
para obtencdo dos revestimentos catiénicos (SHEN et al., 2020) observamos que a combinacgédo do APTES e do
tratamento por plasma eletrolitico de oxidagdo (PEO) oferece propriedade superiores para aplicacdo na
implantodontia.

O PEO é um pré-tratamento que possibilita a incorporacédo de elementos bioativos, criando uma superficie
porosa e rugosa, 0 que aumenta a area de superficie disponivel para interagfes biomoleculares (MARQUES et
al.,, 2015a). Assim, pelo tratamento por PEO podemos funcionalizar o titdnio com grupo funcional -OH, e, em
seguida, as moléculas de silicio (Si) presentes no silano iréo interagir quimicamente com a superficie alcalinizada
por meio de ligacdes covalente, permitindo maior estabilidade no tratamento. Finalmente, a superficie obtida inicia
seu mecanismo de agdo antimicrobiana por meio de interacdes eletrostaticas. Quando as cargas sao diferentes,
ocorre uma forte atragdo elétrica, resultando no rompimento da membrana bacteriana; por outro lado, se as cargas
sdo semelhantes, ocorre a repulsdo. No entanto, os estudos sobre essa superficie sdo limitados, e ndo ha
consenso sobre a quantidade de silano em relagdo a quantidade de prétons formados, nem sobre o efeito de
concentracdo nas bactérias e células biol6gicas. Portanto, este estudo teve como objetivo desenvolver um
revestimento catibnico para implantes dentarios, aplicando APTES em superficies de titdnio comercialmente puro
(Ticp) previamente alcalinizadas por PEO, e avaliar como as diferentes concentracdes de APTES modificam as
caracteristicas fisicas e quimicas das superficies, assim como seu impacto na atividade antimicrobiana e na
formacéo de biofilmes.

2. Metodologia

O desenvolvimento de revestimento catibnico antimicrobiano consistiu no pré-tratamento por PEO para
alcalinizacdo da superficie (Etapa 1), seguido pela silanizacdo por imersdo em 3-aminopropiltrietoxisilano
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(APTES, Sigma-Aldrich, EUA) (Etapa 2). Cinco grupos foram avaliados: Ti ndo tratado (controle da superficie);
PEO com Ca, P e NaOH (PEO controle da superficie; PEO silanizados com 0,283 g/mL (PEO + 0,3 APTES); PEO
silanizados com 0,567 g/mL (PEO + 0,6 APTES); PEO silanizados com 0,851 g/mL (PEO + 0,9 APTES). A
influéncia das superficies controles e experimentais nas propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas foi
investigada.

Preparo das amostras

Discos de Ticp, grau Il, com 10 mm de didmetro e 1 mm de espessura, foram polidos em uma politriz
automatica (EcoMet/AutoMet 250 Pro, Buehler) a 250 rpm por 1 minuto, utilizando lixa metalogréfica #320
(Carbimet 2, Buehler). Apds o polimento, as amostras foram limpas em uma cuba ultrassénica com sabédo
enzimatico, 4gua deionizada e propanol 70% (v/v), por 10 minutos cada, e secas com jatos de ar quente a 250°C
(COSTA et al., 2020).

Tratamento de plasma

Os discos de Ticp polidos foram utilizados como anodo e imersos em solugao eletrolitica no interior de uma
cuba de aco (catodo) sob refrigeracdo. A solucdo foi preparada com 0,3 M de acetato de calcio, 0,02 M de
glicerofosfato dissodico e 0,4 M de NaOH em 4&gua destilada. A deposicéo ocorreu por 5 minutos, utilizando 500
mL da solucdo e dois discos por vez, com parametros (T=500 V, F=1000 Hz e ciclo de trabalho de 40%)
controlados por uma fonte de alimentacdo CC pulsada (Plasma Technology Ltda). Apds, os discos foram lavados
com agua deionizada e secos ao ar (MARQUES et al., 2015).

Silanizacdo

As amostras de titanio alcalinizados foram submersos em tubos fechados com solu¢cdo contendo 15 mL de
tetrahidrofurano (THF, Quimesp quimica Ltda., Brasil) e diferentes concentracdes de APTES (0,3, 0,6 e 0,9 mL)
para reacdo por 24h a temperatura ambiente. ApO0s a reacdo, as amostras foram lavadas em metanol e
cloroférmio, cada um em trés ciclos, secas e mantidas a vacuo a 80°C por 60 minutos (SILVA et al., 2023).

Caracterizac8o da superficie das amostras

A analise morfoldgica das superficies foi realizada com Microscopia Eletronica de Varredura (MEV; JEOL
JSM-6010LA), utilizando aumentos de 500 a 2000x e tensdo de aceleracdo de 15 kV. A identificacdo da
composicao quimica dos discos foi estudada por meio da Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS; Bruker,
Germany). Trés regides de cada amostra, na ordem de ordem de 1 ym?, foram selecionadas e foi medido a
superficie dos picos para quantificar e calcular as percentagens. As distribuicbes dos elementos quimicos
presentes nas superficies foram investigadas por um mapa de cor (DINI et al., 2020). A composi¢éo e o estado
guimico dos elementos foram avaliados por Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios X (XPS; Vacuum
Scientific Workshop), com elétrons excitados (Al Ka, 1486,6 eV), pressao < 2x107® mbar e profundidade de
amostragem de 15 A. Correcées de carregamento foram realizadas com referéncia a linha C1s (284,6 eV) (SILVA
et al,, 2023). Além disso, a avaliacdo da estrutura molecular das amostras preparadas foi realizada por
Espectroscopia Infravermelha com Transformacdo de Fourier (Jasco FTIR 410 spectrometer, Japan), com 128
varreduras e resolucéo de 4 cm™ (REIS et al., 2018).

A rugosidade da superficie das amostras foi analisada através de um perfildmetro (Dektak D150; Veeco,
Plainview, NY). Os valores foram obtidos pela média aritmética da rugosidade da superficie (Ra), pela distancia
vertical média entre o pico mais alto e o vale mais profundo (Rz), a rugosidade quadratica média (Rq) e a altura
méxima do perfil (Rt). Foram realizadas 3 medi¢cdes em diferentes areas e cortes de 0,25 mm a 0,05 mm/s durante
12 segundos (NAGAY et al., 2019). Para analise da molhabilidade das superficies foi utilizado um goniémetro
automatico (Ramé-Hart Instrument Co., Succasunna, NJ, EUA) e empregado o método da gota séssil com uso de
agua deionizada. O angulo de contato formado pela tangente entre as superficies da gota de agua (10 yL) e dos
discos foi determinado e analisado com um software especifico (DROPimage Standard, Ramé-Hart Instrument
Co.) (DINI et al., 2020).

Ensaio microbioldgico

O efeito da carga de superficie das amostras silanizadas na viabilidade bacteriana foi verificada por meio
modelo de biofilme monoespécie. Para isso, cepas Gram-positivas de Estafilococos aureus e Gram-negativas de
Escherichia coli foram cultivadas em meio Mueller—Hinton Agar (MH, Becton—-Dickinson). O crescimento
bacteriano exponencial foi observado e ajustado a OD de 0,3 (S. aureus) e 0,1 (E. coli) a 550nm, representando
uma suspensdo final contendo 107 células microbianas/mL. As amostras foram submetidas a esterilizacédo por
radiagdo UV (4 W, A = 280nm, Osram Ltd., Alemanha), em ambos os lados, por 20 minutos e inseridas em placas
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de pocgos contendo 900uL de meio MH e 100uL de in6culo bacteriano ajustado. As placas foram incubadas por
1h (adeséo microbiana) e 24h (biofilme) em condi¢gbes aerbbicas (37 °C; 10% CO,). Em seguida, os discos foram
lavados para a remog¢do das bactérias nao aderidas, transferidos para tubos criogénicos contendo 1 mL de NacCl
a 0,9% e sonificados (Poténcia 7 W por 30s) (Sonifier®, Branson Ultrasonics Corporation). A suspensao de células
bacterianas foi serialmente diluida em NaCl 0,9%, e 20 yL de cada diluicao foi semeada em placas petri contendo
meio MH e incubados nas condi¢des ja relatadas. A contagem foi realizada com uso de microscdépio e os dados
foram expressos em unidades formadoras de coldnias por mL (UFC/mL) (COSTA et al., 2020)(DINI et al., 2020).

3. Resultados e Discusséao

A observacao morfoldgica das superficies, realizada por Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) (Figura
1A), revelou diferengas entre as amostras tratadas por PEO e o Ti ndo tratado. As superficies de titanio usinadas
e polidas eram relativamente lisas e homogéneas, com pequenas imperfeicdes do polimento. Em contraste, 0s
discos tratados por PEO exibiram uma estrutura altamente porosa e irregular, com poros semelhantes a
formacdes vulcanicas, resultante da oxidacao e crescimento de camadas de 6xidos de Ti (MARQUES et al., 2015).
Essa topografia esta associada a melhor osseointegracdo por aumentar a area de contato e mimetizar o tecido
0sseo, além de uma melhor interacdo celular, adeséo e proliferacdo celular osteogénica, o que pode promover
uma resposta biolégica favoravel no ambiente peri-implantar (SOUZA et al., 2019). Apos a silanizagéo, a analise
de MEV mostrou uma cobertura uniforme de APTES sobre as estruturas porosas criadas pelo PEO, sem alterar
significativamente a morfologia original. Entretanto, a silanizagdo desempenha um papel crucial na modificacédo
guimica da superficie, pois permite a ancoragem de biomoléculas que podem favorecer a adsor¢éo de proteinas
e adesdo celular. Isso sugere que, enquanto a estrutura fisica da superficie permanece intacta, as propriedades
guimicas podem ser finamente ajustadas para otimizar a biocompatibilidade e a estabilidade dos implantes de
titanio tratados por PEO (SILVA et al., 2023).

Através do mapeamento da EDS (Figura 1B), observou-se a distribuicdo dos elementos quimicos titanio (Ti),
carbono (C) e oxigénio (O) em todos os grupos, com maior quantidade de O nos grupos tratados por PEO,
indicando formacgé&o de 6xidos durante o processo. Além disso, visto que a superficie precisa estar hidroxilada, o
elemento oxigénio (O) foi visto em concentragdes consideraveis, o que sugere presenca de grupos funcionais -
OH necessarios para a ligacdo com APTES (SILVA et al., 2023). Adicionalmente a camada nanoporosa de 6xido
de Ti, a superficie tratada por PEO e silanizada foi quimicamente ativada para melhorar seu comportamento em
aplicacdes clinicas. Essa ativacéo pode ser observada pela dopagem com componentes inorganicos como Ca e
P, essenciais para o metabolismo 0sseo, visto que sdo componentes do tecido 6sseo relacionado a ativagéo de
osteoblastos em processos de osteogénese (MARQUES et al., 2015). J4 o elemento sédio (Na) encontrado, é
residuo do processo de alcalinizag&o que utiliza uma solu¢do com NaOH. Nas superficies tratadas com APTES,
0 mapeamento identificou os elementos nitrogénio (N) e silicio (Si) presentes na molécula do aminosilano. O Si é
elemento essencial para a ligacao quimica entre o APTES e a superficie alcalinizada, sendo observado percentual
crescente conforme o aumento da concentracéo do silano. A unido entre moléculas de Si ou entre Si e grupos
funcionais (—OH) explicam a capacidade de ligagdo entre APTES e a superficie alcalinizada (SHEN et al., 2020).

A composicao quimica da camada de 6xidos superficiais foi analisada por XPS, identificando elementos com
base na energia de ligacdo em eV de fétons emitidos a partir das amostras. Na Figura 1C é apresentado os
espectros obtidos, indicando a presenca de picos esperados para todos 0s grupos, incluindo de Ti2p, C 1s, O 1s
e N 1s. Para averiguar a confiabilidade e precisdo dos dados, o pico de 284,8 eV do carbono adventicio (C1s) foi
utilizado como referéncia de carga (COSTA et al., 2020). O espectro de O 1s indicou a presenca de TiO; na
superficie como resultado da camada de 6xido principal na superficie, além de ions —OH e ligagbes Si—O nos
grupos PEO e PEO + APTES. Os picos de O 1s nos grupos experimentais, sugerem ligacées Ti—-O-Si e Si—O—
Si, indicando uma ligagdo covalente entre o aminosilano e o Ti. O espectro N 1s, com picos variando 399,1 a
398,4 eV, indicam que o nitrogénio esta presente, principalmente sob a forma de grupos -NH. que ocorrem em
razdo da reacdo com o agente silano. Durante a etapa de cura no processo de silanizacdo ocorre a conversao de
guaisquer aminas protonadas em aminas neutras. No entanto, em condi¢des fisioldégicas a presenca destes
grupos sugere aumento de carga da superficie e eficacia na formacao de um revestimento catiénico (SENNA et
al., 2021). Aminas geralmente entdo associadas a valores altos de Pka, e em solu¢do aquosa, como no ambiente
intersticial, podem interagir com moléculas de agua aceitando protons. Além disso, esse comportamento é
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especialmente pronunciado em solucdes aquosas em ambientes acidos, onde a disponibilidade de prétons é alta,
0 que pode ser vantajoso em aplicagfes clinicas em
regidbes com tecidos inflamados. O pico de Na 1s foi
observado em grupos tratados com NaOH. Os
espectros de FTIR, na faixa de 4000 cm™ a 500 cm™,
apresentados na Figura 1D mostra absor¢des para
diferentes grupos deste estudo. Na regidao de 3700-
3000 cm™, observa-se uma banda larga atribuida ao
estiramento dos grupos hidroxila (-OH), que sugere a
eficacia na alcalinizacdo das superficies tratadas por
PEO. A regido de 3000-2800 cm™ apresenta picos
menores associados ao estiramento C-H de grupos
alquila, presentes na estrutura das amostras tratadas
por PEO e PEO + APTES. Na faixa de 1250-1020 cm™, Ui i _ o 20 200 )

as amostras contendo APTES exibem piCOS QUE  figua 1. roposrafia e quimica da superficie. A) Micrografias em magnificacées de 1000x; B) Mapa dos
correspondem ao estiramento de ligagtes Si-O. O PICO 11 o imonor docacaes forom enthendon 5 parts do anrs do elon. o) Evpacson de P
caracteristico entre a faixa de 1100 e 1000 cmt @ 000 nesuperiice dasamostres

causado pela vibragdo de estiramento de ligacdes tipo siloxano Si-O-Si (TAN et al., 2011). O pico aproximado de
absorcdo em 1165 cm™ surge de grupos Si-OH devido a hidrélise parcial dos grupos silano. Além disso, o
aparecimento de pico aproximado em 950 cm™ corresponde a ligacédo covalente Ti — O — Si como resultado da
reacdo de condensacao de Si (OH) e a produgéo hidrolisada na superficie do titanio (BAI et al., 2017).

Consistente com os resultados da morfologia, a rugosidade das superficies aumentou em todas as amostras
tratadas por PEO, com valores de Ra para Ti de 0,4 um e para PEO de 2,2 um (Figura 2A). A imobilizacdo de
APTES aumentou ainda mais a rugosidade, possivelmente devido a | .. s
formacao de aglomerados silanicos. Além disso, a imobilizagdo APTES ‘ ‘
aumentou a hidrofobicidade da superficie. O angulo de contato com a
agua para discos de Ti polidos ndo tratados foi de 76,3°. ApGs o
tratamento por PEO, a superficie tornou-se altamente hidrofilica, mas a
adicdo de APTES elevou os angulos de contato. Com 0,3 mL (135,9°) i
e 0,6 mL (146,4°) de APTES, 0s angulos de contato aumentaram, e e smmene w5 o e o
mostrando caracteristicas hidrofébicas. ESsa Caracteristica S& AEVE & (i) w o v oo o Coietetces (2005 Tuers
presenca do silano, que possui uma cadeia alquilica em sua composi¢do. Com 0,9 mL de APTES, a média dos
angulos de contato ultrapassou 150°, indicando uma superficie superhidrofébica (Figura 2B) (UPPU et al., 2016).
Estudos mostram que superficies com hidrofobicidade podem apresentar bons resultados biol6gicos, como visto
em estudo in vivo anterior (JAMCOSKI et al., 2022), além de resposta biolégica potencializada pela presenca da
amina no APTES, facilitando a adesao celular (SOMASUNDARAM, 2018).

Os testes microbiolégicos confirmaram que a imobilizacdo do APTES na
superficie de titanio tratada por PEO proporciona um efeito antimicrobiano
notavel. Conforme ilustrado pelos graficos na Figura 3, as superficies
funcionalizadas com diferentes concentracdes de APTES exibem atividade
antibacteriana tanto contra cepas de E. coli quanto contra S. aureus. Além
disso, foram observadas diferencas estatisticamente significativas em relacdo |*
a adesao (1h) e a formacéo de biofilme (24h) entre os grupos Ti ndo tratado,
PEO e superficies experimentais silanizadas. No entanto, ndo houve diferencas
significativas entre os grupos imobilizados com diferentes concentragbes de
APTES para ambas as cepas bacterianas. Esse efeito antimicrobiano pode ser
atribuido a presenca de grupamentos amina, que confere uma polarizacéo i untaces formadorssdecolonis (CHo) g, A e

adesdo de E. coli; A”) Biofilme de 24h de E. coli; B’) 1h de adesdo

positiva a superficie conforme sugere os resultados da analise de XPS. O  des. aureus; 8) siofiime de 24h de 5. aureus; letras diferente
mecanismo antimicrobiano ocorre por interacdo eletrostatica, onde a atividade o macm s prirsa, T
antibacteriana observada pode ser explicada pela interacéo entre grupos amina protonados e grupos carregados
negativamente das membranas bacterianas. Essa interacéo pode levar a ruptura da membrana celular por meio

da repulséo ou forte atracdo eletrostatica, resultando na lise das células microbianas. A ruptura compromete a
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integridade da membrana celular, causando a liberacdo de materiais citoplasmaticos e, consequentemente, a
morte celular (GOTTENBOS et al., 2001)(TIAN et al., 2021).

4. Concluséo

Os resultados dos testes microbiolégicos e de caracterizacdo confirmam que a imobilizacdo do APTES nas
superficies de titanio tratadas por PEO confere um efeito antimicrobiano. A andlise morfol6gica mostrou que as
superficies funcionalizadas mantém a topografia porosa criada pelo PEO, sem alterar a morfologia original.
Caracterizagfes adicionais, como medi¢des de rugosidade e andlise das propriedades quimicas, revelaram que
as superficies com diferentes concentracdes de APTES apresentam rugosidade aumentada e alteragbes na
hidrofobicidade, fatores que influenciam a adesao celular e a formacéo de biofilmes. Além disso, a presenca de
grupos amino cria polarizagdo positiva na superficie, favorecendo interacGes eletrostaticas que podem levar a
ruptura das membranas bacterianas e, consequentemente, reducdo da adesdo bacteriana e formacdo de
biofilmes. Os dados demonstraram diferencas estatisticamente significativas entre as superficies experimentais e
os controles, embora ndo tenham sido observadas variagfes relevantes na atividade antibacteriana entre as
diferentes concentracdes de APTES. Esses achados ressaltam que eficacia do revestimento catibnico independe
da concentragdo do silano. A funcionalizagdo com APTES, aliada ao pré-tratamento por PEO, ndo apenas
aprimora as propriedades antimicrobianas das superficies de titanio, mas também preserva e até melhora as

~

caracteristicas fisicas e quimicas essenciais a biocompatibilidade e & osseointegragdo. Essa combinacdo
representa um avanco significativo na area de biomateriais e implantologia, reduzindo o risco de infec¢des e
criando um ambiente mais propicio a integracao dos implantes.
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