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Resumo
A industria biomédica atual utiliza o titdnio metalico e suas ligas com um tipo de superficie
para realizar implantes em tecido humano. Porém, ainda hé dividas quanto a compatibilidade
entre o material e o corpo. Principalmente, por causa do contato direto da peca com o material
biologico. Assim, ocorrem estudos sobre os resultados quando o titdnio tem um filme de
peptideos antimicrobianos (AMPs), com o objetivo de alterar as caracteristicas do metal, que
estao ligadas com a biocompatibilidade. O objetivo central do trabalho ¢, utilizando a técnica
de micro arc-oxidation (MAQO) ou oxidacdo por micro-arco e imobilizacdo covalente de
peptideos  antimicrobianos (AMPs), realizar o desenvolvimento de superficies
osseointegraveis, antibacterianas e com resisténcia a corrosdo. As analises foram feitas através
de microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia de energia dispersiva de

raios-X (EDS), difragdo de raios-X (DRX) e microscopia de forca atomica (AFM).
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Abstract
The current biomedical industry uses metallic titanium and its alloys with a type of surface to
perform implants in human tissue. However, there are still doubts about the compatibility
between the material and the body. Mainly, because of the direct contact of the piece with the
biological material. Thus, there are studies on the results when titanium has a film of
antimicrobial peptides (AMPs), with the aim of changing the characteristics of the metal,
which are linked to biocompatibility. The main objective of the work is, using the technique
of micro-arc-oxidation (MAO) or oxidation by micro-arc and covalent immobilization of
antimicrobial peptides (AMPs), to carry out the development of osseointegrated, antibacterial
and corrosion-resistant surfaces. Analyzes were performed using scanning electron
microscopy (SEM), energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS), X-ray diffraction (XRD)

and atomic force microscopy (AFM).
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I. Introducio e justificativa

Inovagdo tecnologica pode ser caracterizada pela melhoria em produtos, processos € servicos,
associada ao empreendedorismo, tendo como proposito otimizar os resultados e agregar valor
ao negocio. Na odontologia, em especial na area de implantes, a inovagdo tecnologica tem um
terreno fértil considerado um mercado de 3 milhdes de implantes dentérios vendidos no Brasil
no ano de 2020. Embora promissor, este mercado estd baseado em tecnologias ja exploradas e
dominadas, o que deve causar uma estagnacao da indistria, a menos que haja o aparecimento
de uma tecnologia disruptiva ou muito inovadora. Um dos aspectos que podem induzir uma
nova onda de desenvolvimento tecnologico ¢ a customiza¢do dos implantes e odontologia
personalizada, tendo, contudo, com fator limitante o custo dos implantes e a escalabilidade da
tecnologia.

Qualquer que venha a ser a inovagao tecnologica associada a area de implantes odontolégicos,
a interface implante — 0sso ¢ o conceito chave a ser trabalhado, pois € nesta regido que ocorre
o processo de osseointegracdo. O fenomeno da osseointegracdo é um processo diretamente
dependente da adesdao de um codgulo de fibrina e do povoamento da superficie do implante
pelas células derivadas do sangue e pelas células tronco mesenquimais, resultando na
formacgdo de tecido ostedide e sua subsequente mineralizacdo. A topografia da superficie do
implante dentario ¢ um fator chave que influencia a osseointegragdo através da diferenciagdo
de células osteoprogenitoras e da formagao de matriz dssea ao redor do implante, sendo que
ainda existem muitas questdes em aberto nessa relagdo superficie-osseointegracao, levando a
falta de consenso quanto aos tratamentos de superficie necessarios para que os materiais
possam ser direcionados a pratica clinica [1]. Ao ser implantado na cavidade oral, o
biomaterial metalico permanece exposto a condi¢des que podem ser extremamente corrosivas,
devido ao contato de sua superficie com uma série de fluidos fisioldgicos que variam em
termos de pH, temperatura e composi¢do quimica.

O titanio passou a ser um dos materiais mais requeridos como implante dentério na década de
1960, quando demonstrou ser um metal nao apenas tolerado pelo corpo humano, mas também
capaz de alcancar uma ancoragem no tecido Osseo [2]. Adicionalmente, o titanio ¢
considerado como um material bastante atraente para aplicagdes biomédicas por possuir alta
afinidade com o oxigénio. De fato, quando em contato com ar atmosférico ou solugdes
aquosas aeradas, o titdnio forma espontaneamente uma camada de 6xido fina (com espessura
<10 nm) sobre sua superficie, tipicamente consistindo de TiO,, mas pode também coexistir
com outros compostos tais como TiO e Ti,O; [3]. Esta camada comumente referida como

filme passivo protetivo age como uma prote¢do contra o ambiente agressivo ao redor,
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permitindo retardar a corrosdo ativa do metal em muitas ordens de magnitude. Também,
durante o procedimento de inser¢do no osso, a superficie dos implantes dentarios também
pode sofrer danos criticos de desgaste devido a movimentos relativos de alta amplitude
(sliding) na interface osso-implante [4]. Apds a implantacdo, as cargas fisioldgicas resultantes
dos ciclos de mastigacdo sdo transferidas para o material osseointegrado, levando a ocorréncia
de movimentos relativos de baixa amplitude (fretting) entre as duas superficies de contato
(osso e implante) [5]. Para minimizar esse tipo de degradagdo, uma promissora estratégia ¢
agir sobre a superficie do material. Atualmente, hd muitas maneiras de se modificar e
funcionalizar a superficie de um implante, contudo do ponto de vista econdmico muitas vezes
pesa demasiadamente na escolha de qual método utilizar. A técnica de micro-arc oxidation
(MAO) pode ser uma abordagem de baixo custo e eficaz em produzir resultados imediatos e
otimizados, sendo ja empregada como tratamento superficial na induastria de implantes
odontologicos. Basicamente, trata-se de um processo anddico que permite crescer
revestimentos espessos de oxido de Ti, apresentando tipicamente uma diversidade de poros,
além de serem incorporados com diferentes elementos bioativos e/ou antibacterianos
previamente adicionados no eletrolito. O tratamento de MAO também pode contribuir para o
aumento da resisténcia a tribocorrosdao do material, devido a formacao favoravel de fases
anatase e rutilo gradualmente distribuidas no filme crescido [6]. Adicionalmente, tais filmes
anddicos demonstram maior prote¢ao contra corrosdo quando comparados a amostras de Ti
ndo tratadas. Embora a literatura especializada reporte que a existéncia de camada porosa
externa tem grande efeito na protecdo a corrosdo do material, poros maiores e maior
quantidade de rachaduras criados no processo de MAO podem resultar em maior
suscetibilidade a colonizagdo bacteriana [7], que pode ser evitada se associada a imobilizacao
covalente de peptideos antimicrobianos (AMPs), constituindo uma alternativa inovadora e
mais eficiente para conferir atividade antibacteriana a revestimentos de MAO. De fato, AMPs
sdo biomoléculas do sistema imunologico de todas as classes de vida, tendo como vantagem
adicional os alvos microbiais de AMPs que raramente desenvolvem fendtipos resistentes.
Apesar dos extensos dados disponiveis até o momento, superficies de MAO carregadas com
AMPs através de imobilizagdo covalente, ao melhor de nosso conhecimento, ndo sao ainda
documentadas, o que expressa uma evidente necessidade para adquirir os primeiros conceitos

sobre essa promissora aplicacao biomédica.
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II.  Objetivos

O principal foco foi no desenvolvimento de superficies osseointegradas, antibacterianas e
resistentes a corrosao e a tribocorrosao, através do estudo e otimizagao dos parametros da
técnica de micro-arc oxidation (MAO) e imobilizagcdo covalente de peptideos antimicrobianos
(AMPs). A partir dessa estratégia inovadora, espera-se conferir uma atividade antibacteriana
duradoura e de amplo espectro a promissoras superficies de MAO, as quais sdo bem
conhecidas por sua morfologia porosa e, mais recentemente, por seu gradiente quimico e

estrutural.

III. Etapas e Execucio

Cronograma de execug¢do; o projeto proposto foi desenvolvido em um periodo de 12 meses,
com a seguintes atividades planejadas:

Atividade A — Preparacdo dos substratos e funcionalizaciao da superficie por MAO

Atividade B - Caracterizagao Estrutural e de Superficies

Atividade C — Revisdo bibliografica e leituras complementares objetivando a formacao
empreendedora e inovadora do estudante.

Atividade D — mobilizacdo covalente de peptideos antimicrobianos (a realizar).

Atividade E - Participagdo em eventos e elaboragdo de relatorios.

IV.  Materiais e Métodos

- Preparagdo dos substratos e funcionalizagao da superficie por MAO

Discos de titanio grau 4 foram utilizados como material de substrato. O tratamento de
superficie foi através da técnica de MAO. Seguindo protocolos com resultados promissores
[25,28,30-32], eletrolitos baseados na mistura de acetato de calcio monohidratado [0,35 M]
(CaA) e B-glicerol fosfato sal dissoédico penta-hidratado [0,02M] (B-GP) foram utilizados, de
forma a incorporar Ca e P na superficie, respectivamente. O processo de anodizagdo foi
executado em modo galvanostatico/potenciostatico. Uma fonte de tensdo DC foi utilizada
para aplicar 300 V entre as amostras (anodo) e uma placa de Ti comercialmente puro (grau 2)
(catodo), com uma corrente elétrica limitada em 2,5 A. O tratamento de superficie foi
realizado durante 1 min a temperatura ambiente, sob agitacdo magnética.

- Tratamento com NaOH

A amostra ap6s a funcionalizag@o da superficie por MAO foi imersa em NaOH 5M, a 60°C,
em tempos diferentes (4, 16, 24h) com o objetivo de formar grupos OH funcionais e entdo,

facilitar a imobilizac¢ao de peptideos antimicrobianos.
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V. Forma e analise dos resultados
- Caracterizacdo Estrutural e de Superficies
A morfologia e a composicdo elementar das amostras de MAO foram avaliadas por
microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia de for¢a atomica (AFM) e
espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS). As caracteristicas estruturais dos

revestimentos foram avaliadas por difracdo de raios-X (DRX).

VI.  Resultados e discussio

Como pode ser observado na Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3 e Fig. 4 , as amostras de titanio tratadas
pela estratégia de MAO apresentaram poros. Isso acontece devido as descargas elétricas que
ocasionam a elevagdo da temperatura [8]. Assim, conseguindo agir localmente no 6xido.

Nas amostras MAO control foi possivel observar poros com um didmetro maior e sem
rachaduras notdveis. Porém, quanto maior o tempo da amostra na solu¢do NaOH apods o
MAO, menor os poros ficam e mais rachaduras ficam presentes. O que € possivel observar
também nas Fig. 5, Fig. 6, Fig. 7 e Fig. 8, ja que ha formacao de nanoestruturas.

Quanto maior a deformagdo encontrada, a resisténcia do filme é menor [11]. Dessa forma,
pode ocorrer alguma ruptura e afetar todo o material. Assim, a formagdo de rachaduras ¢
prejudicial a resisténcia a corrosao e tribocorrosdo da superficie.

Geralmente, a presenga de poros maiores ou mais quantidade de poros na superficie de MAO
significa que facilita a entrada de solu¢do de forma mais rapida [9]. No caso deste estudo,
seria um beneficio para a biocompatibilidade, porque, assim, facilita a imobilizacdo covalente

de peptideos.

Figura 1 - MEV 500X das amostras de MAO (controle) e apods diferentes tempos de imersao
(4, 16 e 24h) em NaOH 5M, a 60°C.
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WD=85mm  Mag= 500X sl
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Fonte: Natalia De Aratijo Da Costa

Figura 2 - MEV 1000X das amostras de MAO (controle) e ap6s diferentes tempos de imersao
(4, 16 e 24h) em NaOH 5M, a 60°C.

MAO
MAO ah
control NaOH
60 °C
Wo- omm e 1A oD Won somm e 1K
MAO MAO
16h 24h
NaOH NaOH
60 °C 60 °C

EHT=1500kV ~ Signal A=SE1 "
WD=85mm  Mag= 100KX puitiar

EHT=1500kV  SignalA=SE1  «"u
WD=85mm  Mag= 100KX s

Fonte: Natélia De Aratjo Da Costa

Figura 3 - MEV 2000X das amostras de MAO (controle) e apds diferentes tempos de imersao
(4, 16 e 24h) em NaOH 5M, a 60°C.
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Fonte: Natalia De Aratijo Da Costa

Figura 4 - MEV 4000X das amostras de MAO (controle) e ap6s diferentes tempos de imersao
(4, 16 e 24h) em NaOH 5M, a 60°C.

MAO MAO
trol ah
contro NaOH
60 °C
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Fonte: Natalia De Aratijo Da Costa

Figura 5 - AFM da amostra de MAO Control
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Fonte: Milena Yumi Kasama Nakata

Figura 6 - AFM da amostra de MAO ap6s 4h de imersdao em NaOH 5M, a 60°C.
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-0,8 ym

Fonte: Milena Yumi Kasama Nakata

Figura 7 - AFM da amostra de MAO apds 16h de imersdo em NaOH 5M, a 60°C.
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Fonte: Milena Yumi Kasama Nakata

Figura 8 - AFM da amostra de MAO apo6s 24h de imersdo em NaOH 5M, a 60°C.
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Fonte: Milena Yumi Kasama Nakata

Como apresentado na Tabela 2, a composi¢ao quimica da amostra de titdnio com a técnica de

MAO apresenta Ti, O, Ca e P. Em que, os elementos Ca e P foram incorporados quando a

amostra entrou em contato com o eletrdlito ao realizar o MAO [10]. Sugere-se que a

incorporagdo desses elementos bioativos (Ca e P) ¢ promovida quando o 6xido ¢ localmente
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fundido nos locais de micro-arcos (sparks), sendo posteriormente re-solidificado ao entrar em

contato com o eletrolito.

Tabela 1 - EDS MAO control.

(at%)
Ti 232+03
0 68.5+05
Ca 6102
P 23+01

Fonte: Natalia De Aratijo Da Costa

Na Figura 9, ha a andlise da estrutura cristalina do filme de MAO ap6s tratamento com NaOH
com diferentes concentragdes e tempos de imersdo. A presenca de picos de Ti provém do
substrato metalico [8]. Enquanto ao TiO,, segundo o DRX, foram a anatase e o rutilo. A
funcdo dessa mistura de fases ¢ a resisténcia a tribocorrosao, sendo uma atrativa barreira
amortecedora contra o desgaste, porque o rutilo tem a capacidade de tornar o material mais
duro ¢ a anatase tem o efeito de tornd-lo mais ductil [6]. No trabalho de Oliveira,
identificou-se que a anatase estava uniformemente distribuida pela secdo transversal dos
filmes de MAO, ja o rutilo ao redor dos poros superiores. Assim, neste projeto, as fases
podem estar distribuidas dessa maneira.

A partir da analise de DRX também ¢ possivel notar que os picos de Ti aumentam e os de
anatase e de rutilo diminuem, conforme a amostra ¢ submetida as concentracoes de NaOH
mais altas. Isso indica que provavelmente o NaOH em concentracdes maiores e em tempos de

imersao maiores causa a dissolugao do filme formado.

Figura 9 - DRX em todas as amostras de MAO analisadas.
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Fonte: Natalia De Aratijo Da Costa

VII. Conclusiao

Através dos resultados obtidos, foi possivel concluir que a técnica de MAO com
pos-tratamento de NaOH 5M pode ndo ser adequada para aplicagdes biomédicas, devido ao
aparecimento de rachaduras que podem prejudicar a resisténcia a corrosdo e tribocorrosdo da
superficie, além da intensa dissolu¢do dos filmes de 6xido causada pelo ataque de ions OH-.
Sugerem-se testes com concentragdes menores de NaOH e tempos de imersao reduzidos. Tal
estudo e otimizagdao tem o objetivo de encontrar um equilibrio entre dissolucao do filme e
formacao de grupos OH funcionais, os quais sdo importantes para uma posterior imobilizacdo
covalente de peptideos antimicrobianos (AMPs) e outras biomoléculas. Um implante ideal,
dentre outras propriedades, deve apresentar uma superficie osseointegrada, antibacteriana e

resistente a corrosao e a tribocorrosao.

VIII. Etapas a realizar

- Imobilizacao covalente de peptideos antimicrobianos

Antes da imobilizagdo covalente, os revestimentos de MAO serdao expostos a luz ultravioleta
(UV), de forma a serem esterilizados e, concomitantemente, homogeneizar sua molhabilidade
e aumentar seus grupos hidroxila na superficie. Posteriormente, os AMPs serdo imobilizados
em duas etapas: i) ativagdo dos grupos OH das amostras com 1,1'-Carbonildiimidazol (CDI)
(3 € 30 mg mL") em tetrahidrofurano anidro (THF) por 2 h a temperatura ambiente, € ii)
imobilizacdo dos AMPs (MSI-78, sequéncia: GIGKFLKKAKKFGKAFVKILKK 22 AA, ou
alternativo CLS001, sequéncia: ILRWPWWPWRRK 12 AA) por meio de um dos grupos
amina (NH,) livres do peptideo usando uma concentragdo de 0,5 mg mL"' em 0,01 M de
Borato de sédio (borax), pH 9,15 por 24 h, 40 °C e 100 rpm. Apds incubagdo, as amostras
serdo sequencialmente lavadas com 1% dodecilsulfato de so6dio em solugdo tampao
fosfato-salino (PBS), e 4gua tipo 1, sendo entdo secas gentilmente com gas argdnio. O
processo de imobilizagdo de AMPs sera realizado em condi¢des esterilizadas.

Apos imobilizagdo, as amostras serdo caracterizadas em termos de: 1) molhabilidade por
medidas de angulo de contato em &gua, ii) morfologia de superficie por SEM, e iii)
imobilizagdo dos AMPs, nomeadamente pela presenca dos grupos funcionais caracteristicos
dos peptideos (amidas I, II e III) por espectroscopia de infravermelho com transformada de

Fourier utilizando um sensor de reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)
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