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RESUMO

O titanio e suas ligas sdo utilizados em diversas aplicacdes, dentre elas em
implantes ortopédicos e dentarios devido a sua reconhecida biocompatibilidade. No
entanto, falhas e subsequentes efeitos colaterais clinicos ainda sdo recorrentes em
implantes. Neste contexto, melhorias podem ser alcancadas projetando biomateriais
nos quais o bulk e a superficie do titdnio sdo independentemente modificadas. Deste
modo, filmes finos nanoestruturados de 6xidos metalicos, tais como TiO2 e ZnO, podem
melhorar as propriedades fisico-quimicas, a biocompatibilidade e a resisténcia a
corrosdo dos implantes de titanio. Além disso, a conjugacdo de biomoléculas, como
peptideos derivados da proteina da matriz dentindria 1 (DMP1), na superficie dos
oxidos metalicos pode melhorar sua bioatividade, acelerando o processo de
osteointegragéo.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi funcionalizar 6xidos metalicos com
diferentes moléculas bifuncionais e investigar as propriedades fisico-quimicas de
grupos silano, amino, acido carboxilico, tiol e hidroxila que atuaram como espacadores
entre os oOxidos metalicos e os peptideos da DMP1. Além disso foram realizadas
analises de biocompatibilidade, mineralizagdo, resisténcia a corroséao e a tribocorroséao
das superficies bio-funcionalizadas com os peptideos da DMP1.

Neste trabalho, filmes de TiO2 e ZnO nanométricos foram sintetizados pelo

meétodo sol-gel e depositados pela técnica spin coating em substratos de titanio.



Posteriormente, os filmes finos de oOxidos metélicos foram funcionalizados com (3-
aminopropil) trimetoxissilano (APTMS), acido 3- (4-aminofenil) propiénico (APPA), acido
3-mercaptopropiénico (MPA) ou polietilenoglicol (PEG), que atuam como espacadores
entre os 6xidos metalicos e os peptideos da DMPL1.

As analises fisico-quimicas por XPS, microscopia confocal, AFM, angulo de
contato e energia de superficie revelaram a efetiva modificacdo das superficies dos
oxidos metélicos com APTMS, APPA, MPA e PEG. ApGs a bio-funcionalizacdo as
analises fisico-quimicas confirmaram a presenca dos peptideos da DMP1 na superficie
dos oOxidos metalicos. Além disso, testes biolégicos indicaram que o0s peptideos
puderam modular a afinidade, proliferacdo e diferenciacdo de células mesenquimais
humanas. Para a amostra contendo o dioxido de titanio, foram observados melhores
resultados para o TiO2 funcionalizado com MPA e os peptideos da DMP1. Ja para o
oxido de zinco, melhores resultados de biocompatibilidade foram observados para ZnO
funcionalizado com APPA e os peptideos. Além disso, a imobilizacdo dos peptideos da
DMP1 através dos espacadores APPA e MPA, para ambos os 0xidos, levou a formacgéao
de biominerais de apatita. Os resultados eletroquimicos indicaram um aumento da
resisténcia a corrosdo nos materiais bio-funcionalizados, sendo que melhores
resultados foram observados para o TiO2 quando comparado ao ZnO. Além disso a
analise de tribocorrosdo apresentou menor perda de massa para as amostras de TiO2
bio-funcionalizadas. Considerando os aspectos de biocompatibilidade, diferenciacéo
osteogénica, mineralizacéo, resisténcia a corrosao e a tribocorrosdo a amostra de TiO2
funcionalizada com MPA e os peptideos da DMP1 foi a que apresentou melhores

resultados. Portanto, os resultados obtidos sugerem que a bio-funcionalizacdo de



oxidos metalicos € capaz de projetar implantes de melhor qualidade aplicados a

medicina regenerativa.

Palavras chave: oxidos metalicos, funcionalizacdo, biomateriais, peptideos da DMP1,

diferenciacéo osteogénica.
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ABSTRACT

Titanium and its alloys are used in a variety of applications, including
orthopedic and dental implants because of their recognized biocompatibility. However,
failures and subsequent clinical side effects are still recurrent in implants. In this context,
improvements can be achieved by designing biomaterials in which the bulk and surface
of the titanium are independently tailored. Thus, nanostructured metal oxides thin films,
such as TiO2 and ZnO, can improve the physicochemical properties, biocompatibility
and corrosion resistance of titanium implants. In addition, the conjugation of
biomolecules, such as peptides derived from the dentin matrix 1 protein (DMP1), on the
surface of the metal oxides can improve their bioactivity, accelerating the
osteointegration process.

Therefore, the objective of this work was to functionalize metal oxides with
different bifunctional molecules and to investigate the physicochemical properties of
silane, amino, carboxylic acid, thiol and hydroxyl groups that act as spacers between
metal oxides and DMP1 peptides. In addition, biocompatibility, mineralization, corrosion
and tribocorrosion resistance of the bio-functionalized surfaces were performed.

In this work, nanosized TiO2 and ZnO thin films were synthesized by sol-gel
method and deposited by spin coating technique on titanium substrates. Subsequently,
the thin films of metal oxides were functionalized with (3-aminopropyl) trimethoxysilane

(APTMS), 3-(4-aminophenyl) propionic acid (APPA), 3-mercaptopropionic acid (MPA) or



polyethylene glycol (PEG), which acted as spacers between the metal oxides and the
DMP1 peptides.

The physicochemical analyzes by XPS, confocal microscopy, AFM, contact
angle and surface energy revealed the effective modification of the metal oxides
surfaces with APTMS, APPA, MPA and PEG. After the bio-functionalization the
physicochemical analyzes confirmed the presence of the DMP1 peptides on the surface
of the metal oxides. In addition, biological tests indicated that the peptides could
modulate the affinity, proliferation and differentiation of human mesenchymal stem cells.
For the sample containing the titanium dioxide, better results were observed for the TiO2
functionalized with  MPA and the DMP1 peptides. On the other hand, better
biocompatibility results were observed for ZnO functionalized with APPA and peptides.
In addition, the immobilization of the DMP1 peptides through the APPA and MPA
spacers for both oxides led to the formation of apatite biominerals. The electrochemical
results indicated an increase in corrosion resistance in the bio-functionalized materials,
and better results were observed for TiO2 when compared to ZnO. In addition, the
tribocorrosion analysis presented lower mass loss for the bio-functionalized TiO2
samples. Considering the aspects of biocompatibility, osteogenic differentiation,
mineralization, resistance to corrosion and tribocorrosion, the TiOz functionalized with
MPA and DMP1 peptides presented the best results. Therefore, the results suggest that
the bio-functionalization of metal oxides can design better quality implants applied to

regenerative medicine.

Keywords: metal oxides, functionalization, biomaterials, DMP1 peptides, osteogenic

differentiation.
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1. Introducéao e Motivacao

No corpo humano existe um grupo especial de materiais organicos
mineralizados constituido por 0sso, cemento, dentina e esmalte, o qual é conhecido
como tecido conjuntivo mineralizado. Os ossos fornecem apoio e protecdo para 0rgaos
vitais e atuam em conjunto com musculos esqueléticos para realizar os movimentos
corporais. Os tecidos mineralizados do dente permitem que 0 mesmo resista a uma
grande quantidade de estresse, a pressdo da forca mastigatoria, a mudanca de
temperatura e variacdo de pH. Além disso, os dentes estdo associados com a estética e
autoestima dos individuos. Estes tecidos mineralizados do corpo humano sé&o
propensos a lesdes devido a acidentes e doencgas, além disso, no caso dos dentes, 0s
danos podem ser causados por falta de higiene bucal. Quando o tecido ndo pode ser
recuperado, a fixacao interna, externa ou a substituicdo do tecido danificado € parte do
tratamento. O material implantado tem por objetivo restaurar a funcdo do tecido vivo
natural, desta forma, uma alta biocompatibilidade do implante € importante. Os
materiais sao classificados como biocompativeis quando séo capazes de desempenhar
uma resposta apropriada numa determinada aplicacdo com o minimo de reacfes
alérgicas, inflamatdrias ou téxicas, quando em contato com tecidos vivos ou fluidos
organicos (RATNER et al., 2013).

Os biomateriais metélicos, como o titanio, possuem uma combinagdo de
propriedades tal qual flexibilidade, ductilidade, resisténcia a corrosdo e
biocompatibilidade necessérias para aplicacdes que requerem suporte de carga, sendo
bastante utilizados em implantes dentarios, de joelho e de quadril. Nos Estados Unidos,

mais de trés milhdes de pessoas possuem implantes dentarios, e este nimero cresce
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em torno de 500.000 por ano (VILLANUEVA et al., 2017). Com relacdo aos implantes
de joelho e quadril, o nimero de dispositivos fabricados em 2002 foi em torno de
250.000 para cada um dos tipos de implante nos EUA (RATNER et al., 2013). Devido
principalmente ao aumento da expectativa de vida, o campo de biomateriais esta
projetado para gerar cerca de 80 bilhdes de dolares até o final desta década
(MANIVASAGAM; WEBSTER; SUBRAMANIAN, 2015). No entanto, apesar das boas
caracteristicas do bulk, ainda existe um numero indesejavel de falhas nos implantes.
Com relacdo aos implantes dentarios, o numero de falhas encontra-se entre 1 e 20%
(ALVES et al., 2017). A periimplantite e a falta de osseointegracdo sao considerados os
principais fatores que levam a falha do implante, j4 a sobrecarga oclusal, estado clinico
do paciente, tabagismo e as caracteristicas do implante estdo entre as outras causas
de falha do implante dentario (KATE, PALASKAR, KAPOOR, 2016). Apesar desta
porcentagem nao ser elevada, levando-se em consideracdo o numero de implantes
executados anualmente, existe milhares de individuos que necessitam realizar uma
cirurgia de revisdo, causando mais sofrimento ao paciente. Ja nos implantes de joelho e
quadril as principais causas de falha sdo o afrouxamento do mesmo e infeccdo. Esses
fatores sdo responsaveis por 40 a 45% dos casos de cirurgia de revisdo para implantes
de joelho e 35% das cirurgias de revisdo de implantes de quadril (TOBIN, 2017). Além
disso, estes implantes ortopédicos possuem um tempo de vida em torno de 10 a 15
anos, necessitando de uma nova operacéao e troca do implante apos este periodo.

A fim de superar estes problemas, melhorias podem ser alcancadas atraves
do desenvolvimento de biomateriais onde o bulk e a superficie sdo independentemente
alterados. A funcéo do bulk em implantes é fornecer sustentacéo e resistir ao estresse

mecanico criado nas regibes em que serdo implantados. Por outro lado, as
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propriedades de superficie do biomaterial podem ser modificadas de acordo com as
caracteristicas biolégicas do meio onde o implante sera colocado, melhorando a
biocompatibilidade, bioatividade e osseointegracdo do mesmo. O processo de
osseointegracdo envolve uma cascata de eventos bioldgicos que sdo diretamente ou
indiretamente afetados pela fisico-quimica da superficie do material. Portanto, uma
maior atencdo deve ser dada a superficie do biomaterial, uma vez que a sua reacao
com o tecido hospedeiro é normalmente decisiva na implantacao.

Dessa forma a proposta deste trabalho € modificar a superficie do titanio
metalico com o6xidos metalicos nanoestruturados (TiO2 ou ZnO) e funcionalizar a
superficie destes 6xidos com moléculas organicas bifuncionais e biomoléculas a fim de
investigar as propriedades fisico-quimicas, a biocompatibilidade, a resisténcia a

corrosao e a tribocorrosao destes materiais.

2. Fundamentacdao Tedrica

Os implantes metalicos tém sido utilizados de varias formas desde que Lane
introduziu uma placa metélica de aco para fixacdo 6ssea em 1895 (LANE, 1895). Nos
anos subsequentes Lambotte (1909) e Sherman (1912) apresentaram as suas versfes
para placa de fixacdo 6ssea interna. Em especial, destaca-se o trabalho de Sherman
gue desenvolveu o primeiro metal especificamente para uso humano, conhecido como
"Sherman Vanadium Steel" (UHTHOFF; POITRAS; BACKMAN, 2006; YASZEMSKI,
2003). Contudo, estes implantes foram abandonados devido a problemas com elevada
corrosdo e resisténcia insuficiente. Ao longo dos anos, novos materiais foram

desenvolvidos com propriedades melhoradas, como maior resisténcia a fratura,

conferindo um melhor desempenho do implante em situacdes de suporte de carga.
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Outra vantagem de metais e ligas é a relativa facilidade de fabricacdo e moldagem
utilizando técnicas bem estabelecidas e amplamente disponiveis, como fundicéo,
forlamento e usinagem. No entanto, a biocompatibilidade de metais e ligas continua
sendo uma preocupacdo porque eles podem corroer em contato com os fluidos
bioldgicos e liberar particulas metalicas citotoxicas, resultando em efeitos indesejaveis.
Desta forma, a fim de melhorar a biocompatibilidade dos implantes e diminuir o
desgaste e a corrosdo, a modificacdo superficial dos implantes metélicos tem sido
bastante empregada (SILVA-BERMUDEZ; RODIL, 2013; YASZEMSKI, 2003). A Figura

1 resume as propriedades de superficie que governam o comportamento do material

implantado.
<3 X i3
: ) <l Fisico-Quimico
(Bio) quimico Corrosdo
Especificidade (X) Tribocorrosdo
Solubilidade (mM) Molhabilidade
Acidez/Basicidade (pl/pzc)
Energia Livre (mJ/m:) Fisicos
Capacidade de ligagdes de H . Viscoelasticidade
Imunogenicidade -CQOH/-NH, Mobilidade
Toxicidade “  Carga elétrica
Efeitos regulatérios Condutividade elétrica
-OH/-CH 3 Rugosidade

Porosidade

Figura 1. Propriedades da superficie do biomaterial que influenciam no comportamento
do implante. Adaptado de: (ELLINGSEN; LYNGSTADAAS, 2003).

Assim, compreender as caracteristicas do material, os processos de
fabricacdo, os mecanismos de funcionalizacdo para melhorar as propriedades do

material, bem como seu processo de corrosdo e de interagdo com o0 corpo humano é
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crucial para garantir uma implantacdo eficiente, evitando a dor do paciente ou a

necessidade de cirurgia de revisao.

2.1 A utilizacao de titanio e suas ligas em biomateriais

O titnio e suas ligas tornaram-se gradualmente os biomateriais mais
utilizados na ortopedia e em implantes dentarios devido & sua combinacdo de
propriedades em termos de biocompatibilidade adequada, caracteristicas mecénicas
Unicas e alta resisténcia a corrosdo (ALVES et al., 2015). Estas caracteristicas sédo
resultantes de processos de modificacdo estrutural, de composicdo ou de topografia
superficial as quais os materiais a base de titanio sdo submetidos. Os mais comumente
empregados séo o titanio comercialmente puro (Ti CP), e as ligas Ti-6Al-4V e Ti-6Al-
7Nb (PANDIT; PLANELL; NAVARRO, 2013). O Ti CP possui quatro principais materiais
classificados neste grupo pela ASTM International, American Society for Testing and
Materials. Cada um destes materiais contém uma concentracdo que difere ligeiramente
nos niveis de N, Fe, e O. A quantidade de C e H é especificada como sendo <0,10%p e
<0,015%p, respectivamente (MCCRACKEN, 1999; OSHIDA, 2007). A composicao
maxima dos elementos presentes nos principais tipos de titdnio comercialmente puro e
na liga Ti-6Al-4V pode ser verificada na Tabela 1.

Os implantes de Ti CP apresentam uma microestrutura de fase a hexagonal
compacta (a-Ti, HC), porém, acima de 885°C ele pode existir na fase cubica de corpo
centrado (B-Ti, CCC). A adicdo de elementos intersticiais (a-estabilizadores) ou
elementos de liga (B-estabilizadores) confere uma mudancga entre as fases cristalinas

por aquecimento ou resfriamento do material (CORDEIRO; BARAO, 2017).
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Os elementos intersticiais dissolvem-se na matriz de titdnio levando a uma
pequena variacdo da temperatura de transformacédo da fase cristalina HC do titanio
puro, quando aquecido, para a estrutura CCC; e também da fase CCC para HC apos o

arrefecimento, conforme indicado no diagrama de fases do titanio na Figura 2.

Tabela 1. Composicdo quimica dos principais tipos de titanio comercialmente puro
(ASTM F67) e da liga Ti-6Al-4V (ASTM 13608).
Composicéo (% massa/massa)

Elemento

Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 Ti-6Al-4V
N 0,03 0,03 0,05 0,05 0,05
C 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
H 0,015 0,015 0,015 0,015 0,012
Fe 0,20 0,30 0,30 0,50 0,25
O 0,18 0,25 0,35 0,40 0,13
Al - - - - 55-6,5
v - - - - 35-45
Ti 99,5 99,3 99,2 99,0 88,5-90,4

Fonte: ASTM F6713

Os elementos intersticiais C, O, Al e N sao classificados como a-
estabilizadores, e geram o endurecimento do metal utilizando fortalecimento de solugao
sélida intersticial. Nas solugfes sélidas intersticiais 0 elemento de liga (soluto) impde
tensdes e deformacgbes no reticulado ao redor destes &tomos. A interacdo entre estes
campos de tensdo e as discordancias provoca, consequentemente, uma restricdo no

movimento das discordancias, endurecendo a liga. No caso, o nitrogénio apresenta um
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efeito de fortalecimento duas vezes maior quando comparado ao carbono e ao oxigénio
(OSHIDA, 2007). A adigcdo de elementos [B-estabilizadores, tal como os metais de
transicéo V, Mo e Nb, proporcionam maior friabilidade ao material. O Ti CP possui uma
maior resisténcia a corrosdo quando comparado as ligas de titanio. Com relacdo as
ligas de titanio, ligas de titanio-alfa possuem propriedades como resisténcia ao calor e
soldabilidade superiores as ligas B, porém estas apresentam uma resisténcia mecanica
e moldabilidade inferior (DEE, 2000). Além destes elementos de liga apresentados, Fe,
Cu, Ni, Si sado geralmente adicionados as ligas de Ti a fim de melhorar a resisténcia
mecanica, estabilidade quimica, moldabilidade ou refinacdo de graos (PARK; LAKES,

2007).

18

Titdnio

B -
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Figura 2. Diagrama de fases de equilibrio do Ti em funcdo da pressao e temperatura.
No ponto triplo ocorre a existéncia das trés fases (a, p e w), sendo que os biomateriais
sao formados principalmente pelas duas primeiras fases. Adaptado de (HENNIG et al.,
2008).



30

2.2 Oxidos metdlicos

O ambiente biolégico do corpo humano em que o implante é inserido é
considerado corrosivo para materiais metalicos. Muitos implantes constituidos por metal
dependem da formacdo de filmes de éxido passivo amorfo ou de um recobrimento
artificial com 6xido metélico que os protege da corrosdo e mantém uma boa resposta
bioldgica do implante. A seguir sdo descritas as propriedades de dois 6xidos metalicos
empregados no recobrimento de Ti para aplicagcdo em biomateriais: o dioxido de titanio
e 0 oxido de zinco. O didéxido de titanio pode ocorrer naturalmente sobre a superficie do
implante de Ti, ou assim como o Oxido de zinco, € possivel deposita-lo sobre a

superficie de Ti com propriedades controladas.

2.2.1 Di6éxido de titanio

O Ti CP e suas ligas apresentam a formacéo espontanea de uma camada de
oxido nativa, cuja composi¢cdo consiste em dioxido de titanio (TiO2), com espessura
entre 1,8 e 17 nm, o qual previne a corrosdo do metal (SUL et al., 2002). Esta camada
passiva de TiOz € responsavel pela excelente biocompatibilidade dos implantes de
titanio, devido ao baixo nivel de condutividade eletrdnica, alta resisténcia a corroséo e
estabilidade termodindmica em varios pHs fisiolégicos (ANANTH et al., 2015; PARK;
LAKES, 2007; RATNER et al., 2013; SUL et al., 2002). O 6xido nativo € amorfo e nao
apresenta um controle da camada formada em termos de estrutura, morfologia e
composi¢cdo, as quais estdo intimamente relacionadas com as propriedades de
biocompatibilidade do material (SUNDELL et al., 2017). A fim de se obter um maior
dominio sobre as caracteristicas do filme é possivel crescer a camada de Oxido

otimizando o tipo de sintese, deposi¢do, espessura, porosidade, tamanho da particula,
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temperatura de tratamento térmico e fase cristalina conforme as propriedades finais
desejadas (SUNDELL et al., 2017).

O TiO2 pode ser encontrado nas fases cristalinas anatase (tetragonal), rutilo
(tetragonal) e brookita (ortorrébmbica), cuja formacdo depende do procedimento de
sintese e das condicdes de processamento empregadas. As fases cristalinas do diéxido
de titdnio mais importantes para aplicacdo em biomateriais séo rutilo e anatase (Figura
3), devido a consideravel melhora na capacidade de osseointegracdo dos implantes
(PATTANAIK; PAWAR; PATTANAIK, 2012). Ambas as estruturas cristalinas possuem
arranjos atomicos favoraveis ao crescimento de cristais de apatita biologicamente
ativos, ou seja, similares a estrutura 6ssea (ROSSI et al., 2007; UCHIDA et al., 2003), o
gue ndo é observado na camada amorfa natural de TiO2 (WANG et al.,, 2000). No
entanto, a fase cristalina anatase, quando comparada a rutilo, proporciona melhores
condicBes de nucleacdo da hidroxiapatita em implantes de Ti, o que esta relacionado
aos parametros de rede cristalina da anatase e da hidroxiapatita (DRNOVSEK et al.,
2012; VERISSIMO et al., 2014). Porém, uma das grandes vantagens da fase rutilo com
aplicacdo em biomateriais € o aumento da resisténcia a tribocorrosdo do implante de Ti
sem comprometer as propriedades biolégicas da superficie (ALVES et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2015). Esta caracteristica € observada devido a elevada dureza do
TiO2 rutilo, o qual apresenta um maior empacotamento atbmico em comparagcdo com a

fase anatase (KHALIFA; LIN; ISMAT SHAH, 2010).
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Figura 3. Cela unitaria tetragonal das fases rutilo (a) e anatase (b) do diéxido de titanio.
As esferas vermelhas representam o elemento oxigénio e as cinzas o titanio. Adaptado
de (LUSCHTINETZ et al., 2009)

Outros fatores que também apresentam grande influéncia com relagdo a
resposta biolégica do didéxido de titAnio é a rugosidade superficial, a morfologia e o
tamanho das particulas (GITTENS et al., 2014; THAKRAL et al., 2014). Existe uma
tendéncia atual de desenvolver materiais biomédicos com micro ou nano-topografia.
Materiais nanoestruturados desempenham um papel fundamental na pesquisa em
ortopedia e dentistica, pois 0 0sso é composto de fibrilas de colageno nanoestruturadas
e nanocristais de apatita (WU et al., 2014). Assim, a incorpora¢cdo de caracteristicas
nano-topogréaficas que imitam a organizacdo do o0sso é uma area de pesquisa
emergente na engenharia de tecidos, sendo que nanomateriais de TiO2 tém sido
empregados como scaffolds a fim de promover a regeneracéo 0ssea (CHU et al., 2013;
ZHAO et al, 2012). Dentre os tipos de nanomateriais de TiO2 encontram-se
nanoparticulas, nanobastbes, nanofolhas, nanofibras e nanotubos, os quais séo obtidos
por diferentes métodos de preparacdo, tal como processo sol-gel, hidrotermal ou

anodizacgao eletroquimica (KULKARNI et al., 2015). Uma estrutura composta por micro
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ou nano-constituintes oferece uma topografia de superficie adequada para funcdes
celulares, uma vez que a matriz extracelular natural pode ser mimetizada.

A superficie do diéxido de titanio reage rapidamente com a agua presente no
ar formando grupos hidroxila (-OH). Estes grupos -OH apresentam caracteristica
anfotérica, ou seja, exibem comportamento acido e basico, conforme apresentado na
reacao a seguir:

Ti-OH + H2O «<——= [Ti-O] + HsO* Reac&o &cida (1)
Ti-OH + H30* «—= [Ti-OH]* + OH" Reagcio basica (2)

Quando ocorre a reacdo acida, ha formacao de carga negativa, enquanto a
reacdo basica forma cargas positivas na superficie do oxido. Os dois tipos de ions
hidroxila estdo ligados de maneira diferente na superficie do TiO2 (Figura 4), o hidroxido
basico se liga com um cétion Ti e o hidroxido &cido se liga por dois cation Ti levando a
um aumento da polarizacdo da superficie e transferéncia de elétron do a&tomo de
oxigénio para o titanio (TEXTOR et al., 2001). Existe um pH de equilibrio onde a carga
aparente da superficie é nula, conhecido como ponto de carga zero (pcz), no qual a
guantidade de cargas positivas e negativas encontra-se igual. Além disso, o pcz indica
se 0 Oxido possui propriedades acidas ou basicas. No caso do TiO:z rutilo o pcz € igual a
5,3, enquanto a fase anatase apresenta um valor de 6,2 (HANAWA, 2011). Isso indica
que a superficie do TiO2 na fase rutilo apresenta caracteristica acida em pH abaixo de
5,3 e basica em pH acima deste valor. Estes grupos hidroxila e a carga elétrica que eles
geram na superficie do TiO2 sdo extremamente importantes para interacdes com
proteinas e consequente contato com as células. Além disso, os grupos hidroxila sao

tidos como sitios ativos para a imobilizacdo com moléculas organicas, biomoléculas
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(proteinas e peptideos) e nucleacdo de cristais de apatita, melhorando a resposta

bioldgica do material implantado (HONG et al., 2014; XU et al., 2015).
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Figura 4. Processo de formacdo dos grupos hidroxila na superficie do TiOz,
evidenciando dois diferentes tipos de interacdo entre o oxigénio e o titanio, o qual
influencia nas propriedades do éxido. Adaptado de (HANAWA, 2011).

A combinacdo de propriedades do TiO2 (resisténcia a corrosao,
nanotopografia e presenca de grupos hidroxila) aliada a caracteristicas como boa
estabilidade mecéanica do Ti, torna o implante de titanio um dos Unicos materiais da
atualidade a exibir o processo de osseointegracdo. O termo osseointegracdo foi
introduzido por Branemark, que no ano de 1960 iniciou a andlise da aplicacdo de
implantes dentarios em cachorros sem observar reacfes adversas significantes dos
tecidos duros ou moles e, posteriormente, em 1965 deu inicio aos estudos em humanos
no qual ressaltou um contato direto entre o 0sso e a superficie do implante em nivel de
ampliacdo microscopica (BRANEMARK, 1983; OSHIDA, 2007). Afirma-se atualmente
gue um implante é considerado osseointegrado quando ndo ha movimento relativo
progressivo entre o implante e 0 0sso, com o0 qual o primeiro tem contato direto. Isso
significa que na osseointegracdo existe um mecanismo de ancoragem pelo qual
componentes nao vitais podem ser incorporados ao tecido 6sseo de modo a resistir as
condicbes normais de carga a que 0 0sso € submetido (SHANBHAG; RUBASH,;

JACOBS, 2005). Além da osseointegracdo os implantes de titdnio modificados com
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TiO2 podem ser chamados de bioativos quando estimulam a formacdo Ossea
(osteogénese). No entanto, o sucesso da implantacdo € extremamente dependente,
nao apenas das caracteristicas do material, mas também do procedimento clinico
realizado, do organismo do paciente e dos cuidados do mesmo durante o periodo pos-

implantacao.

2.2.2 Oxido de zinco
Nanoestruturas de 6éxido de zinco, ZnO, tém atraido bastante interesse, pois

apresentam aplicacdo em varias areas do campo de biomateriais, como em sistemas de
drug-delivery, em dispositivos Opticos e acusticos, assim como materiais baseados em
suas propriedades bactericidas (ZHANG et al., 2016). O ZnO é considerado um dos
oxidos metdlicos seguros e aprovados para uso pela agéncia americana de
regulamentagdo Food and Drug Administration (FDA) (BAKRUDEEN;
SUGUNALAKSHMI; REDDY, 2015). A toxicidade de nanoparticulas de ZnO em
humanos é dependente da sua concentracado, dissolucéo, e do pH do meio (SENAPATI;
KUMAR, 2018), sendo que exposicdo crénica, acima de 300 mg/kg esta associada a
danos oxidativos no DNA (BAHADAR et al.,, 2016). Estas propriedades estédo
associadas a fase cristalina wurtzita das nanoestruturas de ZnO, na qual os céations de
zinco e o0s anions de oxigénio estao arranjados com coordenacao tetragonal.

Uma das principais caracteristicas das nanoestruturas de ZnO é o fato
destas exibirem propriedades piezelétricas (ZHAO; WANG; MAO, 2004). Um material é
dito piezelétrico quando apresenta a capacidade de transformar energia mecanica em

energia elétrica. Essas mesmas propriedades sdo encontradas nos 0ssos. O 0sso é



36

composto por nanoparticulas de apatita combinado com fibrilas de colageno. O
colageno apresenta um efeito piezelétrico no 0sso, de modo que quando submetidos a
esforco (ao caminhar, por exemplo) os ossos apresentam diferencas de potencial,
causando a circulacdo de uma pequena corrente elétrica que ativa a producdo de
células novas e aumenta a absorcdo de calcio, resultando no remodelamento e
regeneracdo Ossea (BYSTROV et al., 2012; DENNING et al.,, 2014; LIRANI;
LAZARETTI-CASTRO, 2005). Dessa maneira, as propriedades elétricas dos materiais
sdo importantes em aplicacbes como marcapassos, bem como em implantes
piezelétricos, uma vez que a inclusdo de um elemento ativo piezelétrico no implante
0sseo, como o0 ZnO, pode gerar corrente elétrica in vivo estimulando o crescimento do
0SS0.

Um dos grandes problemas da falha da implantacdo estd associado a
infeccdo por bactérias, o que leva a uma nova cirurgia de remocdo do implante. A
incorporagcdo de um material com atividade antibacteriana contribui para evitar tais
falhas. Os materiais inorganicos com atividade bactericida sdo estaveis por longos
periodos, até mesmo sob condicbes de processamento do produto, além disso, sao
mais seguros e biocompativeis com relacdo aos compostos organicos e antibiticos,
uma vez que as bactérias adquirem resisténcia sobre estes em longo prazo. O 6xido de
zinco apresenta propriedade bactericida sobre luz UV, luz visivel na regido do azul ou
até mesmo sem iluminacéo (JIANG et al., 2016; LUBART, 2012; SHARMA; AGARWAL,;
BALANI, 2016; WANG et al., 2009). O efeito bactericida do ZnO pode ocorrer de duas
maneiras: sob irradiacdo de luz UV ou azul gerando espécies reativas de oxigénio; ou
através da liberagdo de ions Zn*? que se ligam com a membrana celular da bactéria. Na

presenca de radiacdo sado geradas espécies reativas de oxigénio, como H202, HO® e
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O2-°, que danificam proteinas, DNA e lipideos da bactéria causando sua morte
(LUBART, 2012; WANG et al., 2009). Ja a liberacdo de ions Zn*? ndo necessita da
presenca de luz. Neste processo os ions Zn*? penetram na membrana celular da
bactéria reagindo com os grupos sulfidrila presentes na proteina da membrana celular.
Isso provoca um dano na atividade de sintese enzimatica do microrganismo,
restringindo sua divisdo celular e causando sua morte (SHARMA; AGARWAL; BALANI,
2016).

As nanoparticulas de ZnO apresentam emissdo na regidao do azul, do UV
préximo e também podem apresentar emissao na regiao do verde devido as vacancias
de oxigénio (HONG et al., 2015; ZHANG et al., 2013). Estas caracteristicas podem ser
ajustadas dopando as nanoparticulas de ZnO com elementos especificos ou
funcionalizando com moléculas organicas, peptideos ou proteinas. A superficie de ZnO
€ rica em grupos hidroxila (NOEI et al., 2008), podendo ser funcionalizada com
diferentes tipos de moléculas organicas ou biomoléculas, o que influencia nas
propriedades de fluorescéncia das nanoparticulas, sendo possivel emprega-las em
imageamento celular (ZHANG et al., 2013). Além disso, a funcionalizacéo da superficie
com biomoléculas melhora a biocompatibilidade do material, uma vez que a etapa de
adsorcdo de proteinas ap6s a implantacdo € uma etapa crucial na integracdo de um
implante no ambiente biol6gico, pois as proteinas sdo responsaveis por induzir as
subsequentes etapas de adesdo e proliferacdo celular (ABDOLMALEKI;

MALLAKPOUR; BORANDEH, 2011; WANG et al., 2015).
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2.3 Funcionalizagdo de 6xidos metalicos com moléculas orgénicas

A modificacdo ou funcionalizacdo das superficies de oOxidos metélicos é
bastante relevante na area de biomateriais uma vez que esta é capaz de controlar a
molhabilidade do material (PESEK; MATYSKA, 1997), a energia de superficie (RYU et
al., 2005), a adesédo de proteinas (LIU; CHU; DING, 2010), a liberacdo de drogas
(SKORB; ANDREEVA, 2013) e a interacdo das células com o implante (SAFONOV et
al., 2014).

As superficies dos oxidos metalicos sdo normalmente terminadas por grupos
hidroxila tornando possivel a ligacdo com outras moléculas por meio de reacdes de
condensacao (PUJARI et al., 2014). Diversos grupos funcionais reagem com a hidroxila
terminal, levando a formacdo de camadas conhecidas como auto-organizadas, ou
SAM’s, do inglés self assembled monolayers. Através de interacfes quimicas
especificas moléculas organicas podem se organizar espontaneamente sobre varios
tipos de superficie. Normalmente as moléculas possuem em uma de suas extremidades
um grupo funcional que apresenta afinidade pela superficie a ser modificada. A
adsorcdo destas moléculas €, portanto resultante da afinidade de um grupo funcional do
adsorvente, o qual apresenta certa especificidade para interagir com a superficie do
substrato (FREIRE; PESSOA; KUBOTA, 2003). A forca motriz para a organizagao
origina-se a partir de interac6es hidrofobicas (por exemplo, do tipo van der Waals) das
cadeias longas ligadas ao grupo funcional. A seguir sdo descritos diferentes tipos de

grupos funcionais capazes de interagir com a superficie de 6xidos metalicos.
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2.3.1 Silano

A utilizacdo de alquilsilanos na funcionalizacdo de 6xidos metalicos é um dos
meétodos mais empregados para formacdo de monocamadas devido ao seu baixo custo,
facilidade de deposicdo e estabilidade (RATNER; HOFFMAN, 2013). Sua férmula
quimica geral pode ser descrita como R-SiXs, onde R é o grupo orgénico nao
hidrolisavel e X é a parte hidrolisavel. Os silanos sédo bifuncionais, o grupo nao
hidrolisavel (por exemplo, metacrilato, vinil, isocianato) pode polimerizar com
mondmeros contendo ligacdes duplas; e o grupo hidrolisavel, como metoxi (-O-CHs) ou
etoxi (-O-CH2-CHs), reage com a parte inorganica que contém grupos hidroxilas
(VALLITTU, 2012). Normalmente a reacdo de silanizacdo € feita sobre superficies
hidroxiladas, podendo ser empregada em superficies de vidro, silicio, alumina, didxido

de titanio e varios outros oxidos metélicos ricos em grupos -OH (Figura 5).
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Figura 5. Eficacia da silanizacdo em diferentes tipos de superficies. Adaptado de:
(PUJARI et al., 2014)

Uma das maiores vantagens da utilizacao de silanos é a formacéo rapida de
uma ligacdo covalente entre o substrato e o grupo funcional da molécula organica. Esta
ligacdo estabiliza a monocamada e permite que ocorram outras modificagdes sem que
esta seja danificada (PUJARI et al., 2014). A quantidade de grupos hidrolisaveis € um

parametro importante que determina a conformacdo da molécula. Trialcoxisilanos, ou
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seja, silanos que contém trés grupos alcoxido, sdo mais estaveis, porém apresentam
caracteristica higroscopica. Silanos com apenas um grupo alcoxido, por sua vez, sdo 0s
mais hidrofébicos e menos estaveis (MATINLINNA, 2014). Assim, devem-se levar em
consideracdo as caracteristicas desejaveis da superficie a ser modificada durante a
escolha da molécula com grupo silano.

A funcionalizacdo com silanos pode ser realizada por dois meios, via reacéo
em solucdo ou a partir da fase vapor. A modificacdo por fase vapor requer horas ou
dias de exposicdo do substrato ao silano, sob altas temperaturas (50-120 °C), e ainda
assim é dificil obter monocamadas estaveis (PUJARI et al., 2014). Por outro lado, a
deposicao via solucdo pode ser realizada a temperatura ambiente, sendo necessario
controlar a viscosidade e polaridade do solvente, além da quantidade de agua presente
no meio liquido. A concentracdo de agua na solucdo € um fator determinante para a
formacdo das monocamadas. Um teor de agua muito baixo, leva a formacdo de
monocamadas incompletas; contudo, uma quantidade elevada resulta na polimerizagcao
do silano e no aumento da rugosidade superficial (HAENSCH; HOEPPENER;
SCHUBERT, 2010).

O mecanismo da reacdo do grupo silano com os grupos hidroxila da
superficie dos 6xidos pode ser descrito conforme a Figura 6. No primeiro passo, 0s
organosilanos séo hidrolisados por moléculas de agua, as quais ja estdo adsorvidas na
superficie de 6xido metalico, formando o hidroxissilano correspondente (tipicamente
RSi(OH)s) na Etapa 1. No segundo passo ocorre uma ordenagéo, estes hidroxissilanos
sao ligados a superficie do 6xido metalico por ligagcbes de hidrogénio (Etapa 2). Isto
leva & agregacdo das moléculas por meio de forcas de van der Waals, ligacdes de

hidrogénio ou dipolo-dipolo. Por fim, ocorre condensacdo entre os grupos Si-OH
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formando ligacdes Si-O-Si (Etapa 3). A reacdo nao ocorre apenas com 0s grupos -OH
da superficie, mas também entre grupos silanol vizinhos. Assim, forma-se uma rede
reticulada entre os silanos que também contém inumeras ligacbes covalentes com o

substrato (PUJARI et al., 2014).
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Figura 6. Mecanismo da formacdo de monocamadas pelos silanos em trés etapas.
Adaptado de: (PUJARI et al., 2014).

Dentre as aplicacbes das superficies modificadas com silanos, a molécula
APTES ((3-aminopropil)trietoxisilano), a qual contém além do grupo silano um grupo
amino, é bastante empregada sobre 6xidos metdlicos a fim de promover a adesao de
proteinas e crescimento celular em implantes biolégicos, atuando como uma molécula
espacadora (AWSIUK et al., 2013; SONG; HILDEBRAND; SCHMUKI, 2010; SZILI et al.,
2009). Outros silanos bifuncionais contendo alcenos, acidos carboxilicos e sulfetos tém

sido empregados para adesdo de biomoléculas (TANAKA et al.,, 2013; THAKURTA;
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SUBRAMANIAN, 2011), como agentes bactericidas e fungicidas (OOSTERHOF et al.,
2006; YOSHINO et al.,, 2011) e também em compositos a fim de melhorar as

propriedades mecanicas de materiais dentarios (MITTAL, 2009).

2.3.2 Acido carboxilico

Os &acidos carboxilicos sdo os compostos capazes de formar monocamadas
auto-organizadas mais estudados devido a diversidade de materiais encontrados com
este grupo funcional e também pelo fato dos acidos carboxilicos serem ambientalmente
aceitaveis, ndo causando danos a natureza. Existem trés métodos mais frequentemente
utilizados para aderir monocamadas de &cido carboxilico na superficie de o6xidos
metélicos, sendo eles: por imersdo do substrato em solucdo aquosa, por Langmuir-
Blodgett (LB) ou através da evaporacdo de moléculas organicas contendo o grupo
acido carboxilico (GARLAND et al., 2008; RAMAN et al., 2010). A rota de deposicao via
imersdo do substrato em solucdo pode gerar monocamadas mais estaveis com 0
aquecimento da solucédo, ou através da geracdo de cargas na superficie do 6xido (KIM
et al., 2013; RAMAN; GAWALT, 2007).

A adesdo dos &cidos carboxilicos com a superficie hidroxilada dos 6xidos
metélicos, como por exemplo, de TiO2, pode ocorrer de diversas maneiras, incluindo
adsorcao por interacao eletrostatica, por ligacdo de hidrogénio ou por adsor¢ao quimica
atraves de ligacdo monodentada entre o metal e o éster (carboxilatos); por interacao
bidentada ou por quelacdo bidentada, conforme apresentado na Figura 7 (QU et al.,
2010; WENG et al., 2003; WILLIAMS, 2010; YU; GONG, 2015). Os carboxilatos sdo um

dos grupos reativos responsaveis pela imobilizacdo covalente de moléculas biolégicas
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ativas (SIOW et al., 2006). O tipo de adeséao preferencial sera dependente da estrutura
do o6xido, da espessura do filme de 6xido metalico, do tamanho da particula, do

tamanho da cadeia carbdnica da molécula e das condicbes experimentais.
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Figura 7. Possiveis meios de adesao de &cidos carboxilicos sobre a superficie de TiO-.
Adaptado de: (QU et al., 2010).

A aplicagdo de superficies funcionalizadas com é&cido carboxilico é limitada
pela instabilidade das ligacbes monodentadas em longo prazo, as quais podem sofrer
hidrélise. A fim de aprimorar a estabilidade das monocamadas de &cido carboxilico,
tem-se utilizado moléculas com dois ou trés grupos carboxilicos funcionais, promovendo
uma maior interacdo com a superficie do 6xido (ALEXANDER, 2016; PUJARI et al.,
2014). O acido hialurénico, encontrado em diversos organismos, € um biopolimero
também utilizado para modificar a superficie de 6xidos metélicos como scaffold a fim de
receber uma resposta celular positiva (RAJAN UNNITHAN et al., 2017; YANG et al.,
2012). Além disso, os &cidos carboxilicos tém sido bastante empregados na
funcionalizacdo de polimeros para aplicagdo em biomateriais (BINAULD; STENZEL,
2013; DELAITTRE et al., 2012; SIOW et al., 2006), na fabricacéo de hidrogéis (HELEG-
SHABTAI et al., 2015; NGUYEN; ALSBERG, 2014; QIU; HU, 2013) e no campo da
engenharia de tecidos (RAO; WINTER, 2009; SANTORO et al., 2016; VARAPRASAD et

al., 2017).
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2.3.3 Tiol

Superficies de cobre, prata, platina e principalmente ouro podem adsorver
moléculas de grupos funcionais tiol devido as fortes interacdes entre os atomos de
enxofre e os da superficie destes materiais (WANG et al., 2016b). Alguns Oxidos
metalicos, como ZnO, sdo reconhecidos por adsorver enxofre, assim o grupo funcional
da molécula de tiol pode facilmente aderir a superficie de ZnO formando uma
monocamada auto organizada (SARAVANAN; BALASUBRAMANIAN, 2013; MULLINS;
MCDONALD, 2008). O mecanismo de adeséo entre o ZnO e as moléculas contendo o
grupo tiol é dependente do tipo de estrutura do 6xido (HALEVI; VOHS, 2005). Um dos
possiveis mecanismos de reacdo propostos entre o ZnO e moléculas de tiol pode ser
representado como:

Zn-OH(s) + R-SH — Zn-SR + H20 3)

Na reacédo 3, a superficie do 6xido de zinco é composta por grupos hidroxila,
de modo que as moléculas de tiol se ligam pelo enxofre diretamente aos atomos de
zinco, e ndo ao oxigénio (SINGH et al., 2009). Além disso, as vacancias de oxigénio da
rede cristalina de ZnO permite a interacdo com orbitais de moléculas adsorventes, no
caso dos tidis, formando ligagbes 2Zn-S (JAYALAKSHMI; GOPALAKRISHNAN;
BALASUBRAMANIAN, 2013; JAYALAKSHMI; SARAVANAN; BALASUBRAMANIAN,
2013).

A funcionalizacdo do didxido de titanio com moléculas bifuncionais contendo
grupo tiol e silano tem sido estudada com relacdo a adeséo de proteinas, células e a

sua citotoxicidade (FARIAS, 2009; LIU et al., 2009; THANH; GREEN, 2010). Os tidis
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tém sido empregados também em biointerfaces de adsorcdo seletiva (HUANG et al.,
2014); na modificacdo de superficies bactericidas (BUCKHOLTZ et al., 2016; CHENG;
CHANG; CHU, 2012); bem como na fabricacdo de hidrogéis para adsorcdo de
proteinas, regeneracdo de tecidos e crescimento 6sseo (GANTAR et al., 2016;

KAZEMIRAD; HERIS; MONGEAU, 2016; SEO et al., 2012).

2.3.4 Amina

Aminas de cadeia linear tém sido mais empregadas no recobrimento de
oxidos metalicos do que aminas aromaticas, pois caso 0 atomo de nitrogénio se
encontre fora do anel aromético, 0 mesmo pode afetar a reatividade do grupo —NH:2
(OZALTIN et al., 2017; TAO; BERNASEK, 2012).

A funcionalizacdo pode ser feita tanto por imersdo em solugcdo quanto por
polimerizacdo a plasma (WEN, 2015). O filme organico formado pelas aminas é
mecanicamente fraco. A funcdo organica amina da molécula pode formar uma ligacéo
de hidrogénio com os grupos hidroxila da superficie. Espera-se também que a porcao
amina seja protonada por conta da interacdo com agua. Tal protonacdo diminui a
energia coesiva devido a repulsdo eletrostatica entre os grupos carregados.
Especificamente para monocamadas em contato com o ar, entre 35-40% dos grupos
NH2 formam carbamatos devido a presenca de CO2 atmosfeérico dissolvido na camada
de agua adsorvida. Isto leva a uma reacao rapida do CO2 com a amina, formando
alquilaménio e alquilcarbonatos, 0s quais possuem carga positiva e negativa,
respectivamente, estabilizando a monocamada por interacdes fracas (PUJARI et al.,

2014).
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Por conta da fraca interagéo dos grupos -NHz com a superficie dos 6xidos, a
funcionalizacdo é normalmente realizada com moléculas bifuncionais, contendo o grupo
amino e outro grupo funcional, como silano ou acido carboxilico. Dessa forma, é
preferivel que os grupos amino atuem como ponto de ancoragem de biomoléculas, e
nao da superficie do 6xido, pois o0 grupo amino € um nucledfilo forte abundante em
peptideos e proteinas e que pode interagir com os acidos carboxilicos destas
biomoléculas (BRUNETTE et al., 2001). Outras aplicacbes em biomateriais dos grupos
-NH:z incluem sistemas de drug delivery (PATEL et al., 2016), superficies bactericidas

(CHEN et al., 2016) e adsorcao seletiva de peptideos e proteinas (SONG et al., 2016).

2.3.5 Alcool
Moléculas organicas contendo o grupo funcional &lcool tém sido utilizadas

para modificacdo de Oxidos metalicos. As moléculas contendo grupos -OH mais
empregadas sdo polimeros hidrofilicos, como polivinil alcool (PVA) e polietileno glicol
(PEG) (NGADIMAN et al., 2015; SANAEIFAR et al., 2017; SHALUMON et al., 2011). A
imobilizacdo destes polimeros em Oxidos metalicos pode ocorrer por método quimico
através de imersdo em solugdo, foto-imobilizacdo ou por eletrodeposicdo (HANAWA,
2011; SANAEIFAR et al., 2017). A reacdo entre os grupos funcionais &lcoois e a
superficie dos Oxidos hidroxilados ocorre da seguinte maneira: os grupos M-OH na
superficie do 6xido metalico (onde M representa o elemento metéalico) reagem com o
grupo funcional -OH e uma camada da molécula organica é criada através da ligacao
éster M-O-C (ALCANTAR; AYDIL; ISRAELACHVILI, 2000). A interagéo dos alcoois com

a superficie do oxido é fraca quando formada a temperatura ambiente, 0 aumento da
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temperatura e o emprego de moléculas com mais de um ponto de ancoragem, leva a
formacdo de camadas mais estaveis (PUJARI et al., 2014).

O polietileno glicol € um polimero ndo téxico, ndo imunogénico, e bastante
empregado como estratégia a fim de superar desvantagens associadas a alguns
produtos biofarmacéuticos. A vantagem do PEG reside no fato deste possuir boa
solubilidade em meio aquoso e organico, flexibilidade e alta capacidade de hidratacao.
O acoplamento covalente do PEG com outra molécula, por exemplo, uma proteina
especifica, recebe um termo préprio conhecido como PEGIlacdo. A PEGIlacao altera as
propriedades fisico-quimicas da biomolécula, como sua conformacdo, ligacdo
eletrostatica e hidrofobicidade, resultando em uma melhoria no comportamento
farmacocinético do farmaco, por exemplo. E importante considerar a estrutura e a
massa molecular dos PEGs, bem como o comportamento dos PEGs lineares e
ramificados. PEGs com diferentes pesos moleculares tém demonstrado atividade
biolégica e biodisponibilidade do produto funcionalizado (VERONESE; MERO, 2008). O
PEG modificado pode apresentar outros grupos funcionais (TANAKA et al., 2007), como
amina ou tiol, contribuindo para seu amplo uso na pesquisa biomédica, dentre os quais
se destacam a administracdo de farmacos, engenharia de tecidos, biosensores
(TAIWAD; BODADE; CHAUDHARI, 2014), scaffolds (PULEO; BIZIOS, 2009) e protecdo

de implantes metalicos contra corrosdo (MINDROIU et al., 2013).

2.4 Funcionalizagdo com biomoléculas

Um dos primeiros eventos que ocorrem imediatamente apdés um material

entrar em contato com o meio biologico é a adsor¢cdo de moléculas de agua, ions e
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proteinas (ANBAZHAGAN et al., 2016; RABE; VERDES; SEEGER, 2011). A
configuracéo das proteinas adsorvidas impulsiona a subsequente interacdo do material
com células, atuando como uma interface entre as propriedades de superficie do
material e os receptores celulares e, portanto, determinando fortemente o destino do
implante no ambiente bioldgico (SILVA-BERMUDEZ; RODIL, 2013). Dessa forma, a
funcionalizacdo de 6xidos metalicos com proteinas, peptideos e até mesmo fatores de
crescimento, induz a uma melhor interacao entre o implante e as células, atuando sob o
bloqueio do ataque do sistema imunologico e do encapsulamento do mesmo com uma
camada fibrosa (RATNER, 2013; XIAO et al., 2017).

As biomoléculas podem se adsorver na superficie do Oxido metélico
diretamente ou por meio de agentes ligantes. Estas apresentam um grande potencial
para adsorver em quase todos os tipos de interface, cuja caracteristica é conferida
pelos aminoacidos que as constituem, de modo que estas moléculas biol6gicas podem
apresentar simultaneamente regifes hidrofébicas, polares ndo carregadas e polares
carregadas em sua superficie (HORBETT, 2013). Assim, as interacfes podem ser
devidas a hidrofilicidade, hidrofobicidade, interacdes ibnicas ou pela formacdo de
ligacBes covalentes com um grupo funcional especifico da molécula. Frequentemente,
as moléculas ligantes atuam como espacadores, concedendo maior liberdade estérica
as proteinas e peptideos, 0 que por sua vez permite uma maior atividade especifica.
Exemplos de imobilizacdo de proteinas sao apresentados na Figura 8. A adsorcdo nao
especifica de proteinas ocorre através de interacdes hidrofébicas ou hidrofilicas com o
substrato; por meio de ligacdes covalentes da amina livre ou grupos de acido
carboxilico da proteina; ou ainda, quando a hidrofobicidade e hidrofilicidade da

superficie estdo proximas, as interacdes eletrostaticas entre a proteina e o 6xido podem
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assumir um papel dominante, uma vez que a carga elétrica total de uma proteina ou
peptideo é dada pelo somatorio das cargas dos grupos funcionais dos aminoéacidos, as
quais dependem, por sua vez, dos pkas e do pH do meio. A adsorcao especifica das
proteinas é seletiva, feita por um ligante especifico, o qual interage com uma regido da
proteina chamada de sitio de ligacdo (KILLIAN, 2013). A adsorcédo feita por meio de
interacbes fracas, como ligacdes de hidrogénio ou forcas de van der Waals, é
conhecida como fisissorcdo; ja a adsor¢cdo quimica por meio de interacdo i6nica ou
ligacbes covalentes através dos grupos -OH da superficie dos 6xidos ou por meio de

interacOes covalentes com os espacadores € designada como quimissorcao.

I [l [l vV Vv

Figura 8. Meios de adsorcdo de proteinas e peptideos nas superficies de Oxidos
metélicos (MeOx): interacdes hidrofilicas (l), recobrimento hidrofébico (Il), adesédo ibnica
(1IN, ligacdo covalente (IV), ligacdo covalente com a presenca de espacador (V) e
acoplamento de anticorpo especifico (VI). Fonte: (KILLIAN, 2013).

A introducao de ligacGes covalentes para imobilizar as proteinas e peptideos
na superficie do material fornece um recobrimento com maior estabilidade da
biomolécula mesmo em condigbes de stress fisico ou quimico, como por exemplo,

gradientes de temperatura e pH ou estresse por for¢cas de cisalhamento (VOGT-

EISELE; OFFENHAUSSER; KNOLL, 2005; VRANA, 2015).
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As condi¢cBes sob as quais os experimentos de adsorcdo das proteinas séo
conduzidos influenciam fortemente no comportamento de adesdo das biomoléculas.
Parametros externos como pH, forca idnica e temperatura podem afetar a cinética, o
estado de equilibrio e a conformacéo da proteina. Além disso, a adesao é influenciada
por propriedades da superficie e também caracteristicas especificas de cada
biomolécula (RABE; VERDES; SEEGER, 2011).

No caso de existir mais de um tipo de biomolécula em solucdo para adsorver
na superficie do biomaterial, ocorrerd uma competicdo entre as mesmas, caracterizado
como efeito Vroman, o qual consiste em uma sequéncia de etapas de transporte,
adsorcdo e repulsdo de biomoléculas (VROMAN; ADAMS, 1969). Biomoléculas com
menor peso molecular ou em maior concentracdo se difundem mais rapidamente e,
portanto, sdo as espécies dominantes no estagio inicial de adsorcdo. Proteinas ou
peptideos de maior peso molecular normalmente se ligam mais fortemente a superficie
devido & maior area de contato, maior flexibilidade conformacional e porque possuem
maior afinidade pela superficie (HIRSH et al., 2013). Como consequéncia, o tipo de
proteina ou peptideo e a massa total da biomolécula adsorvida na superficie podem
variar durante o periodo de adsorcao até que se atinja um estado de equilibrio. Existem
trés tipos de mecanismos propostos para a ocorréncia do efeito Vroman na literatura
(Figura 9). No primeiro modelo as biomoléculas inicialmente adsorvidas dessorvem,
deixando uma vacancia na superficie, a qual € preenchida por outro tipo de proteina ou
peptideo; no segundo, a proteina ou peptideo inicialmente adsorvido € deslocado por
outra biomolécula que tem maior afinidade de ligacdo a superficie; o terceiro
mecanismo proposto afirma que a biomolécula de maior peso molecular incorpora-se na

proteina ou peptideo previamente adsorvido para formar um complexo transitério, o
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qual depois expde a biomolécula que se adsorveu primeiramente a solucdo fazendo
com que esta dessorva e a outra biomolécula permaneca na superficie (HIRSH et al.,

2013).

3
Formagao de um complexo transitério
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Figura 9. Esquema dos trés tipos de mecanismos propostos para o efeito Vroman, no
qual a cor azul representa as biomoléculas de menor peso molecular e a cor vermelha
as de maior peso molecular. Adaptado de: (HIRSH et al., 2013).

Outro importante aspecto relacionado a adsorcdo das biomoléculas é a
formacdo de agregados ou clusters de proteinas ou peptideos em oligbmeros, 0os quais
influenciam na cinética de adsor¢cdo bem como na espessura e organizacao da camada
resultante (GSPONER; VENDRUSCOLO, 2006; RABE; VERDES; SEEGER, 2011).
Este fendbmeno pode ocorrer a partir de mondmeros de proteinas ou peptideos em
solucdo que se agregam preferencialmente sobre clusters ja adsorvidos na superficie.
Neste caso, a afinidade dos clusters de biomoléculas é dependente do seu tamanho,

quanto maior o oligbmero maior sua afinidade, e a taxa de adsorcédo é mais elevada
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conforme a superficie vai sendo recoberta. Os clusters também podem se formar em
solucéo, onde posteriormente depositam-se e espalham-se sobre a superficie. A taxa
de espalhamento depende da quimica da superficie, sendo mais rapida em superficies
hidrofébicas do que em superficies hidrofilicas. O mecanismo de espalhamento esta
relacionado com a habilidade das biomoléculas de se moverem na superficie, dessa
forma proteinas ou peptideos com baixa mobilidade formam camadas mais densas.

Existem duas abordagens teoricas que explicam o comportamento das
biomoléculas ao entrarem em contato com a superficie, a cinética e a termodinamica
(FANG; SZLEIFER, 2001; RABE; VERDES; SEEGER, 2011). Os modelos cinéticos
descrevem eventos e fendmenos durante o curso da adsor¢cdo ou dessorcao.
Normalmente comecam com uma superficie ndo preenchida e modelam a cinética de
adsorcdo até atingir a saturacdo da superficie. Por outro lado, existem modelos
termodinamicos que consideram 0s aspectos energéticos envolvidos na adsorcao de
proteinas para prever o equilibrio final do sistema. Considerando o modelo
termodinamico a temperatura e pressao constantes, o fator que mais contribui para que
as biomoléculas adsorvam na superficie € a diminuicdo da energia livre de Gibbs (G)
através do aumento da entropia do sistema (S) (ELLINGSEN; LYNGSTADAAS, 2003).
As contribuicbes para o aumento da entropia do sistema sdo a desidratacdo dos
adsorvatos (biomoléculas) e do adsorvente (superficie) e 0 aumento da entropia interna
da biomolécula apos a adsor¢cdo na superficie. Variagbes de entalpia ndo sao
consideradas neste caso. Portanto, a adsor¢cdo é favorecida quando o processo é
exotérmico, AG = AH - TAS < 0.

As proteinas mais empregadas em biomateriais utilizados em implantes

ortopédicos e dentarios, nos quais os revestimentos de Oxido metalico podem ser
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aplicados, sdo aquelas que apresentam interacdo da superficie com as células do
tecido conjuntivo, como osteoblastos, e com os constituintes do plasma, tais como
plaguetas e leucocitos (SIN et al., 2015). Vitronectina e fibronectina sdo empregadas
para promover a adesado celular (SILVA-BERMUDEZ; RODIL, 2013), enquanto a
albumina desempenha um papel na bioatividade e resisténcia a corrosao do implante
(ANBAZHAGAN et al., 2016; D’ELIA et al., 2017; HOHN et al., 2017). O fibrinogénio é
outra proteina relevante altamente envolvida nos processos de hemocompatibilidade, e
tem sido relacionada com processos de homeostase e promocédo da adesdo celular in
vitro (CACCIAFESTA et al., 2000; WANG et al., 2015). Outras proteinas comuns sao
aguelas relacionadas ao sistema imunoldgico, tal como a lisozima e algumas
globulinas. Estas proteinas controlam a resposta imunologica de um material estranho
ao ambiente bioldgico, levando a aceitacdo do implante pelo organismo ou
desencadeando respostas imunologicas de rejeicdo (WILSON et al., 2005). Proteinas
estruturais, como o colageno, também sdo bastante relevantes no processo de
interacao entre tecidos conjuntivos e a superficie dos biomateriais (LI et al., 2016).

Os peptideos podem ser facilmente produzidos in vitro utilizando
procedimentos de sintese de baixo custo por fase liquida ou soélida, e devido ao seu
pequeno tamanho, sdo mais dificeis de provocar respostas imunolégicas. Além disso,
seu menor tamanho com relacdo as proteinas também permite que mais moléculas
sejam adsorvidas em um biomaterial por unidade de area, exibindo mais sitios ativos
para adesdo das células (VISSER et al., 2016). A Figura 10 mostra as vantagens e
desvantagens em se utilizar proteinas ou peptideos na engenharia de tecidos. A
sequéncia do peptideo bioadesivo arginina-glicina-acido aspartico (RGD) € uma das

mais empregadas em materiais para aplicacdo ortopédica e dentaria, pois €
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reconhecida pela integrina a2B1 altamente expressa pelos osteoblastos, melhorando a
diferenciacédo osteoblastica e a deposicao mineral (GITELMAN; RAPAPORT, 2014). No
entanto, diversos peptideos com sequéncias de aminoacidos curtas e longas tém sido
descritos na literatura por adsorver sobre oOxidos metalicos melhorando a
biocompatibilidade do material (COSTA; SAVIO; PRADIER, 2016; MICKSCH et al.,
2014). Dentre os peptideos empregados, a implementacdo de dominios que se ligam
ao colageno em peptideos derivados da proteina da matriz dentaria 1 (DMP1) tem
apresentado papel crucial na biomineralizacdo (PADOVANO et al., 2015).
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Figura 10. Vantagens e desvantagens associadas ao uso de proteinas e peptideos na
engenharia de tecidos. Adaptado de: (VISSER et al., 2016)

2.5 Interacdes das células com implantes

A interacdo das células com o biomaterial € um processo complexo que
envolve varias etapas, conforme mostra a Figura 11, como a adsor¢cao de moléculas de
agua, ions e proteinas, seguidos de deposicdo de matriz extracelular (MEC), adeséo,
proliferacdo e diferenciacdo celular (GEETHA et al., 2009). Varios parametros
bioldgicos e superficiais influenciam na interacdo entre as células e os implantes. Com

relacdo ao material, a quimica de superficie, a rugosidade e as propriedades mecanicas
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devem ser levadas em consideracdo ao analisar a interagcdo das células com o
biomaterial. As caracteristicas biol6gicas podem ser distinguidas pela resposta celular
ao material com relacéo ao tempo de cultura. A quantificacdo da adeséo a curto e longo
prazo permite estabelecer relacdes entre as propriedades adesivas das células e as

caracteristicas da superficie.

Moléculas de agua
Implante - Implante
Adsorgdo de moléculas de  Adsorgédo de proteinas na Adsorgdo de células na
agua na superficie do superficie do implante. superficie do implante.
implante.
Tempo: nano segundos Tempo: mili a micro segundos Tempo: segundos a dias

Figura 11. Etapas que ocorrem durante o processo de interacdo das células com
implantes. Adaptado de: (GEETHA et al., 2009).

A realizacdo adequada das fases de adsorcdo da MEC na superficie, do
reconhecimento dos componentes da matriz extracelular por receptores celulares e do
rearranjo citoesquelético gera funcdes especificas nas células com subsequente
formacao do tecido especializado (SHOTORBANI et al., 2017; VRANA, 2015). Durante
0 processo in vivo, as células ndo interagem diretamente com a superficie dos
biomateriais, mas com a camada adsorvida de proteinas da MEC. A adesao de células

nas superficies dos materiais pode ocorrer na auséncia de qualquer proteina adsorvida,
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mas em geral, as células ndo conseguem se espalhar, resultando em sua dessorcéo e
morte. As células interagem com a matriz extracelular através das integrinas, fatores de
crescimento, receptores de proteoglicanos e varias moléculas de adesdo (BARTOLO;
BADER, 2013; GEFEN, 2006). Existem diferentes tipos de interacdes célula-MEC: (1)
as mediadas por integrina e receptores de proteoglicanos sdo importantes nos
processos de adesdo e durante a migracao celular; (2) as que ocorrem via fator de
crescimento ou receptores de citosina afetam a proliferacdo celular, inducdo e
manutencdo da diferenciacdo; e (3) as que sdo mediadas por receptores responsaveis
pelos processos de apoptose (VRANA, 2015).

A modificacdo da superficie do biomaterial mimetizando a MEC fornece
informacdes especificas as células, direcionando seu comportamento e desencadeando
a regeneracao do tecido especifico, como o 6sseo no caso de implantes ortopédicos e
dentarios. Em particular, o aumento da biofuncionalidade do material pode ser
alcancado pela adicdo de biomoléculas especificas tais como enzimas, peptideos e
proteinas, as quais se ligam a receptores celulares induzindo a uma ancoragem mais
forte das células. Estas biomoléculas podem ser simplesmente adsorvidas na superficie
do material, ou ligadas covalentemente através de grupos espacadores previamente
aderidos na superficie. A resposta biolégica apés a biomodificacdo da superficie
dependera de parametros estruturais da biomolécula e das caracteristicas fisico-

quimicas da superficie.

2.6 Corrosao e tribocorrosdao em biomateriais

O ambiente biolégico em que o0s biomateriais sdo expostos apds a

implantacdo consiste em um meio aquoso com ions, substancias organicas e oxigénio
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dissolvido que podem degradar o material. A Tabela 2 apresenta a concentracdo de
cations e anions presentes no plasma sanguineo e no fluido extracelular. Além da
grande concentracdo de ions e proteinas existe a influéncia de outros dois fatores, a
temperatura e o pH do meio que contribuem para o desgaste do biomaterial. A
temperatura do corpo fica em torno de 36,5 °C e o pH do meio € normalmente 7, mas
pode variar até 4 ou 5 quando ocorre inflamacéo do tecido. A estabilidade do material
no ambiente bioldgico é quem determina sua susceptibilidade a degradacdo. No caso,
0S metais sS40 mais propensos a corrosao, enquanto as ceramicas exibem uma variacao

de susceptibilidade a corrosdo, dependendo da sua solubilidade no meio.

Tabela 2. Concentracdo de ions no plasma sanguineo e no fluido extracelular.

fons Plasma Sanguineo (mM)  Fluido Extracelular (mM)
Cl 96-116 112-120

HCOs 16-31 25,3-29,7
HPO4? 1-1,5 193-102

S04 0,35-1 0,4

H2PO4 2 -

Na* 131-155 141-15

Mg*? 0,7-1,9 1,3

Ca*? 1,9-3 1,4-1,55

K* 35-5,6 3,5-4

Fonte: (WILLIAMS; WILLIAMS, 2013)

A degradacdo de implantes metalicos € resultante da dissolugéo

eletroquimica e da perda de massa do material, as quais ocorrem frequentemente em
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uma combinacédo sinergética (MATHEW; JACOBS; WIMMER, 2012). A corrosao esta
relacionada com o0s processos de degradacdo de superficie envolvendo reacles
quimicas ou eletroquimicas. A tribocorrosao, por sua vez, se refere aos mecanismos de
degradacdo da superficie no qual os processos de desgaste mecanico,
guimico/eletroquimico interagem entre si. O processo de degradacdo do material &
desvantajoso, pois reduz a integridade estrutural do material e seus produtos podem
reagir com o tecido sendo um dos principais motivos de falha dos implantes, resultando
em falha mecanica, perda 6ssea (no caso de implantes ortopédicos ou dentéarios) e até
mesmo necrose dos tecidos adjacentes.

O titanio é relativamente resistente a corrosao devido a presenca da camada
de o6xido nativo formada em sua superficie (TEXTOR et al., 2001). A interface entre o
metal com camada de Oxido passivo e o fluido corporal pode ser resumida pela Figura
12. No caso da camada de Oxido nativa, antes da implantacdo, a superficie metalica
reage espontaneamente com o ambiente para formar uma camada de éxido metalico
passivo, a qual é amorfa e ndo uniforme. Uma camada de 6xido age como sitio de
nucleacdo e cresce sobre a superficie metalica. Esta contém defeitos que permitem
transporte eletrénico e ibnico de espécies carregadas através do filme. Espécies como
oxigénio, fosfatos, hidroxidos ou proteinas se adsorvem a partir da solugdo sobre a
superficie da camada de Oxido, podendo alterar as propriedades do filme. Existe
também um campo elétrico que atua como forga motriz para 0 movimento destes ions
através da camada de Oxido. Se a intensidade do campo elétrico for alterada, por
exemplo, ao mudar o potencial aplicado, o filme de 6xido pode aumentar ou diminuir
sua espessura a fim de manter o campo elétrico a uma intensidade constante

(YASZEMSKI, 2003). Dependendo das condi¢des, o filme pode mudar sua estrutura
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cristalina. Varios tratamentos de superficie podem ser aplicados a fim de melhorar a
resisténcia a corrosdo do material, incluindo tratamento com acidos, anodizacdo e

funcionalizacéo da superficie.

Metal Camada Proteinas Dupla Camada
_de (Biofilme)
Oxido
4 >4 P M b

Oxido
28 Metalico
= (MO)
Cétion
a M

2H

Figura 12. Interface da superficie metalica com o ambiente biolégico, no qual o metal &
recoberto por uma camada de Oxido nativo, seguido da adsorgéo de proteinas (biofilme)
pelo qual os ions metalicos podem passar para a solugdo. Adaptado de: (YASZEMSKI,
2003).

2.7 Desafios atuais
Ao longo dos anos houve uma grande evolucdo com relagdo ao

desenvolvimento de materiais bioativos para implantes ortopédicos e dentarios nos
quais a avaliacao da biocompatibilidade se torna mais especifica e significativa. Dentre
0S aspectos responsaveis pela evolucdo nesta area destaca-se o0 conhecimento

adquirido dos avancos das ciéncias bioldgicas, especificamente em biologia molecular e
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celular, bioquimica e fisiologia. Essas abordagens foram motivadas pelo
reconhecimento de que eventos celulares e moleculares que ocorrem in vivo no
microambiente das interfaces tecido/implante ditam o destino dos implantes e, portanto,
tém implicacdes clinicas cruciais. Além disso, outro campo que apresentou um grande
avanco foi o desenvolvimento de materiais nanoestruturados que mimetizam o tecido a
ser reparado.

No entanto, infelizmente, a avaliacdo da biocompatibilidade ou avaliacdo da
resposta biolégica ndo se desenvolveu no mesmo ritmo e, portanto, os objetivos e
metas da avaliacdo da resposta biologica requerem reconsideracdo e reavaliacao.
Dessa forma é necesséario que sejam estabelecidas algumas normas antes do uso
clinico destes novos biomateriais:

1- Realizar testes de citotoxicidade em que sejam consideradas células e
tecidos especificos que irdo entrar em contato com o dispositivo médico ou
biomaterial. Além disso, incluir o tempo para a proliferacdo, taxa de
proliferacéo e controles apropriados nas analises de citotoxicidade;

2- Avaliar a degradacdo destes materiais, bem como investigar a acdo dos
subprodutos formados no ambiente bioldgico;

3- Identificar mecanismos moleculares responsaveis pela resposta biolégica do
biomaterial;

4- Realizar a validagéo in vivo dos resultados in vitro;
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3. Objetivo

Funcionalizar com moléculas organicas bifuncionais e biomoléculas
substratos de titanio comercialmente puro recobertos com filmes de TiO2 ou ZnO
nanoestruturados, a fim de melhorar a biocompatibilidade e bioatividade dos implantes
metalicos e acelerar o processo de mineralizacdo e diferenciacdo celular em

osteoblastos.

4. Plano de Trabalho

Funcionalizar 6xidos metélicos com diferentes moléculas bifuncionais e
investigar o modo de adesédo de grupos silano, amino, acido carboxilico, tiol e hidroxila
sobre 6xido de zinco e dioxido de titanio através da andlise da quimica de superficie,
rugosidade superficial e topografia das amostras.

Determinar a influéncia de moléculas bifuncionais, que atuam como
espacadores, na imobilizacdo de biomoléculas sobre a superficie de 6xidos metalicos a
partir da avaliagdo da quimica de superficie, rugosidade superficial e topografia.

Avaliar a biocompatibilidade e bioatividade dos materiais funcionalizados por
meio de testes de adesdo, viabilidade, proliferacdo e diferenciacdo de células
mesenquimais humanas.

Analisar a influéncia das biomoléculas na nucleacdo e formacdo de cristais
de fosfato de calcio a partir de testes de mineralizac¢ao in vitro.

Identificar as respostas mecanica e eletroquimica das amostras

funcionalizadas frente aos ensaios de corrosao e tribocorrosao.
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5. Materiais e Métodos

A seguir sdo descritos os materiais utilizados, as metodologias empregadas

bem como as técnicas de caracterizacdo utilizadas na analise deste trabalho.

5.1 Sintese dos 6xidos metalicos

5.1.1 Sintese da suspensao de dioxido de titanio

A solucdo de diéxido de titanio foi sintetizada por via sol gel. A sintese
ocorreu por hidrélise e reacdo de condensacdo do isopropoxido de titanio (IV)
empregando uma razdo molar elevada de agua: alcool (200:1), isopropanol como co-
solvente, acido nitrico (HNOs, 65%) como catalisador e Triton X-100 como surfactante
(VORKAPIC; MATSOUKAS, 1998; OSKAM, et al., 2003). Foi misturada agua destilada
(185 mL) com isopropanol (56,7 mL, Merck) e acido nitrico (2,6 mL, Synth). Em seguida,
adicionou-se isopropoxido de titanio (IV) (15 mL, Aldrich) e agitou-se a mistura durante
30 min. Posteriormente, iniciou-se a peptizacdo cobrindo o béquer de reacdo e
aguecendo a solucdo a 85 °C sob agitacdo magnética por quatro horas. Nesta etapa, a
evaporacao dos solventes durante a hidrélise resulta na condensacao do coloide, que
apresenta uma cor azul transllcida clara. Para formar a fase de gel, a solucao foi
mantida sob aquecimento e agitacdo até que a solucdo apresentasse uma cor branca.
Finalmente, adicionou-se o surfactante Triton X-100, pois este desempenha um papel
importante na distribuicdo de tamanho das particulas e na posterior adesdo do filme.
Foram adicionados 0,816 g de surfactante (Synth) em 50 mL da solugcédo e agitou-se

durante 15 min para obter a solucéo final a ser depositada.
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5.1.2 Sintese da resina de 6xido de zinco

A resina do 6xido de zinco nanomeétrico foi obtida a partir do ZnO comercial
(TRINO et al, 2018). O acido citrico (72,05 g, Synth) foi dissolvido em
aproximadamente 200 mL de &agua destilada em um béquer. Em seguida, foram
adicionados a mistura 15 mL de acido nitrico e 10,17 g de 6xido de zinco (99,9%,
Sigma-Aldrich), empregando a propor¢cdo de 1 mol de ZnO para 3 moles de acido
citrico. A solucao foi entdo aquecida a 100 °C por aproximadamente quinze minutos.
Em seguida, sob agitacdo constante, adicionou-se o etilenoglicol (P.A., Synth)
considerando a relacdo entre a quantidade em massa de acido citrico e etilenoglicol de
60/40, respectivamente. A temperatura deste sistema foi elevada para 150 °C e a
solucéo foi mantida nestas condi¢cdes até que atingisse 100 mL. Em seguida esta foi

diluida em uma razédo de 8 mL de agua destilada para 3 mL da resina de ZnO.

5.2 Preparacdo dos substratos metalicos
Discos de titanio comercialmente puro (ACNIS do Brasil) grau IV (12,7 mm

de didmetro x 3 mm de espessura) foram polidos até uma rugosidade superficial de
aproximadamente 150 nm, conforme verificado por microscopia Optica confocal,
utilizando lixas de granulometria 320, 400, 600 e 800, a fim de retirar a camada de
oxido natural formada bem como impurezas sobre a superficie, deixando-a mais
homogénea. Posteriormente, os substratos foram limpos com isopropanol e agua
deionizada durante 15 minutos cada em banho de ultrassom. As amostras foram

hidroxiladas em solucé&o Piranha (mistura de 7:3 v/v 98% H2S0O4 e 30% H202) durante
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duas horas. Por fim, os substratos foram lavados com agua deionizada para deposicao

imediata de 6xido.

5.3 Deposicao dos oxidos metélicos

A deposicao das solucdes dos 6xidos metalicos foi realizada utilizando 60 pL
de solucdo em um spin-coater (PWM32-PS-R790, Headway Research INC) a 2000
RPM por 60 segundos, o procedimento foi repetido trés vezes para cada amostra. Entre
as deposi¢cbes, as amostras foram aquecidas por cinco minutos em uma placa
aguecedora a 40 °C e 80 °C para TiO2 e ZnO, respectivamente. Depois disso, as
amostras revestidas com TiOz foram tratadas a 850 °C durante duas horas numa taxa
de aquecimento de 1 °C/min a fim de obter a fase polimorfica cristalina rutilo. As
amostras de ZnO foram tratadas termicamente em duas etapas, a primeira a 350 °C
durante duas horas numa taxa de aquecimento de 1 °C/min, e depois a 500 °C durante
30 minutos numa taxa de aquecimento de 5 °C/min.

A caracterizacdo dos Oxidos foi realizada em triplicatas por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) a fim de determinar a espessura do filme e a morfologia
das particulas. Andlises de Difracdo de raios X (DRX) indicaram a fase cristalina dos

6xidos.

5.4 Funcionalizagdo dos oxidos com moléculas orgéanicas

A superficie de TiO2 e ZnO foi funcionalizada com quatro moléculas
bifuncionais diferentes, formando quatro grupos distintos de amostras, pelo método de

imerséo (TRINO, et al., 2018), conforme descrito a seguir:
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Acido 3-mercaptopropidnico (MPA): Uma solucdo aquosa de 1 mM foi
preparada com MPA (Aldrich) ajustando o pH da solucédo a 3 com HCI (37,5%, Sinth).
As amostras foram imersas durante 10 minutos na solucdo a temperatura ambiente.

Acido 3-4-aminofenilpropidnico (APPA): Preparou-se uma solucio de APPA
(Aldrich) 2 mM em etanol anidro (Merck) agitando a solucéo na placa magnética por 5
minutos. Apos dissolucdo completa, aqueceu-se até 40 °C e depois o substrato foi
imerso por 5 minutos.

3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMS): Preparou-se uma solucdo 10 mM de
APTMS (Aldrich) em etanol (Merck) e imergiu-se o substrato na solu¢do durante 1
minuto a temperatura ambiente.

Polietileno glicol (PEG): Preparou-se uma mistura na propor¢cao de 1 g de
PEG (PM 8000, Sinth) e 4 mL de agua deionizada. Quando o PEG foi diluido, os
substratos foram adicionados a solucdo e mantidos por um periodo de
aproximadamente 15 h. As amostras foram entdo enxaguadas com agua deionizada
apos imersao.

Posteriormente as deposi¢cdes das moléculas organicas, todas as amostras
foram mantidas em um dessecador a temperatura ambiente a fim de evaporar o
solvente. Estas amostras foram analisadas em triplicata por XPS, microscopia 6ptica
confocal, angulo de contato, energia de superficie e AFM com a finalidade de
determinar o modo de adsorcdo das moléculas, a rugosidade, a molhabilidade da
superficie e a topografia da superficie. Para as analises de microscopia Optica confocal
os dados foram coletados a partir de seis pontos diferentes de cada amostra para obter

uma média aritmética de rugosidade superficial (Ra).
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5.5 Funcionalizagcdo com biomoléculas
Os peptideos pA (ESQES) e pB (QESQSEQDS) derivados da proteina da

matriz dentaria 1 (DMP1) foram sintetizados por fase soélida pelos pesquisadores do
Laboratério de Pesquisa com Proteinas da Universidade de Illinois em Chicago
(PADOVANO et al., 2015). Os peptideos foram diluidos na propor¢édo 1 de pA para 4 de
pB em PBS (Aldrich) e solugéo tampéo de carbonato, de modo a ter uma concentracao
de 1 mg/mL (PADOVANO et al., 2015). Os grupos das amostras funcionalizadas com
peptideos sdo apresentados na Tabela 3. As amostras foram colocadas numa placa de
24 pocos e cobertas com a solucdo de peptideos. Para que os peptideos reticulassem
entre si através dos grupos acidos, as amostras foram mantidas por 15 h sob luz

ultravioleta em condicfes estéreis.

Tabela 3. Amostras funcionalizadas com a mistura de peptideos derivados da DMP1.

Controle Titanio TiO2 Zn0O
TiO2 + APPA Zn0O + APPA

Moléculas TiO2 + MPA ZnO + MPA

organicas - TiO2 + APTMS ZnO +APTMS
TiO2 + PEG Zn0O + PEG

A quimica da superficie e a topografia das amostras biio-funcionalizads foram

avaliadas por XPS, angulo de contato e AFM.
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5.6 Testes de adeséao e viabilidade celular

A linhagem de células mesenquimais humanas com expressao do gene da
Proteina Fluorescente Verde (hMSCs-GFP) de segunda passagem foram semeadas (2
x 10% células) sobre as amostras e estas foram colocadas em uma incubadora a 37 °C e
concentragcédo de CO2 de 5% durante 24 horas e sete dias, até atingirem a confluéncia.
O meio de cultura completo foi preparado com a-MEM (meio minimo essencial com
modificacdo alfa, Gibco, Thermo-Fisher), 20% de FBS (Gibco, Thermo-Fisher), L-
glutamina e antibiético. De modo a avaliar o papel dos peptideos na biocompatibilidade
dos materiais, as células foram cultivadas sobre um conjunto de grupos apresentado na
Tabela 3, com e sem o0s peptideos.

As amostras com as células em suas superficies foram mantidas em placas
de 24 pocos. Apds 7 dias de cultura foi analisada a adesédo destas células sobre os
substratos. Para isso, as células hMSC-GFP foram fixadas adicionando 1 mL de
formalina neutra tamponada a 10% em cada poc¢o contendo as amostras. Estas foram
mantidas sob refrigeracdo e apo6s 24 h foram retiradas da placa de 24 pocos e
observadas em um microscépio confocal de fluorescéncia (Zeiss LSM 710) com
ampliacdo de 20x.

A fim de determinar o niumero de células vidveis em ensaios de proliferacao
ou citotoxicidade foi utilizado um método colorimétrico (MTS) empregando o kit CellTiter
96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (PROMEGA). As células foram
cultivadas durante 1, 3 e 5 dias. As placas foram medidas em um leitor de placas
modelo Synergy 2, a 490 nm. A quantidade de produto de formazan medida por
absorbancia a 490 nm foi diretamente proporcional ao nimero de células viaveis,

segundo informacgdes do fabricante do kit.
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5.7 Testes de mineralizacao

A nucleacao foi realizada sob altas concentracdes de calcio e fosfato (He et
al., 2003). As amostras foram imersas em solucao de cloreto de calcio (Sigma-Aldrich) 1
M durante um periodo de 30 minutos. Em seguida, foram lavadas extensivamente em
agua deionizada para remover o calcio ligado de modo nado especifico. Depois foram
imersas em solucéo de fosfato de sédio (Sigma-Aldrich) 1 M durante um periodo de 30
minutos. Em seguida, as amostras foram lavadas com agua deionizada e desidratadas
com solucdo de etanol (Merck) a 20, 30, 40, 50, 70, 80, 90 e 100% para, por fim,
adicionar hexametildissilazano (HMDS, SPI-CHEM) a fim de desidratar as amostras e
verificar a morfologia dos fosfatos de célcio por microscopia eletrénica de varredura
(FEG-SEM JEOL 7500F). Para obtencdo das imagens as amostras foram revestidas
com ouro. A andlise foi realizada com uma tensdo de 2,00 kV e uma distancia de

trabalho de 8 mm.

5.8 Testes de diferenciacdo com células mesenquimais humanas

A andlise da diferenciacao celular foi realizada por PCR (Reacdo em Cadeia
da Polimerase). A purificacdo do RNA total das células hMSC-GFP foi realizada
utilizando a técnica de rotacéo. Foram cultivadas 2,5 x 10* células sobre os substratos
por 7 dias. Foram analisados dois conjuntos de amostras, um controle com meio de
cultura padrdo e um com meio de cultura osteogénico, o qual consiste de meio de
cultura aMEM, acido ascorbico, B-glicerofosfato e dexametasona. As células foram
rompidas em tampao RLT (Qiagen) e homogeneizadas. Foi entdo adicionado etanol ao
lisado, criando condi¢cbes que promoveram a ligacdo seletiva do RNA a membrana do

kit RNeasy (Qiagen). A amostra foi entdo aplicada a coluna de rotacdo RNeasy Mini. O
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RNA total ligou-se & membrana da coluna e os contaminantes foram lavados de forma
eficiente. O RNA foi entdo eluido em agua isenta de RNase. Todos os passos de
ligacdo, lavagem e eluicdo foram realizados por centrifugacdo numa microcentrifuga.
Os genes relacionados a osteogénese que foram testados séo: o colageno humano tipo
1 alfa 1 (Collal), a osteocalcina (OCN), o fator de transcricdo 2 (Runx2), a
sialoproteina 6ssea (BSP), a osteopontina (OPN) e a fosfatase alcalina (ALP). As
solucBes foram colocadas em placa de 96 pocos para serem analisadas em um leitor

de PCR em tempo real (StepOnePlus, Applied Biosystems).

5.9 Ensaios de corrosao

O ensaio eletroquimico foi conduzido utilizando uma célula de corrosédo de
trés eletrodos padréo e um potenciostato. As amostras de TiO2 foram analisadas em um
potenciostato modelo G700 da marca Gamry Inc. (Warminister, PA, EUA) no laboratorio
do Instituto de Biomateriais Tribocorrosdo e Nanomedicina da Universidade de lllinois
em Chicago. Por outro lado, as amostras de ZnO foram analisadas em um
potenciostato modelo PGSTAT302 da marca Metrohm Autolab (Utrecht, The
Netherlands), equipado com o médulo FRA32M do Laboratério de Novos Materiais e
Dispositivos da UNESP de Bauru. A montagem eletroquimica é vista na Figura 13. As
amostras foram empregadas como eletrodo de trabalho e cada disco apresentava 1 cm?
de area superficial exposta no poco de corrosdo. Os outros dois eletrodos utilizados
foram um contra-eletrodo e um eletrodo de referéncia. No caso das amostras de TiOz, o
contra-eletrodo era de grafite e o eletrodo de referéncia era um eletrodo de calomelano

saturado. Ja para as amostras de ZnO, o contra-eletrodo era de platina e o eletrodo de
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referéncia de Ag/AgCI. Utilizou-se uma quantidade de 15 mL de PBS como o eletrdlito
para cada amostra. Todos os ensaios foram mantidos a temperatura fisiolégica de 37
°C usando um banho de agua durante o protocolo de tratamento eletroquimico. O

mesmo protocolo de corroséo foi executado para as amostras de TiO2 e ZnO (Figura 13

() OCPI | OCP2 | EIS
300s | 3600s | 100kHz-00l1Hz | -0.8V-+1.8V | 600s

Figura 13. Sistema montado para a analise de corrosdo (a), célula eletroquimica em
destaque (b) e protocolo de corrosédo empregado (c), no qual OCP indica o Potencial de
Circuito Aberto, EIS a Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica e PD ensaio de
Potenciodinamica.

5.10 Ensaios de tribocorrosao

As amostras de TiO2 foram submetidas ao teste de tribocorrosdo utilizando um
tribbmetro (Advanced Linear Reciprocating Tribometer, Ducom Instruments, Chicago,
IL, EUA). Uma célula de corroséo de trés eletrodos padréo e um potenciostato (G700,
Gamry Inc., Warminister, PA, EUA) foram conectados ao sistema de tribocorrosédo. As

amostras foram empregadas como eletrodo de trabalho e cada disco apresentava 1 cm?
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de area superficial exposta no poco de corrosdo. Os outros dois eletrodos utilizados
foram um contra-eletrodo de grafite e um eletrodo de referéncia, eletrodo de calomelano
saturado. Utilizou-se uma quantidade de 15 mL de PBS como o eletrdlito para cada
amostra aquecido a 37 °C. A sequéncia de testes de tribocorrosdo € mostrada na

Figura 14.

EIS1 OCP 3 Teste de Tribocorroséo EIS2

(€) ©cP10CP2 100 iz 001 1z} 4440s _ [100 kHz - 0,01 Hz | 0P 4
300s 11800s| t10mv |6005‘ 600's ' 2040 s . 600 s ' 600s | t10 mv ls00s
Aplica Inicia o Fim do Remove

acarga deslizamento deslizamento a carga

Figura 14. Sistema montado para ensaios de tribocorrosao (a), célula eletroquimica e
bola de alumina em destaque (b) e protocolo de tribocorrosdo empregado (c).

A espectroscopia de impedancia eletroquimica foi realizada antes e depois
do teste de tribocorrosdo. Os parametros incluiram uma carga normal de 8,5 N aplicada

com uma configuracdo "esfera sobre o plano”. Aplicou-se uma distancia de
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deslizamento de 2 mm a uma frequéncia de 2 Hz por 3600 s, utilizando uma esfera de
alumina (Al203) de 9,525 mm de diametro durante o OCP. O protocolo de tribocorroséo
incluiu um OCP inicial (300s) para testar se as conexfes estavam apropriadas, um
segundo OCP (1800s) para estabilizacdo de potencial inicial, um EIS (x 10 mV, 100
kHz-0,005 Hz) antes do deslizamento, OCP 3 (4440 s, durante a tribocorrosédo), um
segundo EIS (x10 mV, 100 kHz - 0,005 Hz) apés o deslizamento, e um OCP final (600

S) para estabilizacdo do potencial.

5.11 Difracdo de Raios X
A difratometria de raios X (DRX) corresponde a uma das principais técnicas

de caracterizacdo microestrutural de materiais cristalinos, com aplicagdo em varias
areas desde sua descoberta em 1912. Este método fornece informacfes qualitativas e
quantitativas sobre os compostos presentes em uma amostra sélida, dentre elas a
identificacdo das fases cristalinas presentes no material, visto que os planos de difracao
e suas distancias interplanares séo caracteristicas especificas e Unicas de cada sistema
de ordenacéo.

Os raios X possuem comprimento de onda curto, cuja radiagédo
eletromagnética é produzida pela desaceleracdo dos elétrons de alta energia ou pela
transicao eletrénica de elétrons dos orbitais internos dos atomos (HOLLER, SKOOG e
CROUNCH, 2009, p. 317). Os raios X podem ser gerados pelo bombardeamento de um
alvo metalico com um feixe de elétrons de alta energia, pela exposicdo de uma

substancia a um feixe primario de raios X para gerar um feixe secundario de
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fluorescéncia de raios X, pelo uso de uma fonte radioativa cujo processo de decaimento
resulta na emisséao de raios X ou a partir de uma fonte de radiacao sincrotron.

Quando um feixe de raios X incide sobre um plano do cristal com um angulo
©, parte dele sofrerd& um processo de espalhamento em todas as direcdes pelos
elétrons dos atomos do cristal. Dependendo do angulo e de um conjunto de planos
especificos, os raios X espalhados estardo em fase entre si, resultando em uma
interferéncia construtiva. Como cada material tera um conjunto de planos, com
diferentes distancias interplanares, através de uma varredura da intensidade pelo
angulo de difracdo (20), € possivel localizar os picos que corresponderdo a planos
especificos permitindo, entre outras informacfes, a identificacdo do material e um
estudo da formacdo e evolucdo das fases cristalograficas presentes na amostra.
Portanto, as condi¢cdes para que ocorra a difracdo de raios X vao depender da diferenca
de caminho percorrida pelos raios X e o comprimento de onda da radiacao incidente.
Esta condicdo € expressa pela lei de Bragg, ou seja, n A = 2 d senf, onde A
corresponde ao comprimento de onda da radiacao incidente, “n” a um ndmero inteiro
(ordem de difragdo), “d” a distancia interplanar para o conjunto de planos hkl (indice de
Miller) da estrutura cristalina e 6 ao angulo de incidéncia dos raios X (medido entre o
feixe incidente e os planos cristalinos).

As medidas de difracdo de raios X foram realizadas a temperatura ambiente
em um difratbmetro multiusuarios da marca Rigaku, modelo D/MAX-2100PC, da
UNESP de Bauru, com radiacdo CuKa (A = 1,5405A) e filtro de Ni para eliminacdo da
radiacao K. Foi utilizada fenda com abertura de 10 mm, com corrente de 20 mA e um
potencial de 40 kV. A varredura do detector foi feita de 20 a 45° com velocidade de 2

°min! e passo de 0,02 °min-t.
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5.12 Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) fornece informacfes
morfologicas e topograficas de superficies solidas com 6tima resolucéo, de até 300.000
X, dependendo do tipo de equipamento. Além disso, ela pode ter acoplada a si um
detector de raios X para analise quimica da superficie por espectroscopia de energia
dispersiva (EDS). Sendo assim, esta se apresenta como uma das técnicas mais
adequadas para analisar e explicar os fendbmenos que ocorrem na escala micrométrica
e submicrométrica.

Na microscopia eletrénica de varredura a area a ser analisada é irradiada por
um fino feixe de elétrons, sendo os sinais de maior interesse para a formacdo da
imagem os elétrons secundarios e os retroespalhados. A medida que o feixe de
elétrons primarios vai varrendo a amostra estes sinais vao sofrendo modificacdes de
acordo com as variacfes da superficie. Os elétrons secundarios fornecem imagem de
topografia da superficie da amostra e sdo 0s responsaveis pela obtencédo das imagens
de alta resolucao, ja os retroespalhados fornecem imagem caracteristica de variacao de
composicao.

Com relacédo ao EDS, a analise quimica é possivel uma vez que ao incidir o
feixe de elétrons sobre o material, os elétrons mais externos dos atomos séo excitados
mudando de niveis energéticos. Ao retornarem para sua posicdo inicial liberam a
energia adquirida, a qual € emitida em comprimento de onda no espectro de raios-x.
Um detector instalado na camara de vacuo do MEV mede a energia associada a esse
elétron. Como os elétrons de cada atomo possuem energias distintas, € possivel
determinar quais elementos quimicos estdo presentes naquele local de incidéncia do

feixe.
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Para a obtencdo das imagens, as amostras foram preparadas colando o
substrato de Ti CP4 com uma fita de carbono dupla face sobre o porta amostra (stub).
Posteriormente as amostras foram recobertas com ouro. As imagens apresentadas
foram obtidas no Laboratério de Microscopia Avancada no Instituto de Quimica da
UNESP de Araraquara, através do microscopio eletrénico de varredura contendo

canhao de emisséo por campo (FEG), da marca JEOL modelo 7500F.

5.13 Microscopia de Forca Atdmica

A microscopia de forca atdbmica (AFM) tem seu principal uso na medida da
topografia superficial das amostras, fornecendo informacdes como rugosidade e
morfologia da superficie. O principio basico desta técnica € medir forcas ou interacdes
entre uma ponteira e a superficie da amostra. Neste procedimento, um braco
(cantilever) flexivel, sensivel a forca, € movimentado em um padrdo continuo sobre a
superficie da amostra. A forca que atua entre o braco e a superficie da amostra causa
diminutas deflexdes nos mesmos, as quais sdo detectadas por meios Opticos. Entre a
ponteira e os atomos da superficie da amostra existem interacbes que podem ser
atrativas ou repulsivas. Em grandes distancias, as interagdes sao predominantemente
atrativas, devido as forcas de Van der Waals. Se aproximarmos ainda mais a ponta com
a superficie, as interacdes sao repulsivas devido a repulsao entre os orbitais eletrdnicos
dos atomos da superficie da amostra e os da ponta do microscépio de forca atdbmica.
(HOLLER, SKOOG e CROUNCH, 2009).

As imagens apresentadas foram obtidas no Laboratorio de Microscopia

Avancada no Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara em um microscopio de
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forca atbmica da marca Veeco, modelo Nanoscope Ill. As ponteiras empregadas foram
do modelo de sonda FESP (Veeco), com 8 mm de raio de curvatura e 75 kHz de

frequéncia de ressonancia.

5.14 Microscopia Optica Confocal

7

A partir da microscopia O6ptica confocal € possivel construir imagens
tridimensionais utilizando um orificio de abertura, pinhole, que permite uma grande
definicAo de imagem em amostras mais espessas que o plano focal. Através de um
conjunto de lentes o microscopio é capaz de focar um cone de luz laser em uma
profundidade predeterminada da amostra a ser estudada. Mudando-se o ponto focal
(mantida a profundidade) é possivel iluminar todo o plano em estudo, ponto a ponto. Ao
retornar pelo mesmo caminho Optico, a luz é separada e passa pelo pinhole, o qual é
capaz de separar apenas a luz proveniente do ponto focado, eliminando a luz emitida
por pontos fora de foco. Com isso s6 a luz dos pontos em foco é registrada, com a
ajuda de tubos fotomultiplicadores. Estes sinais gerados pelas fotomultiplicadoras séo
processados por um computador e assim imagens bi e tridimensionais extremamente
precisas podem ser construidas.

O microscopio Optico confocal utilizado para medidas de rugosidade
superficial dos filmes é da marca Leica, modelo DCM 3D do Laboratério de Materiais
Avancados Nanoestruturados da UNESP de Bauru. Foram feitas medidas com aumento
de 100x (area igual a 1,27 x 0,95 mm? e resolucdo de 2 ym) e 200 x (area igual a

636,61 x 477,25 mm? e resolucdo de 1 um).
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5.15 Angulo de Contato e Energia de Superficie

O angulo de contato se refere ao angulo formado por um liquido ao entrar em
contato com um sélido. O valor do angulo de contato depende principalmente da
relacdo que existe entre as forcas adesivas entre o liquido e o solido e as forcas
coesivas do liquido. Quando as forcas adesivas com a superficie do sélido sdo muito
grandes em comparacao as forcas coesivas, o angulo de contato € menor que 90°. Ja
quando as forcas coesivas do liquido sdo maiores que a forca adesiva entre o liquido e
o sélido, o angulo de contato é maior que 90°.

Por definicdo tem-se que: quando 6 > 90° nao ha o molhamento do sdlido
pelo liquido, ou seja, ndo ocorre o espalhamento do liquido; quando 8 < 90° ha o
molhamento e o liquido se espalha espontaneamente; quando 6 = 0° o liquido se
espalha indefinidamente sobre o solido, ou seja, o molhamento é total (LUIZ, A. P.;
RIBEIRO, S.; PANDOLFELLI, V. C., 2008).

O conceito de energia de superficie esta relacionado com as moléculas na
superficie do liquido, as quais experimentam apenas forcas atrativas ou repulsivas
direcionadas para dentro do mesmo. Devido a isto, as superficies sdo sempre regides
de maior energia. E é justamente a diferenca entre as energias das espécies na
superficie e no interior do material que se denomina energia de superficie. Além disso,
a energia de superficie indica a capacidade de uma superficie em interagir
espontaneamente com outros materiais, formando novas ligagbes (CALLOW et al.,
2005).

O angulo de contato e a energia de superficie foram avaliados pela técnica
da gota séssil em um goniometro (Ramé-Hart, 100-00) utilizando agua deionizada

(substancia polar) e diliodometano (substancia nao polar) como liquidos de analise. Pelo
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menos trés gotas foram depositadas em diferentes posicfes das amostras e o angulo
de contato foi medido em cada lado da gota. As medicbes foram realizadas a
temperatura ambiente e sob um ambiente de umidade controlada. O angulo de contato
e a energia de superficie foram avaliados pelo software DROPimage com base na
equacdo de Young-Laplace descrevendo o perfil de queda de gotas sésseis. Mais
especificamente, o calculo da tensdo superficial foi feito por meio de um método
baseado em minimos quadrados ajustados aos perfis tedricos produzidos por uma

integracdo numérica da equacao de Young-Laplace (HANSEN; RDSRUD, 1991).

5.16 Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por raios X

A técnica de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS) é
amplamente usada para investigar a composicdo quimica das superficies sendo
baseada no efeito fotoelétrico. Na espectroscopia de fotoelétrons, uma fonte de
radiacao eletromagnética € usada para ejetar os elétrons da amostra, no XPS a fonte
convencional de fotons séo raios X para as linhas Ka do magnésio (1253,6 eV) ou do
aluminio (1486,6 eV). Estes fotons tém uma forca de penetracdo no sélido limitada na
ordem de 1 a 10 micrometros, respectivamente. A identificacdo dos elementos
presentes na superficie é feita diretamente pela determinacdo das energias de ligacdo
dos picos dos fotoelétrons de caroco (camada mais interna). A intensidade (area
integrada de picos fotoelétricos) € proporcional ao niumero de atomos no volume da
amostra detectado, permitindo, portanto, obter-se informa¢des sobre a composicdo da
superficie. Esta emissao de elétrons tem a energia cinética dada pela formula:

KE =hv - EB - @sp 4)
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Onde: KE = energia cinética; h = constante de Planck; v = frequéncia; hv =
energia do féton; EB = energia de ligagéo; e @sp = fungéo de trabalho do espectrometro.

As energias cinéticas do fotoelétron sédo, portanto, caracteristicas de cada
elemento, de modo que a distribuicdo de energia dos elétrons emitidos revela todos os
elementos presentes na superficie, com excec¢ao do hidrogénio.

O estado quimico dos elementos presentes nas amostras foi analisado em
um equipamento da marca Renishaw, modelo Kratos AXIS-165, do Centro de Recursos
de Pesquisa da Universidade de lllinois em Chicago, utilizando uma fonte
monocromatica de raios X Al Ka. As amostras foram analisadas com um angulo de
saida, definido como o angulo emitido com relacéo a superficie, de 54,7 °. A resolucao
de energia foi igual a 0,45 eV. Os espectros survey foram adquiridos com uma
resolucdo da energia de varredura igual a 80 eV, e 0s espectros individuais de alta
resolucado com 20 eV. A fim de corrigir os dados de efeitos de carregamento, a energia
de ligacédo do Ti 2p foi normalizada em 458,8 eV. A deconvolugdo dos espectros foi
realizada utilizando o software CasaXPS. A identificacdo dos picos foi baseada em um

ajuste consistente.

5.17 Microscopia Optica Confocal de Fluorescéncia

O microscopio confocal € um microscopio Optico que, assim como o
microscopio de fluorescéncia, baseia-se no uso de compostos fluorescentes
(fluoréforos) que, ligados a estruturas especificas, determinam sua localizagdo. O uso
dos fluoroforos para observacdo de células, por exemplo, acontece quando se quer

localizar uma area especifica da amostra ou para responder a um estimulo especifico.
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A fluorescéncia acontece por um fendmeno onde elétrons do fluoréforo absorvem
fétons com energia proveniente de uma fonte (uma lampada ou um feixe laser) e
passam de um estado fundamental (estado de mais baixa energia) para um estado
excitado (de mais alta energia). Neste estado o fluoroforo passa por uma mudanca em
sua conformacéo e pode interagir com uma série de moléculas ao seu redor. Com isso
a energia deste estado excitado é dissipada e o elétron passa para um estado de
menor energia, ndo necessariamente o estado fundamental. A diferenca de energia
entre o estado excitado e o estado de menor energia é emitida em forma de um féton. A
técnica de microscopia de fluorescéncia consiste justamente em captar este féton que é
emitido e com ele gerar uma imagem. A fonte de luz do microscépio confocal &
constituida por diversas linhas de lasers que se movem através de um scanner de
modo a focalizar a amostra linha por linha. Apds a excitacdo pelo laser, a amostra emite
fluorescéncia em outro comprimento de onda, que € entdo determinado pelos diferentes
detectores.

As imagens de microscopia Optica confocal de fluorescéncia das células
mesenquimais humanas contendo o gene da proteina verde fluorescente foram
adquiridas em um microscopio Zeiss LSM 710 do Centro de Recursos de Pesquisa da

Universidade de lllinois em Chicago, com magnificacao de 20x.

5.18 Ensaio de proliferacdo e viabilidade celular

O ensaio de proliferacdo celular empregou um composto tetrazolico
conhecido como MTS, [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-

2H-tetrazolio], e um agente acoplador de elétrons (etosulfato de fenazina; PES), o qual
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melhora a estabilidade quimica da solu¢do ao ser combinado com o MTS. Esta solucao
foi projetada para quantificar espectrofotometricamente o crescimento celular, a
viabilidade e proliferacdo, podendo ser utilizado como um indicador direto de
citotoxicidade.

O corante MTS é reduzido da mesma forma que o conhecido MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolio)), pela enzima desidrogenase
mitocondrial de células metabolicamente vidveis, com a formacdo de cristais de
formazan. A diferenca é que os cristais formados a partir do MTS sédo sollUveis em agua
e, portanto, o uso de solventes organicos ndo € necessario. Dessa forma, a reducao do
MTS a formazan, é diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade
celular. A analise é realizada em um espectrofotobmetro, sendo a absorbancia medida
diretamente proporcional a viabilidade celular.

A medida de absorbancia foi adquirida com a anélise a 490 nm em um
espectrofotbmetro Synergy 2 do Laboratério da professora Anne George na

Universidade de lllinois em Chicago.

5.19 Reacédo em Cadeia da Polimerase
A técnica de reacdo em cadeia da polimerase, PCR, consiste basicamente

na amplificacdo in vitro de uma regido especifica de DNA ou RNA com intuito de
aumentar o namero de coépias deste, a fim de produzir material suficiente para as
diversas analises. A PCR em Tempo Real € uma variacdo da técnica de PCR, a qual

permite que a amplificacdo e deteccdo ocorram simultaneamente. O resultado €
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visualizado em tempo real durante a amplificacdo da sequéncia de interesse, com
capacidade ainda de gerar resultados quantitativos com maior precisao.

A progressdo da reacdo de PCR em tempo real passa por duas fases
distintas, a fase exponencial e a fase de plateau. Na fase exponencial ocorre a
desnaturacdo das cadeias de DNA ou RNA, hibridacdo dos primers com sintese dos
produtos através da acdo da polimerase. O numero de ciclos que a reacdo demora a
entrar na fase exponencial depende da quantidade inicial de material, por isso nenhum
intervalo especifico pode ser definido, devendo ser identificado experimentalmente para
cada sistema. Durante os primeiros ciclos da reacéo, o sinal de fluorescéncia é fraco e
nao € possivel distinguir do background. Com o incremento da quantidade de produto
formado o sinal de fluorescéncia aumenta exponencialmente, até que se atinge a fase
plateau, a qual corresponde aos ciclos finais da reacdo. Esta fase é atingida pela
limitacdo dos reagentes, inativagcdo da polimerase ou reducdo da eficiéncia da
desnaturacao. O sinal de fluorescéncia é detectado por um termociclador adaptado com
um software, o qual traduz graficamente em tempo real os dados da emissao de
fluorescéncia obtidos durante a amplificagao.

As solucdes foram colocadas em placas de 96 pocos e analisadas em um
leitor de PCR em tempo real modelo StepOnePlus da marca Applied Biosystems da

Universidade de lllinois em Chicago.
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6. Resultados e Discussao

A seguir sao descritos o0s resultados obtidos para a analise da
funcionalizacdo de substratos de Ti CP4 com relacdo as suas propriedades fisico-
quimicas, topografia e rugosidade superficial, biocompatibilidade, bioatividade,

caracteristicas eletroquimicas e mecanicas.

6.1 Caracterizacao dos 6xidos metalicos

Os filmes de dioxido de titanio e de 6xido de zinco foram analisados pela técnica
de DRX a fim de identificar a fase cristalina destes materiais. Além disso, a topografia e
espessura dos filmes foram analisadas por MEV. A seguir sdo descritos os resultados

obtidos para os filmes de TiOz e ZnO.

6.1.1 TiO2

Na Figura 15, o pico (110) do espectro de difracdo de raios X € bastante
evidente para o TiO2 em 28 = 27,7°, indicando a presenca da fase cristalina polimérfica
rutilo. Outros picos de difracdo caracteristicos da fase TiO2 rutilo sdo observados no
intervalo de 26 entre 20° e 45° com valores de 36,3°(101), 39,4°(200), 41,5° (111) e
44,3°(210). Dois picos de difracdo de baixa intensidade aparecem em torno de
aproximadamente 25° e 40°, os quais podem ser atribuidos a fase anatase e ao titanio
metalico, respectivamente. O pico de titanio metalico é originado do substrato. Uma vez
gue a camada de 6xido depositada é fina, o sinal de raios X do substrato pode ser

detectado.
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Figura 15. Espectro de difracdo de raios X dos filmes de TiO2, sendo observada a

presenca da fase rutilo.

Uma das grandes vantagens da fase rutilo com aplicacdo em biomateriais é o
aumento da resisténcia a tribocorrosdo do implante de Ti sem comprometer as
propriedades bioldgicas da superficie (ALVES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015). Esta
caracteristica é observada devido a elevada dureza do TiOz2 rutilo, o qual apresenta um
maior empacotamento atbmico em comparacdo com a fase anatase (KHALIFA; LIN;
ISMAT SHAH, 2010).

A superficie dos filmes de TiO:2 foi analisada por MEV. Na Figura 16a é possivel
observar que o 6xido apresenta uma estrutura rugosa, granular e com a presenca de
particulas sinterizadas devido a alta temperatura de tratamento térmico empregada.
Porém, apesar do tratamento térmico a 850 °C, ndo sdo observados defeitos na

superficie. O tamanho médio das particulas foi estimado usando o Software Image J,
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com o qual foi possivel verificar que as particulas de TiO2 rutilo encontram-se numa
meédia de 75 (x 6) nm.

A imagem de secdo transversal mostra uma boa adesdo na interface entre
substrato de titanio e o filme de TiO2 (Figura 16b). A superficie de titdnio normalmente
nao possui grupos hidroxilas intrinsecos suficientes para ligacédo covalente com o TiOo.
Para superar isso, 0 uso da solucdo Piranha, um oxidante forte, forneceu uma
superficie hidroxilada para formar ligacdes covalentes entre os grupos -OH da
superficie de titanio e o TiO2. Aléem disso, é possivel observar pela Figura 16b que a
espessura do filme de TiO2 encontra-se em torno de 500 nm. A espessura do filme foi
controlada pela viscosidade da solucdo precursora e pela velocidade de rotacéo

durante a deposi¢ao por spin-coating.

Figura 16. Imagens de microscopia eletrénica de varredura da superficie (a) e da secéo

transversal (b) para os filmes de TiOx2.

6.1.2 ZnO
Os filmes de ZnO apresentaram os picos de difracdo em 286 igual a 31,8 °© (100),

34,5 ° (002) e 36,3° (101), conforme apresentado na Figura 17. Estes picos de difracdo



86

correspondem a estrutura caracteristica da fase wurtzita hexagonal das nanoparticulas
de ZnO (AMUTHA et al.,, 2016). A intensidade do plano (101) apresentou-se mais
elevada, indicando que os cristalitos de ZnO encontram-se orientados
preferencialmente neste plano. Uma das principais caracteristicas das nanoestruturas
de ZnO que permite sua aplicacdo em biomateriais € o fato destas exibirem
propriedades bactericida e piezoelétricas (ZHAO; WANG; MAO, 2004), as quais estao
associadas com a fase cristalina wurtzita das nanoestruturas de ZnO. Além dos picos
de ZnO associados a fase wurtzita, € possivel verificar no espectro de difracdo a
presenca de TiOz2 rutilo, devido ao 0xido nativo existente na superficie do titanio, o qual
tornou-se cristalino com o tratamento térmico aplicado. Além disso, também foi
observada a presenca de titanio metalico, uma vez que a camada de ZnO € bastante
fina. Os raios X séo radiacdes eletromagnéticas que sao absorvidas pelos materiais, de
modo que sua intensidade decai exponencialmente em relacdo ao caminho percorrido.
A profundidade de penetracdo dos raios X é dependente do angulo de incidéncia e
também das propriedades do material, como densidade, e normalmente encontra-se na
ordem de micrdmetros (LIU; SAW; KIANG, 2010). Como a espessura do filme de ZnO é

menor que no de TiOz, o pico de Ti metalico do substrato € mais intenso neste primeiro.
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Figura 17. Espectro de difragdo de raios X dos filmes de ZnO, sendo observada a
presenca da fase wurtzita.

Os filmes de ZnO apresentaram uma topografia uniforme com particulas
menores quando comparadas as do filme de TiO2. O tamanho médio das particulas de
ZnO wurtzita analisado pelo software Image J exibiu um valor de aproximadamente 67
(= 9) nm, conforme apresentado na Figura 18a. A espessura dos filmes de ZnO é
apresentada na Figura 18b, sendo aproximadamente 100 nm. Apesar da metodologia
de deposicao dos filmes ser a mesma empregada para ambos os 6xidos, a espessura e
tamanho de particula dos mesmos € diferente, pois a solucdo precursora e o tratamento

térmico ao qual sdo submetidos ndo sdo 0s mesmos.
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Figura 18. Imagens de microscopia eletrénica de varredura da superficie (a) e da secdo
transversal (b) para os filmes de ZnO.

O processo de nucleacdo e crescimento das particulas inicia-se durante a
deposicao dos filmes, onde ocorre uma equalizacdo entre as forcas centrifuga e de
cisalhamento, diminuindo a altura da pelicula liquida. Em seguida, a evaporacdo do
solvente torna-se a forgca dominante na reducéo da espessura do filme, resultando na
concentracéo do soluto, TiO2 ou ZnO, causando supersaturacao e, por fim, a nucleacéo
e 0 crescimento das particulas. Quando uma grande quantidade de energia € fornecida
ao sistema, no caso como energia térmica durante a sinteriza¢éo, maior é a for¢ca motriz
para o crescimento das particulas, resultando em tamanhos maiores destas e, portanto,
uma maior espessura do filme. Por isso, os filmes de ZnO apresentam tamanhos de
particula e espessura menores que o TiO2, uma vez que a temperatura maxima atingida

durante o tratamento térmico foi de 500 °C no primeiro caso e de 850 °C no segundo.
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6.2 Propriedades fisico-quimicas dos 6xidos metalicos funcionalizados

As propriedades dos oOxidos metalicos podem ser alteradas, conforme
mencionado anteriormente, modificando-se a constituicdo quimica da superficie. A
funcionalizagdo quimica, ou quimissor¢ao, do TiO2 e ZnO com moléculas bifuncionais
organicas pode transformar a superficie destes materiais, melhorando a molhabilidade,
as propriedades elétroquimicas e a biocompatibilidade dos oOxidos. As moléculas
organicas, ou espacadores, que irdo interagir com a superficie dos 6xidos apresentam
dois grupos funcionais, 0os quais podem atuar de maneira diferente na superficie do
biomaterial. O grupo funcional com maior afinidade pela superficie, “principal”, interage
com os grupos hidroxila presente na mesma. O outro grupo funcional, “terminal”, fica
livre para interagir com o meio biolégico, determinando as propriedades de superficie
do material funcionalizado (LOVE et al., 2005).

Pelo método de imersdo de um substrato sélido em solucbes contendo a
molécula bifuncional organica, a adsorcdo espontanea destas moléculas leva a
formacdo de uma monocamada orientada, ou SAMs. Dependendo do periodo de
imersdo e da estrutura da molécula, mais moléculas organicas podem ou nao ser
adsorvidas. A repeticdo ciclica do processo de imersdo e secagem levara a formacao
de uma multicamada com orientacdo alternada, devido as interacdes hidrofobicas ou
hidrofilicas, de acordo com os grupos funcionais apresentados na molécula ligante
(LOVE et al., 2005).

A interagéo covalente entre os filmes de TiO2 e ZnO e as func¢des organicas
depende das condi¢cdes de reacdo e dos grupos funcionais presentes na molécula
espacadora, dessa forma, foram avaliados diferentes grupos funcionais a fim de se

obter diferentes interfaces quimicas. As moléculas organicas bifuncionais analisadas



90

foram (3-aminopropil)trimetoxisilano (APTMS,  H2N(CH2)3Si(OCH3)s), acido 3-(4-
aminofenil)propidnico (APPA, H2NCeHsCH2CH2CO2H), acido 3-mercaptopropidnico
(MPA, HSCH2CH2CO2H), e polietileno glicol (PEG, H(OCH2CH2)nOH). A presenca dos
grupos espacadores pode levar a uma ligacdo covalente entre a biomolécula e a
molécula organica, diminuindo o impedimento estérico e resultando em um material
mais estavel. Para determinar se as condi¢des aplicadas levaram a funcionalizacao dos
oxidos, as superficies foram analisadas por XPS, angulo de contato, energia de

superficie, AFM e microscopia Optica confocal.

6.2.1 XPS dos filmes de TiO2 funcionalizados

A espectroscopia de fotoelétrons de raios X (XPS) foi utilizada para examinar a
adsorcao dos grupos amina, silano, mercapto, acido carboxilico e hidroxila na superficie
dos filmes de TiO2. Os resultados de XPS mostraram um aumento na intensidade do
pico de C 1s para todas as amostras funcionalizadas quando comparado com a
amostra revestida apenas com TiO2. A presenca de C 1s associado aos picos de
atomos especificos de cada molécula organica sdo indicativos de uma funcionalizacédo
efetiva dos oOxidos (Figura 19a). Diferentes contribuicbes de oxigénio podem ser
observadas no espectro de alta resolu¢do de O 1s a partir do espécime TiO2 (Figura
19b), o qual pode ser dividido em trés picos: os dois primeiros localizados em energia
mais baixa séo tipicos para as ligaces de 6xido metalico em TiO2 (MOULDER, 1992), o
outro localizado em 531,5 eV é atribuido ao oxigénio nas ligagbes Ti-OH (SHAHNAS
BEEGAM; NARENDRANATH; PERIYAT, 2017). Os resultados XPS para o TiO2

provaram que a superficie contém grupos hidroxila que atuam como pontos de
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ancoragem para a formacdo de mono ou multicamadas das moléculas organicas

bifuncionais (TRINO et al., 2018).
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Figura 19. Espectro survey de XPS para as amostras de TiO2 (a) funcionalizadas, e
espectro de alta resolucdo do O 1s para o filme de TiOz (b).

A seguir sdo discutidos o0 modo de adesdo preferencial das moléculas de
APTMS, APPA, MPA e PEG na superficie de TiO2, baseado no espectro de alta
resolucdo dos elementos especificos de cada amostra.

O APTMS possui os grupos funcionais amino e silano, podendo aderir a
superficie dos O6xidos por ambos os lados. Analisando os dados de XPS é evidente,
especialmente pelos espectros de N 1s e O 1s, que as moléculas de APTMS aderiram
efetivamente a superficie de TiO2. Vérias caracteristicas especificas permitem
conclusdes adicionais sobre a formacdo da ligacdo covalente e a conformacdo da
ligacdo entre a molécula e a superficie do 0xido. Apos a adesdo do APTMS o espectro
de C 1s foi dividido em trés componentes em 285,2, 287,0 e 288,8 eV, 0s quais podem
ser atribuidos as espécies C-C, C-N e C-O-Si, respectivamente (Figura 20a). As
espécies C-O-Si sdo provenientes de grupos etoxi do silano que néo reagiram (TAN et

al., 2011). No espectro de N 1s (Figura 20b) observa-se um pequeno pico largo em
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397,8 eV atribuido a ligacdo N-Ti, indicando que uma pequena quantidade de
moléculas de APTMS pode estar ligada através de grupos amina. No entanto, um pico
acentuado e intenso em 399,4 eV, atribuido ao NHz, e outro em 401,2 eV, relacionado
com ligacdo C-N, indicam uma interacdo preferencial das moléculas de APTMS na
superficie de TiOz através da silanizagdo, pois quando ocorre acoplamento dos silanos
sdo observados grupos NH:z livres (SONG; HILDEBRAND; SCHMUKI, 2010). Além
disso, caso ocorresse a adesédo reversa seria observado um pico de N 1s em 400,9 eV,
0 que nao ocorre. A adesdo pela silanizacdo também pode ser confirmada pelo
espectro de O 1s (Figura 20c), a qual mostra cinco diferentes contribuicdes. As duas
primeiras relacionadas ao titanio ligado com oxigénio no TiO2. Na energia de 531,3 eV é
observada a espécie Ti-O-Si, formada apoés silanizacdo. J& os dois picos em maior
energia podem ser atribuidos as espécies O-Si-O (532,7 eV) e Si-OH (534,4 eV). O
mecanismo de adesdo do APTMS, conforme apresentado na Figura 6, ocorre
primeiramente através da hidroxilacdo dos silanos, depois os grupos Si-OH reagem
rapidamente por condensacdo formando os grupos Si-O-Si com a hidroxila da
superficie, bem como com os grupos silandis vizinhos. Assim, a ligacao covalente entre

os silanos e o substrato estabiliza a monocamada (PUJARI et al., 2014).
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APTMS sobre o filme de TiO2.
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A adsorcéo das moléculas de APPA sobre os 6xidos pode ocorrer atraves de
grupos carboxilicos ou amino. A Figura 21a apresenta o espectro de alta resolucéo para
o C 1s, o qual apresentou trés componentes em 285,2, 286,9 e 288,9 eV, 0s quais sao
atribuidos as ligacbes C-C, C-N e COO'. O espectro de N 1s (Figura 21b) mostra a
contribuicdo das espécies C-N (400,1 eV) e NHsz" (401,2 eV) (MOULDER, 1992). A
presenca de NHs* é devido a formagdo da amina zwitteridnica, a qual favorece a
adsorcdo através dos grupos COOH (ATAMAN et al.,, 2011; FLEMING et al., 2008;
WILSON; DOWLER; IDRISS, 2011). A auséncia de ligacdes N-Ti indica que ndo ha
interacdo entre o diéxido de titanio e o nitrogénio na superficie do 6xido. Outro fator que
evidencia a adesao do APPA pelo grupo carboxilico é a diminui¢cdo da ligacdo O-Ti-O
(529,9 eV), comparando a amostra funcionalizada com o filme de TiO2, seguida de um

aumento da espécie COO" (532,0 eV), apos a adesdo do APPA (Figura 21c).
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Figura 21. Espectro de XPS de alta resolucdo para o C 1s (a) e N 1s (b) da molécula
APPA sobre TiO2. Uma comparagdo dos espectros de O 1s do TiO2 com e sem
funcionalizacdo é mostrada em (c).

O pH da solucdo e as propriedades &cidas e basicas do 6xido influenciam
diretamente na ligacdo com a molécula orgéanica. Os filmes de TiO2 possuem um pH no

qual as cargas positivas e negativas resultantes da dissociagcdo dos grupos -OH na

solugéo estdo balanceadas, resultando em uma carga total igual a zero (HANAWA,
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2011). Este pH, conhecido como ponto de carga zero (pcz), é igual a 5,3 para o TiO2
rutilo. Isso significa que em solucdes de pH maior que 5,3 a superficie do TiO2 possui
caracteristica basica (negativamente carregada).

A adesédo das moléculas de MPA na superficie dos 6xidos pode ocorrer pelos
grupos tiol ou carboxilico. Considerando o pcz do TiOz2 rutilo e o pH da solucdo de MPA
espera-se que a ligacdo ocorra através dos grupos S-H, pela desprotonacéo dos grupos
tidis. A ligacdo pelos grupos tidis ocorre pois o pH da solucdo de MPA é igual a 3
(menor que 5,3), deixando a superficie do TiO2 com caracteristicas &acidas
(positivamente carregada) e, consequentemente, com adesao preferencial através dos
grupos S-H. A Figura 22a mostra o espectro do C 1s apo6s a adesao do MPA, no qual
trés componentes sdo observados: o primeiro em menor energia esta relacionado a
ligacdo C-C na molécula de MPA (284,9 eV); uma contribuicdo a 285,8 eV esta
associada a ligacédo C-S; e a ligacdo com maior energia (288,6 e€V), pode ser atribuida a
presenca de COOH (TRINO et al, 2018). O espectro de S 2p exibe varios
acoplamentos de rotacdo spin-Orbita S 2p (S 2pl/2 e S 2p3/2) em aproximadamente
159, 164 e 168 eV. A partir da andalise do espectro S 2p, Figura 22b, podemos concluir
que o acoplamento ocorre preferencialmente pelo grupo funcional mercapto, devido a
presenca de um dubleto perto de 164 eV que € comumente atribuido a ligacdo S-Ti
(RAJ et al., 2010), e outro acoplamento de rotacdo spin-Orbita S 2p atribuido a espécies
S-Ti*® em 159,7 eV (ZHANG et al., 2014). Além disso, em 168,8 eV observa-se que
outro dubleto é atribuido a ligacdo S-O, a qual esta associada aos grupos hidroxila
presentes na superficie do TiO2 (RAJ et al., 2010). Estes resultados corroboram com a

relacdo entre o valor do pHpzc encontrado para os filmes de TiO:2 rutilo com o pH da
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solucéo de MPA, indicando que esta molécula se liga covalentemente com a superficie

do TiOz através de grupos mercapto.
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Figura 22. Espectros de XPS de alta resolucéo para C 1s (a), e S 2p (b) da amostra de
TiOz2 funcionalizada com MPA.

O PEG possui varios grupos hidroxila disponivel para formacdo de
crosslinking. A Figura 23a mostra o espectro de alta resolucdo do C 1s com trés
contribuicdes em 284,9, 286,0 e 286,4 eV, referente as ligacdes C-C, C-OH e C-O-C.
No espectro de O 1s (Figura 23b) é observado picos de baixa intensidade referentes as
espécies O-Ti-O e O-H em 529,8 e 531,0 eV, respectivamente. Um pico acentuado e
intenso em 532,4 eV, atribuido a -CH2-CH(OH-)» indica a formagédo de uma camada
polimérica na superficie do TiO2. Os grupos hidroxila do PEG formaram crosslinking
entre si através da polimerizacao, conforme indicado pelo aumento dos picos de C 1s e
O 1s no survey da amostra funcionalizada com PEG, seguido da diminuicdo da
intensidade do pico de Ti 2p (Figura 25c) (KETUL C. POPAT; SADHANA SHARMA,

TEJAL A. DESAI, 2004).
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Figura 23. Espectro de XPS de alta resolucdo para o C 1s (a) e O 1s (b) da molécula
PEG sobre TiO2. Uma comparacdo dos espectros de Ti 2p do TiO2 com e sem
funcionalizacédo é mostrada em (c).
6.2.2 XPS dos filmes de ZnO funcionalizados

O espectro de O 1s para ZnO mostra trés contribuicdes diferentes (Figura 24a), o
pico em energia mais alta (532,0 eV) esta relacionado as ligacbes O-H. As ligacdes de
oxido metalico (Zn-O) aparecem em 530,5 eV, enquanto em 528,9 observa-se a
ocorréncia de ligagbes Ti-O, referente ao 6xido nativo do substrato de Ti CP4,
corroborando com os dados de DRX que indicaram a presenca de TiO2 rutilo. Os
resultados de XPS para TiO2 e ZnO provaram que a superficie contém grupos hidroxila
gue atuam como pontos de ancoragem para a formacédo de mono ou multicamadas com
as moléculas organicas espacadoras. A intensidade de grupos hidroxila € maior no
Zn0O, apresentando uma porcentagem atdmica de 50,5% contra 17,1% para o TiOz2.
Essa diferenca pode estar associada a fase cristalina dos materiais ou ao tratamento
térmico sob altas temperaturas, pois o diéxido de titanio pode remover parcialmente os
grupos hidroxila (MITTAL, 2009; NOSAKA; NOSAKA, 2016). Esta variagdo na
intensidade pode ser decorrente da dessor¢do de dgua e condensacdo dos grupos —

OH, sendo este processo facilitado em altas temperaturas (LIN et al., 2012).



97

18000

Zn 2p
(a) . b) |t
Zn0O Ti 2p
7 e | 3
< 15000
= IS
T |APPA A
= N 1s o
(]
APTMS S 12000
S ARTME N Si2p S
-c S—
‘G5 |MPA ]
e S 2p i
2 < 9000
< 2
@
PEG =
- = 6000 — ; : .
1200 1000 800 600 400 200 0 536 534 532 530 528
Energia de Ligagao (eV) Energia de Ligacdo (eV)

Figura 24. Espectro survey de XPS para as amostras de ZnO (a) funcionalizadas, e
espectro de alta resolucéo do O 1s para o filme de ZnO (b).

Analisando os espectros de alta resolucdo do C 1s, O 1s (Figura 25) e N 1s
(Figura 26) para as amostras de ZnO funcionalizadas, é possivel avaliar qual grupo
funcional de cada molécula organica se liga a superficie de ZnO. A molécula de APPA
apresentou interacfes C-C (285,0 eV), C-N (286,7 eV) e COOH (288,9 eV) (MOULDER,
1992). Para o APTMS, é possivel observar trés contribuicbes em 285,2, 286,2 e 289,0
eV relacionados com ligacdes C-C, C-N e C-Si-O, respectivamente. A interacdo entre
MPA e ZnO pode ocorrer através de grupos mercapto, uma vez que grupos acidos
carboxilicos livres foram observados em 288,7 eV no espectro de C 1s. Além disso,
contribuicbes para o C-S (286,5 eV), C-C (284,9 eV) e C-Zn (282,7 eV) foram
encontradas, na qual a ligacdo C-Zn pode aparecer devido a contaminagbes. O PEG
tem varios grupos hidroxila disponiveis que podem se ligar uns com 0S outros,
mostrando maior intensidade para C 1s quando comparado com as demais moléculas

bifuncionais. As contribuicdes encontradas para o C 1s da molécula PEG foram: 284,5
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e 286,0 eV, referente a ligacbes C-C e C-OH, respectivamente (PLYLAHAN et al.,
2014).

Na Figura 25b sé@o apresentados os espectros de alta resolucdo do O 1s
para as amostras funcionalizadas. A molécula APPA exibiu a presenca de Ti-O, Zn-O e
COO" em 529,2, 530,4 e 531,9 eV, respectivamente. Ja para a molécula de APTMS
quatro contribuicbes sado encontradas: as duas primeiras em 528,5 e 530,2 eV estdo
relacionadas ao oxigénio ligado aos metais Ti e Zn, respectivamente; e 0 pico em mais
alta energia pode ser atribuido a ligacdo O-Si-O (532.1 eV) (KHUNG et al., 2015),
indicando a adesdo de moléculas de APTMS por grupos silano. Para a molécula de
MPA sdo observadas a presenca de ligacdes Ti-O, Zn-O e COOH ou S-O em 528,7,
530,1 e 531,6 eV, respectivamente. Para amostras funcionalizadas com PEG, a
presenca das ligacdes Zn-O (530,6 eV) e -CH2-CH (OH-)n (532,3 eV) séo observadas,
sugerindo a formacdo de uma camada polimérica. A diminuicdo da intensidade dos
picos Zn 2p e Ti 2p seguida por um aumento da intensidade dos picos de O 1s e C 1s,
apos a deposicdo do PEG, corrobora com o fato de que o PEG pode polimerizar

formando estruturas reticuladas.
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Figura 25. Espectro de XPS de alta resolucéo do C 1s (a) e O 1s (b) para os filmes de
ZnO funcionalizados com APPA, APTMS, MPA e PEG.

Considerando os espectros de alta resolucdo de N 1s para as moléculas de
APPA e APTMS (Figura 26), a adsorcao de APPA na superficie de ZnO pode ter uma
ligacdo preferencial através do grupo acido carboxilico. Nos espectros de Nl1s, a
presenca de amina livre (C-NH2) a 397,2 eV, C-N a 399,9 eV e NHs* em 403,2 eV foi
identificado. A presenca de NHs* é devido a formacdo da amina zwitteribnica, que
associada com a existéncia de NH: livre, favorece a adsorcédo através dos grupos
COOH (ATAMAN et al., 2011; FLEMING et al., 2008). O espectro N1s para APTMS

mostra a presencga de grupo C-NH:2 livre (400,3 eV). Analisando os dados obtidos dos
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espectros de N 1s e O 1s, é evidente que as moléculas de APTMS aderiram a
superficie por ligacdo covalente através de grupos silano (SONG; HILDEBRAND;

SCHMUKI, 2010).
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Figura 26. Espectros de alta resolucdo de N 1s para as superficies ZnO funcionalizadas
com moléculas de APPA e APTMS.

6.2.3 Rugosidade superficial, angulo de contato e energia de
superficie das amostras funcionalizadas de TiO»

As imagens AFM (Figura 27) mostram uma comparacdo da topografia de
superficie para as varias amostras analisadas. A Figura 27a mostra a superficie de Ti
com pequenas particulas e alguns defeitos resultantes do processo de polimento. A
superficie do TiO2 rutilo € caracterizada por grdos maiores dispersos mais
homogeneamente (Figura 27b). As imagens de AFM mostram uma cobertura
homogénea da superficie para as moléculas APPA e MPA, as quais aparecem como
pequenos pontos brancos nos contornos de graos do TiO2 (Figura 27c e 27e). A adesao
das moléculas APPA e MPA na superficie do diéxido de titdnio podem ocorrer através

dos contornos de grdos do TiO2 devido a maior energia superficial nessas regides. Em
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contrapartida, as moléculas APTMS e PEG mostraram a formacdo de multicamadas,
caracterizada por uma deposicdo densa na superficie em que as nanoparticulas de
oxido metalico foram completamente cobertas (Figura 27d e 27f). No caso da molécula
de APTMS a formacéo de multicamadas pode ser explicada em termos da natureza do
solvente utilizado durante o processo de funcionalizagcéo. A presenca de agua no etanol
nao anidro leva a uma reacdo de condensacao muito mais rapida, ndo apenas com 0s
grupos hidroxila da superficie, mas também com os grupos silandis vizinhos (JAKSA;
STEFANE; KOVAC, 2014; PUJARI et al., 2014). Isso pode gerar multicamadas n&o-
homogéneas e sem uma orientacdo especifica. As moléculas de PEG, no entanto,

possuem varios grupos hidroxila que podem reticular-se para formar uma multicamada.
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Figura 27. Imagens de AFM para as amostras de Ti (a), TiOz (b), TiO2 APPA (c), TiO2
APTMS (d), TiO2 MPA (e) e TiO2 PEG (f). E possivel observar a formacdo de
multicamadas para APTMS e PEG.
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A Figura 28 mostra mudancas na rugosidade superficial quadratica média
(RMS) do substrato de Ti, filme de TiO2 e os filmes de TiO2 funcionalizados. A
rugosidade superficial do Ti encontra-se em torno de 180 (x31) nm. Depois de ser
revestido com filmes finos de TiO2, ha um aumento em RMS para 376 (x 32) nm, e
alguns picos podem ser observados na imagem de microscopia 6ptica confocal. Nao
houve diferenca estatistica entre as amostras de TiOz2, TiO2 APTMS (380 £ 12 nm), TiOz2
MPA (338 £ 27 nm) e TiO2 PEG (364 £ 7 nm). A amostra de TiO2 APPA indicou uma
reducdo minima no valor de RMS para 314 (x 7) nm. A diferenca em rugosidade
superficial entre o TiO2 e as amostras funcionalizadas com todas as moléculas
organicas analisadas foram inferiores a 50 nm. Assim, podemos assumir que uma
camada fina de moléculas organicas é formada sobre a superficie TiO2 mesmo com a
formacdo de multicamadas, no caso de APTMS e PEG, conforme observado pelas
imagens de AFM. No caso de TiO2 APPA, as moléculas organicas provavelmente
aderiram a superficie nas regides do vale, mostrando uma ligeira diminui¢cdo no valor de

RMS.

TiOz2 APPA

150 + TiO: APTMS TiOz MPA TiO: PEG

Rugosidade superficial (nm)
g

Figura 28. Média da rugosidade superficial para as amostras de TiO2 analisadas
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A rugosidade superficial desempenha um papel importante na aplicacédo de
biomateriais durante a adeséo, proliferacdo e diferenciacdo celular. Uma melhor
resposta celular tem sido encontrada em valores da rugosidade superficial entre 0,3 e
1,5 um, como as apresentadas (CHEN; MAO, 2007; LOVE et al., 2005).

Para avaliar mais profundamente as mudancas nas propriedades fisico-
guimicas apos o processo de adesdo das moléculas bifuncionais nas superficies TiOz, a
molhabilidade superficial e a energia de superficie foram analisadas. E esperado que
haja uma diferenca nas propriedades de molhabilidade dos filmes de TiO:2
funcionalizados com relagéo aos filmes de TiO2e ao substrato de Ti devido a presenca
dos diferentes grupos funcionais terminais presentes nas suas superficies. A Figura 29
mostra o0 angulo de contato da agua e a energia de superficie para as amostras controle
(Ti e TiO2) e para as amostras funcionalizadas. O Ti apresentou um valor de angulo de
contato igual a 72°. A modificacdo da superficie com o filme de TiO2 aumentou a
molhabilidade do material devido a presenca de grupos hidroxila terminais, mostrando
um angulo de contato de 67°. Em geral, a funcionalizacdo do TiO2 levou a um aumento
da hidrofilicidade do material. A amostra de APPA TiO2 mostrou um ligeiro aumento na
hidrofilicidade, com um angulo de contato de 61°. A molhabilidade da superficie para a
amostra de TiO2 MPA aumentou, o que pode ser verificado pelo valor de 53° para o
angulo de contato. A maior diferenca encontrada para o angulo de contato foi
observada para a amostra TiO2 PEG (18°), a qual apresentou uma superficie com
propriedades mais hidrofilicas. Esse comportamento pode ser atribuido a existéncia de
grupos OH na estrutura -(CH2CH20H)n e a longa cadeia carbonica, a qual que pode
interagir aleatoriamente na superficie gerando uma superficie homogénea e altamente

hidrofilica (PAPRA; GADEGAARD; LARSEN, 2001). A Unica excecao foi a amostra TiO2
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APTMS. Esta amostra apresentou um angulo de contato moderado de 73° e um

comportamento mais hidrofébico com relacéo as outras amostras funcionalizadas.
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Figura 29. Medidas de angulo de contato (a) e energia da superficie (b) para as
amostras controle (Ti e TiO2) e para as amostras funcionalizadas, indicando uma maior
molhabilidade, exceto para a amostra APTMS, e um aumento da componente
dispersiva para as superficies funcionalizadas.

A camada mais externa controla predominantemente a molhabilidade da
superficie dos filmes de TiO2 funcionalizados (CAIl et al., 2006), sugerindo que a
modificacdo da superficie com as moléculas organicas foi alcancada. Além disso, a
funcionalizacdo da superficie levou a um aumento da energia de superficie. As
superficies de titanio tendem a ter baixa energia superficial (39 + 2,9 J/m?) (ZHAO et al.,
2005). No entanto, com a deposicao de filme de TiO2, um ligeiro aumento para 45 (+
2,3) J/m? foi observado. Observou-se uma diferenca consideravel na energia de

superficie para as amostras funcionalizadas, devido a presenca dos grupos terminais

reativos. As amostras de TiO2 APPA e TiO2 MPA mostraram um valor similar de 52 (+
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1,6) J/Jm?e 51 (+ 1,7) JJm? para a energia de superficie, que pode ser atribuido aos
grupos amina (-NHz) e acido carboxilico (-COOH) livres, respectivamente. A amostra
TiO2 APTMS exibiu uma maior energia superficial (49 = 2,2 J/m?) devido ao aumento da
componente dispersiva, quando comparada as amostras controle. Esta observacéo
esta relacionada a presencga de grupos -NHz na superficie. A maior energia superficial
foi observada para a amostra TiO2 PEG (77 £ 4,0 J/m?). A presenca de VArios grupos
hidroxila aumenta a polaridade da amostra TiO2 PEG e, consequentemente, aumenta a
capacidade de interacdo com as moléculas de agua que se aproximam.

Tanto a rugosidade superficial na escala micro e nanométrica, quanto os
grupos funcionais quimicos, desempenham um papel importante na molhabilidade dos
materiais, principalmente nos campos de biomateriais e engenharia de superficies
(KUBIAK et al., 2011; SHIN et al., 2016). Embora as amostras funcionalizadas tenham
valores de RMS semelhantes, mesmo pequenos incrementos na rugosidade superficial
podem levar a uma maior molhabilidade causada pela quimica da superficie (WENZEL,
1936). Desta forma, a rugosidade superficial contribuiu para o comportamento hidrofilico
da amostra de TiO2 PEG, bem como ao desempenho mais hidrofébico observado para
a amostra TiO2 APTMS. Considerando que os valores de RMS, angulo de contato e
energia de superficie foram semelhantes para as amostras de TiO2 APPA e TiO2 MPA,
presume-se que a principal influéncia na molhabilidade foi causada pelos grupos
funcionais terminais das moléculas organicas. Além disso, esses resultados mostram
que a natureza fisico-quimica das superficies de TiO2 pode ser facilmente controladas

através da funcionalizacao.
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6.2.4 Rugosidade superficial, angulo de contato e energia de

superficie das amostras funcionalizadas de ZnO
As imagens AFM (Figura 30) mostram a topografia de superficie para as
amostras de Ti, ZnO e ZnO funcionalizadas. A Figura 30a mostra a superficie de Ti, a
qual encontra-se parecida com as superficies utilizadas para deposicdo do TiO2, uma
vez que os mesmos procedimentos de polimento, limpeza e hidroxilacdo foram
utilizados. A superficie do ZnO wurtzita é caracterizada por graos pequenos,
homogeneamente distribuidos (Figura 30b). As imagens de AFM mostram uma
cobertura homogénea da superficie para as moléculas APPA e MPA. Pelo fato das
particulas de ZnO serem menores, a deposicdo destas moléculas, sob as mesmas
condi¢cdes empregadas no TiO2, forma uma fina camada na qual as particulas de ZnO
nao ficam mais tdo definidas na imagem (Figura 30c e 30e). Por outro lado, as
moléculas APTMS e PEG mostraram a formacdo de multicamadas, caracterizada por
uma deposicdo densa na superficie em que as nanoparticulas de ZnO foram
completamente recobertas (Figura 30d e 30f). Estas observacdes estdo de acordo com
as analises realizadas para as amostras de TiO2, de modo que as moléculas se
comportam de maneira semelhante em ambos os o6xidos. Assim, a formacgdo de
multicamadas da molécula APTMS é também devido a natureza do solvente utilizado
durante o processo de funcionalizacdo. As moléculas de PEG se polimerizam através

dos diversos grupos hidroxila, formando multicamadas.
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Figura 30. Imagens de AFM para as amostras de Ti (a), ZnO (b), ZnO APPA (c), ZnO
APTMS (d), ZnO MPA (e) e ZnO PEG (f).

A rugosidade superficial foi analisada para as amostras controle (Ti e ZnO) e
para as amostras de ZnO funcionalizadas (Figura 31). Os valores de RMS indicam que
a rugosidade da superficie aumentou de 180 (+ 31) nm para 245 (+ 3) nm com a
deposicao do filme de ZnO sobre o substrato de Ti. Apds a deposicdo de APPA e MPA,
ndo houve mudancas significativas na rugosidade da superficie, e os valores
observados correspondem a 253 (£ 22) nm e 240 (x 15) nm, respectivamente. No
entanto, o valor de RMS aumentou para 294 (+ 19) nm e 271 (+ 4) nm para as amostras
contendo APTMS e PEG, respectivamente.

A diferenca em rugosidade superficial entre o filme de ZnO e as amostras
funcionalizadas com todas as moléculas organicas analisadas foram inferiores a 50 nm,

comportamento também observado para as amostras de TiO2. Portanto, a
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funcionalizacdo com as moléculas organicas bifuncionais leva a formacdo de uma fina

camada sobre a superficie do éxido.

ZnO APPA
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Figura 31. Média da rugosidade superficial para as amostras de ZnO analisadas

Normalmente, a energia de superficie e angulo de contato sdo inversamente
proporcionais entre si e por natureza as superficies do 6xido de zinco séo hidrofobicas
(DAVE et al., 2016). Os resultados para as medidas do angulo de contato do filme de
ZnO puro e dos filmes de ZnO funcionalizados estédo resumidos na Figura 32a. O filme
fino ZnO tem um carater mais hidrofébico, como esperado, apresentando um angulo de
contato para a 4gua de 81°. A funcionalizacdo com APPA levou a um pequeno aumento
na hidrofobicidade da superficie, com relacdo a amostra de ZnO, mostrando um angulo
de contato de 83°. A funcionalizacdo da superficie com APTMS diminuiu a
molhabilidade do ZnO, mostrando um angulo de contato de 89°. A funcionalizacdo com
MPA preservou o angulo de contato em 81°. O PEG foi a Unica molécula que modificou
a superficie com propriedades hidrofilicas, exibindo um angulo de contato de 18°. A
medida que a relacdo C-O/CH2 aumenta para a molécula de PEG, o angulo de contato
diminui (TRINO et al., 2018), desta forma, a existéncia de OH na estrutura -

(CH2CH20H)n é responsavel por esse comportamento. Além disso, em moléculas com
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mais de 10 atomos de carbono, como PEG, as cadeias de carbono interagem
aleatoriamente na superficie, contribuindo para obter uma camada fina de superficie

altamente hidrofilica (PAPRA; GADEGAARD; LARSEN, 2001).
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Figura 32. Angulo de contato da 4gua (a) e energia de superficie (b) medidas para as
amostras controle (Ti e ZnO) e as amostras de ZnO funcionalizadas.

Portanto, a molhabilidade da superficie pode ser controlada pela adi¢cdo das
moléculas bifuncionais organicas e as caracteristicas especificas da superficie sera
definida pela bio-aplicacdo. As moléculas de APPA, APTMS e MPA apresentaram
menor molhabilidade, podendo melhorar a efichcia dos materiais como agentes
bactericidas (SHARMA; AGARWAL; BALANI, 2016), enquanto o PEG pode influenciar
positivamente as interacfes célula-superficie por deixar a superficie mais hidrofilica
(ERIKSSON; NYGREN; OHLSON, 2004).

A adesdo da molécula organica induziu mudancas relevantes nas
propriedades fisico-quimicas da superficie do ZnO. A molhabilidade das superficies

sélidas é uma propriedade muito importante e € determinada pela composicdo quimica
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das superficies, sendo definida pela componente polar da energia de superficie
(PATEL; RAWAL, 2016; RUDAKOVA et al., 2016).

A energia superficial do ZnO funcionalizado com APTMS e MPA é menor que
da amostra de ZnO néo funcionalizada. No entanto, como mostrado na Figura 32b, as
moléculas de APPA e PEG aumentaram a energia da superficie do ZnO. De acordo
com dados XPS, esse comportamento esta relacionado ao tipo de grupos funcionais
disponiveis na superficie. As cargas superficiais dos grupos -NHz e -COOH presentes
nas moléculas APTMS e MPA, respectivamente, sdo menores quando comparadas com
0s grupos hidroxila do PEG e os grupos amina ligados a cadeia aromética presente na
molécula de APPA. Além disso, a maior quantidade de carbono do APTMS pode levar a
um aumento da componente dispersiva. Por outro lado, a presenca de grupos amina
livre e uma cadeia aromatica com elétrons deslocalizados na molécula de APPA
aumentaram a carga total desta, aumentando consequentemente a energia de
superficie. No caso da molécula de PEG, a alta densidade de grupos hidroxila levou a
um aumento na energia da superficie, a qual modificou o filme de ZnO de uma
superficie ndo polar para uma polar.

A molhabilidade medida pelo angulo de contato para APTMS e PEG pode
ser relacionada com a maior rugosidade superficial. Wenzel afirmou que mesmo
pequenas mudancas na rugosidade da superficie podem melhorar as caracteristicas de
molhabilidade causada pela quimica da superficie (WENZEL, 1936). No caso do
APTMS a maior rugosidade da superficie contribuiu para o aumento do angulo de
contato medido. Por outro lado, o PEG mostrou-se mais hidrofilico, caracteristica que
pode ser atribuida a um aumento no valor de RMS. Apesar da diferenca na rugosidade

superficial para os filmes de ZnO funcionalizados, as rugosidades obtidas estdo dentro
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dos valores de rugosidade encontrados em implantes dentarios disponiveis
comercialmente (ALLA et al., 2011; RAMEL et al., 2016; SEZIN; CROHARE; IBANEZ,

2016).

6.2.5 Modo de adesdo das moléculas organicas sobre os filmes

de TiO2 e ZnO
Um modelo esquematico baseado na analise de XPS e AFM para o método
preferencial de adesao das moléculas bifuncionais com a superficie de TiO2 é mostrado
na Figura 33. Como mostrado pelas imagens de AFM, as moléculas de APTMS e PEG
formam multicamadas (Figura 33a e d), que se ligam a superficie TiO2 por grupos silano
e grupos hidroxila, conforme confirmado pelo XPS. As medidas XPS indicaram que as
moléculas da APPA e da MPA se ligam a superficie do TiO2 por grupos acido
carboxilico e mercapto, respectivamente. No entanto, ndo foi possivel identificar por
AFM se eles formaram mono- ou multi-camadas, desta maneira, em um modelo real as

Figuras 33b e 33c podem ter mais de uma Unica camada de moléculas.
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Figura 33. Possivel modelo esquematico de adesdo para as moléculas
bifuncionais APTMS (a), APPA (b), MPA (c) e PEG (d) na superficie TiO2. O APTMS
aderiu a superficie por grupos silano que reagiram rapidamente por condensacéo com a
superficie e grupos silandis vizinhos, resultando em multicamadas ndo homogéneas e
desordenadas. As moléculas de APPA se ligaram a superficie preferencialmente
através do grupo COOH, de forma mono ou bidentada formando mono- ou multi-
camadas. A adesédo ao MPA ocorre pelo grupo mercapto que pode formar mono- ou
multi-camadas. No caso de PEG, estas moléculas formam crosslinking entre si por meio
de polimerizacdo, formando multicamadas.

De acordo com os dados XPS, um possivel modelo de adesdo entre a
superficie de ZnO e as moléculas bifuncionais organicas sdo mostradas na Figura 34. A
presenca de COO™ na molécula de APPA indica que este sitio pode interagir com o
metal Zn (Figura 34a). O mecanismo de adesao do APTMS ocorre pela hidroxilagdo dos
grupos silanos, e entdo Si-OH reage rapidamente por condensacao formando grupos

Si-O-Si com as hidroxilas superficiais, bem como com os grupos silandis vizinhos.

Desta forma, a presenca de O-Si-O indicou a adesdo de APTMS pelo grupo silano
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(Figura 34b). Para a molécula de MPA, a presenca de grupos S-O € um indicativo de
que os grupos tiol podem ter interagido com os grupos hidroxila presentes na superficie
do ZnO (Figura 34c). Apos adeséao atraves de grupos hidroxila (Fig. 34d), as cadeias de
PEG podem auto-interagir devido a presenca de varios grupos -OH que resultam em

sua polimerizacao.
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Figura 34. Possivel mecanismo de adesao para as moléculas bifuncionais na superficie
ZnO. A molécula APPA mostrou uma adesédo preferencial pelo sitio acido carboxilico
(a). A molécula de APTMS formou grupos Si-O-Si por condensacao com os grupos -OH
da superficie, se ligando através de grupos silano (b). A molécula de MPA indicou uma
adesao por grupos S-H que reagiram com os grupos -OH da superficie formando
ligagbes S-O (c). A molécula de PEG aderiu a superficie por polimerizacdo dos grupos
hidroxila com os grupos -OH da superficie (d).
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Além da espessura da camada organica, devido a presenca de diferentes
grupos terminais na superficie, cada molécula bifuncional modifica as propriedades
fisico-quimicas do TiO2 ou do ZnO de uma maneira caracteristica, que pode ser
controlado dependendo da aplicacdo requerida. As moléculas organicas estudadas sao
exemplos classicos de agentes de acoplamento que apresentam diversas aplicacdes,
as quais vao desde a cultura celular em scaffolds de alto rendimento, dispositivos
biomédicos, lab-on-a-chip, tecidos auto-limpantes, janelas desembacantes, até
revestimentos anticorrosivos (FALDE et al., 2016; LI et al., 2010, p.; PUJARI et al.,

2014; SHIN et al., 2016; SKORB; ANDREEVA, 2013).

6.3 Funcionalizacdo com peptideos derivados da proteina da matriz
dentaria 1 (DMP1)

Apoés a adesao das moléculas organicas as amostras foram funcionalizadas
com os peptideos derivados da proteina DMP1. A proteina da matriz dentaria 1 € uma
fosfoproteina acida, ndo colagena que esta presente na matriz extracelular e
desempenha um papel crucial na diferenciacdo dos osteoblastos/odontoblastos e
eventos de nucleacdo mineral (BHATIA et al., 2012; HE et al., 2005; RAVINDRAN;
GEORGE, 2014). Algumas proteinas especificas da matriz extracelular, como a DMP1,
atuam como sitios de nucleacao para a formacéo de hidroxiapatita. He et al (HE et al.,
2003), investigou os dominios acidos presentes na DMP1 descobrindo que o0s
peptideos ESQES e QESQSEQDS, derivados desta proteina, quando misturados
podem formar oligbmeros que induzem formacéo de cristais de apatita. Desse modo, 0s

peptideos derivados da DMP1 podem promover um esfeito osteoindutivo no material
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implantado, uma vez que eles podem estimular a producédo de matriz extracelular, além
de acelerar os processos de diferenciacdo osteoblastica (FROSCH et al., 2003).

A seguir sdo descritas as analises fisico-quimicas realizadas por XPS, AFM e
angulo de contato a fim de identificar as propriedades quimicas da superficie dos oxidos

funcionalizados com a biomolécula.

6.3.1 XPS dos filmes de TiO:2 bio-funcionalizados
A quimica de superficie dos grupos controle, das superficies funcionalizadas
com as moléculas espacadoras e os peptideos sobre o TiO2 foram confirmadas por
XPS. O pico Ti 2ps2 presente a uma energia de ligagdo de 458,8 eV correspondente ao
Ti (IV) no TiO2 (MOULDER, 1992), tem sido utilizado para a calibracdo de energia de
todo o espectro. Os espectros das amostras de Ti e TiO2 nas Figuras 35 e 36,
respectivamente, mostraram a presenca dos elementos carbono (C) e nitrogénio (N),

introduzidos pelos peptideos DMP1.
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Figura 35. Espectros de XPS para a amostra controle de Ti funcionalizada com

peptideos da DMP1.
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Figura 36. Espectros de XPS para a amostra controle de TiOz funcionalizada com

peptideos da DMP1.

As moléculas de APPA e APTMS contém os elementos C e N na sua

estrutura, ndo sendo possivel afirmar que a presenca destes elementos é resultado da

imobilizacdo dos peptideos da DMP1 na superficie das amostras. No entanto, nao

foram evidenciadas alteracdes significativas comparando o espectro C 1s e N 1s com

as outras amostras, conforme apresentado nas Figuras 37 e 38.
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Figura 37. Espectros de XPS para a amostra de TiO2 funcionalizada com APPA e os

peptideos da DMP1.
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Figura 38. Espectros de XPS para a amostra de TiO2 funcionalizada com APTMS e os
peptideos da DMP1.

Para as amostras funcionalizadas com MPA (Figura 39) e PEG (Figura 40) a
presenca de N 1s confirma a adesdo dos peptideos, sugerindo que a quimiossorcao
ocorre sem modificacdes substanciais na estrutura dos peptideos derivados de DMP1
para todas as amostras analisadas. P6de-se observar que as amostras apresentaram
picos de elementos presentes na solugéo tampéao de fosfato (PBS), como Na, Cle P, e
0 pico Auger do sédio (Na KLL) apresentou uma sobreposi¢cdo com o sinal de O 1s ao
redor 536 eV. A presenca de grupos NHs* nos espectros de N 1s das amostras pode

ser conferido aos aminoacidos acido aspartico e acido glutamico, presentes nos
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peptideos, uma vez que a presenca de grupos ionizaveis na sua cadeia confere a eles

maior capacidade de conjugacdo (HERMANSON, 2013).
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Figura 39. Espectros de XPS para a amostra de TiO2z funcionalizada com MPA e os

peptideos da DMP1.
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Figura 40. Espectros de XPS para a amostra de TiO2 funcionalizada com PEG e os

peptideos da DMP1.

A porcentagem atémica do nitrogénio, o qual esta presente nos peptideos da

DMP1, pode ser um indicativo da adesdo dos mesmos. Entretanto, APPA e APTMS

apresentam N em sua estrutura. A porcentagem atdmica do N 1s € menor para Ti P

(0,33%), TiO2 PEG P (0,76%) e TiO2 P (1,24%), mostrando valores maiores para as

amostras TiO2 APPA P (1,56%), TiO2 MPA P (1,69%) e TiO2 APTMS P (2,65%). Isso

indica que para todas as amostras investigadas, a imobilizacdo do peptideo na

superficie do Ti foi bem sucedida. Considerando que no APPA e no APTMS nem todo

nitrogénio é proveniente dos peptideos, a amostra com MPA apresentou uma maior
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imobilizacdo das biomoléculas devido a provavel atracdo entre os grupos carboxilicos

livres da molécula de MPA e os grupos NH2 dos peptideos.

6.3.2 XPS dos filmes de ZnO bio-funcionalizados

Os espectros das amostras de ZnO e ZnO funcionalizado com APPA,
APTMS, MPA ou PEG mostraram a presenca dos elementos carbono (C) e nitrogénio
(N), introduzidos pelos peptideos DMP1. Além disso, foi possivel observar a presenca
de elementos como Na, Cl e P no espectro survey para todas as amostras. A presenca
destes elementos provém da solucédo de PBS na qual os peptideos foram diluidos.

A Figura 41 apresenta os espectros survey e alta resolucdo do C 1s, N 1s e
O 1s para a amostra ZnO P. A presenca dos peptideos derivados da DMP1 é
confirmada pelo pico do N 1s. Os peptideos podem se ligar a superficie do ZnO através

da interacao dos grupos -OH da superficie com 0s grupos amino do peptideo.
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Figura 41. Espectros de XPS para a amostra de ZnO e os peptideos da DMP1.
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As Figuras 42 e 43 apresentam os espectros de XPS para as amostras de

ZnO APPA e ZnO APTMS bio-funcionalizadas com os peptideos da DMP1,

respectivamente. A presenca de N 1s ndo comprova a imobilizacdo dos peptideos na

superficie destas amostras, uma vez que as mesmas contém nitrogénio em sua

estrutura. No entanto, comparando a porcentagem de nitrogénio antes e apés a bio-

funcionalizac&o, observa-se um aumento de 0,96% para 1,32% para a amostra ZnO

APPA P, e um aumento de 1,60% para 1,81% para a amostra ZnO APTMS P.

Indicando que esta variacdo pode ser devida a imobilizacdo dos peptideos sobre a

superficie

das amostras.
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Figura 42. Espectros de XPS para a amostra de ZnO funcionalizada com APPA e os

peptideos

da DMPL1.
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Figura 43. Espectros de XPS para a amostra de ZnO funcionalizada com APTMS e os
peptideos da DMP1.

As Figuras 44 e 45 mostram os espectros de XPS para as amostras ZnO
MPA P e ZnO PEG P, respectivamente. A presenca de nitrogénio nestas amostras
confirma a imobilizacdo dos peptideos derivados da DMP1. Analisando o espectro de N
1s para as amostras de ZnO, é possivel observar que nas amostras ZnO, ZnO MPA P e
ZnO PEG P ha apenas uma contribuicdo (C-N), enquanto que para as amostras ZnO
APPA P e ZnO APTMS P séo observadas duas contribuicdes. Além da presenca da
ligagdo C-N, sé&o observados os grupos NHs e NH4* para ZnO APPA P e ZnO APTMS
P, respectivamente. Isto ocorre pois ha a presenca do nitrogénio na estrutura das

moléculas de APPA e APTMS, e também na estrutura dos peptideos.
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Figura 44. Espectros de XPS para a amostra de ZnO funcionalizada com MPA e os

peptideos da DMP1.
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Figura 45. Espectros de XPS para a amostra de ZnO funcionalizada com PEG e os

peptideos da DMP1.

A porcentagem de nitrogénio presente nestas amostras é de 1,62%, 1,32%,

1,81%, 1,36% e 1,05% para as amostras ZnO, ZnO APPA P, ZnO APTMS P, ZnO MPA

P e ZnO PEG P. Portanto para os filmes de ZnO, diferentemente do TiO2, a amostra

gue apresentou melhor imobilizacdo dos peptideos baseado na concentracdo de

nitrogénio, foi a amostra ZnO P.
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6.3.3 Topografia e éangulo de contato das amostras bio-
funcionalizadas de TiO:

A topografia superficial das amostras bio-funcionalizadas sobre o TiO2 foi
analisada por AFM com area de 5x5 um (Figura 46). Os resultados mostraram que 0s
peptideos formaram estruturas aglomeradas em algumas regibes para as amostras
controle (Figuras 46 a e b), ndo apresentando uma boa adesdo. Uma camada uniforme
€ formada com a presenca dos espacadores, no entanto para o APPA, APTMS e PEG
(Figuras 46 c, d e e), observa-se uma aglomeracdo superficial. A formacdo de
agregados de peptideos é fortemente dependente de condicbes experimentais, tais
como pH, concentracédo e temperatura, podendo ocorrer devido a efeitos cooperativos,
forcas atrativas que levam a adsorcdo positiva cooperativa ou mudancas
conformacionais que sado dependentes da superficie e podem levar a efeitos
macroscopicamente observaveis (ENCISO; SCHUTTE; SITE, 2015; GSPONER;
VENDRUSCOLO, 2006). Os efeitos cooperativos aumentam a adsorcao de peptideos
mediada por peptideos ja adsorvidos, estando fortemente relacionado a agregacao na
superficie.

O fenébmeno de agregacao pode ser explicado pela formacao de oligdbmeros
a partir de peptideos pA e pB (HE et al., 2003, 2005). O ponto isoelétrico (pl) para pA e
pB sdo 3,52 e 3,41, respectivamente. Estes valores sdo mais baixos do que o pH da
solucdo tampédo de carbonato (9,2), no qual os peptideos foram mantidos para a
funcionalizac&o. Quando o pH da solucao € mais elevado do que o pl dos peptideos, os
peptideos tornam-se carregados negativamente e se agregam uns com 0S outros
formando os oligbmeros. A densidade de carga calculada para o peptideo pA é -3 e

para o pB é -4 em pH da solucdo tampao de carbonato (“Peptide Property Calculator”,
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2018). No caso das amostras controle, a superficie ndo € carregada, levando a uma
aglomeracao preferencial dos oligbmeros de peptideos sem um bom recobrimento
superficial ou adesdo. Para as amostras funcionalizadas com os espacadores MPA e
APPA, devido a atracdo entre os grupos funcionais dos espacadores e 0s peptideos,
houve um recobrimento mais homogéneo com boa adesdo. TiO2 APPA P e TiO2
APTMS P apresentaram algumas regides com estruturas aglomeradas que podem ser
devidas a forca de atracdo entre o peptideo carregado negativamente e o grupo amina
livre positivo do espacador, conduzindo a uma deposi¢cdo multicamadas em algumas

regioes.

Figura 46. Imagem de AFM para as superficies de Ti (a), TiO2z (b), TiO2 APPA (c), TiO2
APTMS (d), TiO2 MPA (e) e TiO2 PEG (f) funcionalizadas com os peptideos da proteina
DMPL1.
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A molhabilidade da superficie foi analisada pelo angulo de contato, porém as
superficies funcionalizadas com os peptideos da DMP1 foram extremamente
hidrofilicas, e néo foi possivel medir o angulo de contato da agua, como mostrado na
Figura 47. A Unica excecdo foi a amostra TiO2 APTMS P. Apesar da amostra ZnO
APTMS P ndo apresentar caracteristicas super-hidrofilicas, houve uma diminuicdo
significativa no angulo de contato da agua apés a imobilizacdo dos peptideos, de 73 (+
3)° para 44 (x 2)°.

O aumento da hidrofilicidade em funcdo da presenca dos peptideos da
DMP1 desempenha um papel importante no comportamento das células. As células
facilmente aderem e proliferam em superficies hidrofilicas imediatamente apos a

semeadura (ISHIZAKI; SAITO; TAKAI, 2010).

TiP TiO, P TiO, APPAP

TiO, APTMS P TiO, MPA P TiO, PEG P

L—ﬂ—g

Figura 47. Imagens de angulo de contato da agua para as amostras de TiO2 bio-
funcionalizadas
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6.3.4 Topografia e éangulo de contato das amostras bio-
funcionalizadas de ZnO
As amostras de ZnO bio-funcionalizadas foram analisadas por AFM (Figura
48). Diferentemente das amostras de TiOz, as amostras de ZnO foram analisadas em
areas de 1x1um. Por este motivo, ndo foi possivel observar os aglomerados sobre a
amostra de Ti P (Figura 48a), apenas os graos de Ti sdo visiveis neste aumento
empregado. Os resultados mostraram que os peptideos formaram estruturas densas e
aglomeradas para as amostras ZnO P, ZnO APTMS P e ZnO PEG P (Figura 48b, d e f).
A formacdo destas estruturas pode ser devido aos efeitos cooperativos entre o0s
peptideos, no qual os peptideos adsorvidos aumentam a adsor¢cdo de outros em
solucéo. Por outro lado, uma camada densa mais uniforme € formada com a presenca
dos espacadores APPA e MPA (Figura 48c e e). Nas amostras ZnO APPA P e ZnO
MPA P os peptideos aparentam estar homogeneamente distribuidos na superficie
devido a presenca dos grupos funcionais terminais -NH2 e -COOH, os quais se ligam

respectivamente aos grupos acido carboxilico e amino dos peptideos.
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Figura 48. Imagem de AFM para as superficies de Ti (a), ZnO (b), ZnO APPA (c), ZnO
APTMS (d), ZnO MPA (e) e ZnO PEG (f) funcionalizadas com os peptideos da proteina
DMPL1.

A molhabilidade da superficie foi analisada pelo dngulo de contato, porém
exatamente como observado para as amostras de TiO2, as superficies de ZnO
funcionalizadas com os peptideos da DMP1 foram extremamente hidrofilicas, e nao foi
possivel medir o angulo de contato da agua, como mostrado na Figura 49. Novamente,
a Unica excecdo foi a amostra ZnO APTMS P. A imobilizag&do dos peptideos ndo deixou

a superficie da amostra ZnO APTMS P com caracteristica super-hidrofilica, porém

diminuiu significativamente o angulo de contato de 89 (+4)° para 27 (£3)°.
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TiP ZnOP ZnO APPAP

ZnO APTMS P ZnO MPA P ZnO PEGP

Figura 49. Imagens de angulo de contato da agua para as amostras de ZnO bio-
funcionalizadas

6.4 Adesao e proliferacao celular

A adesdo celular é um pré-requisito critico para funcdes subsequentes tais como
proliferacéo e diferenciacdo celular. A adesdo das células hMSC-GFP caracterizadas
por microscopia confocal de fluorescéncia revelaram um maior crescimento nas
amostras revestidas com titanio, APPA, MPA e as biomoléculas para ambos os éxidos,
mostrando que os peptideos podem modular a afinidade celular e possivelmente a
diferenciacédo. Além disso, foi possivel observar que as células aderiram, se espalharam
e exibiram uma morfologia polarizada para as diferentes amostras (Figura 50). Os
filmes de ZnO revestidos com moléculas organicas e os peptideos exibiram uma
fluorescéncia vermelha. O ZnO apresenta uma emissao eficiente na regido do azul e do
UV proximo, e também pode apresentar luminescéncia na regido verde relacionado

com vacancias de oxigénio. As propriedades dpticas das nanoparticulas de ZnO podem
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ser modificadas dopando-os com elementos apropriados ou por conjugacdo de

moléculas organicas (WANG et al., 2009).

Titanio TiO, TiO, +APPA | TiO, + APTMS TiO, + MPA TiO, + PEG

Sem Peptideos

Peptideos

Titanio ZnO ZnO +APPA ZnO + APTMS ZnO +MPA Zn0O +PEG

Sem Peptideos

Peptideos

Figura 50. Microscopia de fluorescéncia confocal para células hMSC-GFP cultivadas
sobre as amostras durante sete dias.

Uma vez observado com a microscopia confocal de fluorescéncia que as
amostras funcionalizadas com APPA P e MPA P apresentaram maior adeséo celular,
realizaram-se 0s experimentos seguintes com esses grupos e as amostras controle (Ti,
TiO2 e ZnO) com e sem 0s peptideos.

O ensaio de proliferagéo foi realizado durante 1, 3 e 5 dias. Todas as amostras

mostraram crescimento celular com o passar do tempo (Figura 51), ndo foi observada
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citotoxicidade significativa para nenhuma amostra. Para a maioria dos grupos, com
excecdo do TiO2, observou-se que a adicdo de peptideos DMP1 aumentou o
crescimento celular, indicando que os peptideos modificam a quimica da superficie
modulando a afinidade e a proliferacdo celular. As amostras TiO2, TiO2 MPA P e ZnO
MPA P mostraram um crescimento celular elevado em comparacdo com 0s outros
grupos. O TiO2 é reconhecido por aumentar a biocompatibilidade de titanio (LOPEZ-
HUERTA et al.,, 2014; SANGEETHA et al., 2013), podendo ser a razdo para O
comportamento das hMSC-GFP. O MPA contém enxofre em um dos grupos funcionais,
0s grupos sulfénicos podem afetar o comportamento das células, estimulando a
adesdo, a proliferacdo celular e influenciando na reorganizacdo do citoesqueleto

(KOWALCZYNSKA; NOWAK-WYRZYKOWSKA, 2003).
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Figura 51. Ensaio de proliferacdo das células mesenquimais humanas por 1, 3 e 5 dias.
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6.5 Resposta osteoindutiva

A resposta osteoindutiva do material foi analisada a partir de testes de
nucleacdo in vitro e diferenciagcdo de células mesenquimais humanas, conforme

descrito a seguir.

6.5.1 Nucleacéao in vitro

A hidroxiapatita (HA) € reconhecida como um dos constituintes mais
importantes dos tecidos mineralizados (DUMONT et al., 2016). Em geral, a formacao de
HA é um indicador de atividade déssea para um material, melhorando a subsequente
osseointegracdo do mesmo. Os peptideos da DMP1 possuem sitios acidos favoraveis a
nucleacdo de HA, tal como acido glutamico, acido aspartico e serina, que estado
diretamente relacionados a mineralizacdo controlada pelas células (GAJJERAMAN et
al., 2007; GORSKI, 1991; PADOVANO et al., 2015). A fim de determinar a influéncia
dos peptideos da DMP1 na nucleacdo e morfologia dos cristais, testes de nucleacéo in
vitro foram realizados com alta concentracéo de calcio e fosfato.

As amostras analisadas foram o0s grupos controle e as amostras
funcionalizadas com MPA e APPA e os peptideos, uma vez que apresentaram maior
biocompatibilidade com hMSCs-GFP. A anéalise de MEV mostrou a presenca de cristais
em todas as amostras analisadas (Figura 52). Para o titanio observou-se um mineral
sélido com forma nado especifica e de tamanho maior. Ao comparar a amostra de titanio
com o titdnio funcionalizado com peptideos, observa-se uma diferenca tanto no
tamanho do mineral como na forma, o mineral € menor e com forma lamelar. Para TiO2
e ZnO com e sem o0s peptideos ndo sdo observadas alteracdes significativas. No

entanto, as amostras funcionalizadas apresentaram minerais de tamanho menor com
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morfologia do tipo agulha ou no formato de placas. Estes resultados indicam que os
peptideos derivados da DMP1 podem estabilizar os ions fosfato de célcio induzindo a
formacdo de minerais menores com morfologia definida. Além disso, a razdo molar
Ca/P calculada para os substratos de Ti CP4 modificados com TiO2 ou ZnO, as
moléculas espacadoras e os peptideos foi mais préxima da razdo atbmica ideal de 1,6
em HA pura conforme apresentado na Tabela 4. Outra forma possivel para os cristais
de apatita formados seria do fosfato de octacalcio (Cas(HPO4)2(PQOa4)4-5H20), que é um
intermediario para formacdo de HA e apresenta minerais com formato de placas de
razdo molar Ca/P de 1,33 (CANILLAS, et al., 2017). Mesmo sob condi¢cbes ideais de
precipitacdo com HA, os precipitados sao geralmente ndo estequiométricos, sugerindo
a formacéao de apatitas deficientes em calcio (WANG, NANCOLLAS, 2008). Semelhante
a hidroxiapatita, o fosfato de octacalcio tem papel importante na formacéo in vivo de
biominerais apatiticos, participando da fase inicial de formacdo do esmalte e do 0sso
(ELIAZ, METOKI, 2017).

Tabela 4. Razdo atdmica de Ca/P analisada por EDS.

Amostra Cal/P

TiP 3,70 (+0,01)
TiO2 P 2,98 (+0,07)
TiO2APPA P 1,31 (x0,05)
TiO2 MPA P 1,43 (+0,06)
ZnOP 1,02 (+0,03)
Zn0O APPA P 1,25 (x0,03)
ZnO MPA P 1,30 (+0,02)
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Padovano et al. mostra que a propor¢cao 1:4 da mistura de peptideo pA e pB
foi bem sucedida na nucleacdo de hidroxiapatita (HA) conduzindo a uma relacdo Ca/P
proxima da razdo atbmica ideal de 1,6 para a hidroxiapatita pura (PADOVANO et al.,
2015). Os residuos acidos D e E apresentados nos peptideos podem complexar os ions
Ca?* (ALVARES, 2014; GORSKI,1992). Os minerais de fosfato de célcio sdo formados
quando expostos aos ions POs* na superficie das amostras, resultando em uma
morfologia preferencial.

Um esquema do processo de nucleacdo da hidroxiapatita ou do fosfato de
octacalcio na presenca dos peptideos derivados da proteina DMP1 é apresentado na
Figura 53. No estagio inicial formam-se regibes de nucleacdo de calcio e fésforo em
solucdo. Como a superficie apresenta uma densidade de carga negativa, ela atrai ions
Ca*? dos aglomerados em solugéo, iniciando a nucleacdo (passo 2). A deposicéo de
aglomerados pré-nucleados conduz a uma subsequente transformacédo para fosfato de
calcio amorfo, como mostrado no passo 3. Em seguida, no ultimo passo, o cristal cresce
espontaneamente consumindo os ions de calcio, fosfato e hidréxido da solucéo
circundante cristalizando em forma de hidroxiapatita ou fosfato de octacalcio com uma
morfologia preferencial do tipo agulha ou placas (COLFEN, 2010; GAJJERAMAN et al.,

2007).
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Figura 52. Microscopia eletrénica de varredura dos cristais de fosfato de caélcio
formados sobre as diferentes superficies analisadas.
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Figura 53. Diagrama esquematico para o mecanismo de crescimento dos cristais de
fosfato de célcio.
6.5.2 Diferenciacdo osteogénica

Fatores de crescimento como TGF-R33, proteinas morfogenéticas 6ésseas,
fatores de crescimento de fibroblastos tém sido utilizados para a expresséo de hMSCs,
a fim de aumentar sua proliferacdo e diferenciagcdo. No entanto, se a proliferacdo e
diferenciacdo de hMSC pudesse ser conduzida por modificagcbes de substrato
especificas, ao invés de ocorrer pela adicdo de estimulos bioldgicos, seria uma escolha
mais atraente para aplicacbes biomédicas. A quimica superficial é determinante nas
interacbes célula-material e na regulacdo celular, podendo dominar o processo
bioldgico celular modulando a resposta das células. Alguns trabalhos mostraram maior
aderéncia celular, crescimento e diferenciacdo dependendo do grupo quimico na
superficie do biomaterial.

O ensaio de diferenciacdo das células hMSCs foi analisado por quantificacéo
da expressdo génica de diferentes genes especificos do o0sso. A analise quantitativa
dos niveis de mMRNA foi realizada pelo método PCR em tempo real durante o periodo
de sete dias. Os genes marcadores analisados incluem fosfatase alcalina (ALP),
colageno alfa-1 de tipo 1 (Collal), osteopontina (OPN), osteocalcina (OCN), fator de

transcricdo relacionado ao runt 2 (Runx2) e sialoproteina 6ssea (BSP). Os genes
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marcadores para osteoblastos foram regulados positivamente na presenca dos
peptideos (Figura 54 e 55), indicando que as biomoléculas apresentaram uma
influéncia positiva sobre a diferenciacdo osteogénica das hMSCs.

Com base nos resultados de QRT-PCR, a ALP foi regulada positivamente em
mais de 10,2 para as amostras funcionalizadas com peptideos da DMP1. A ALP é uma
proteina que se liga ao calcio e fosfato e uma enzima da osteogénese que muitas vezes
se apresenta em niveis elevados de expressao em osteoblastos (RUAN et al., 2016). O
gene Collal mostrou um valor aumentado para a amostra de Ti P para ambos os filmes
de 6xidos analisados. Contudo, nas amostras TiO2 P, TiO2 APPA P, TiO2 MPA P, ZnO
P e ZnO APPA P o gene Collal também se mostrou positivamente regulado. O Collal
€ a proteina mais abundante da matriz 6ssea extracelular e pode ser considerada como
um marcador inicial para a diferenciacao osteogénica (SHI et al., 2017).

O OPN é um marcador importante de remodelacdo 6Ossea, mas nao é
identificado como uma proteina especifica do 0sso, uma vez que é expresso em outros
tipos de tecidos. Em contraste, OCN é o gene mais especifico para a mineralizagdo nos
estagios posteriores da diferenciacdo osteogénica (ZHENG et al., 2014). OPN e OCN
mostraram um aumento significativo na amostra de TiO2 MPA P e ZnO APPA P,
indicando a inducéo rapida da diferenciacdo celular. Runx2 mostrou uma regulagéo
positiva significativa quando as hMSCs foram cultivadas nas amostras TiO2 P, TiO2
MPA P e ZnO APPA P. Runx2 é o principal gene de comutacdo osteogénica para
diferenciagdo osteoblastica (BEDI; ZANELLO; YAN, 2009). A BSP é uma proteina
estrutural especificamente expressa por osteoblastos totalmente diferenciados. As
amostras TiO2 P, TiO2 MPA P, ZnO P e ZnO APPA P mostraram valores de expressao

aumentados para o gene BSP, indicando que os peptideos da DMP1 desempenham
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um papel crucial na diferenciacdo osteogénica das hMSCs. Portanto, os resultados
QRT-PCR confirmaram que a diferenciacdo osteogénica foi significativamente
aumentada pelos peptideos da DMP1.

Em geral, para os filmes de TiO2 a amostra TiO2 MPA P apresentou maior
diferenciacdo das células para os genes analisados, porém para os filmes de ZnO este
resultado foi observado para a amostra ZnO APPA P, uma vez que a amostra ZnO MPA
P apresentou baixos indices de diferenciacdo. Este fato pode estar relacionado as
diferentes propriedades fisico-quimicas entre os filmes de TiO2 e ZnO funcionalizados
com MPA e peptideos da DMP1, uma vez que as atividades celulares que sao
principalmente influenciadas por propriedades do material sdo adesao, espalhamento,
migracdo, proliferacdo e diferenciacdo (VENTRE; CAUSA; NETTI, 2012). Nesse
sentido, a diferenca observada entre as amostras esta centrada no fato das células
exibirem comportamentos muito diferentes dependendo da elasticidade, rugosidade e
molhabilidade do substrato em que estdo ancoradas (SANZ-HERRERA; REINA-ROMO,

2011).
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Figura 55. Expressdo génica em meio osteogénico para as amostras de ZnO bio-

funcionalizadas.
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6.6 Propriedades eletroquimicas e mecanicas

As amostras com filmes de TiO2 e ZnO funcionalizadas com APPA, MPA e
0s peptideos derivados da proteina DMP1 foram submetidas a testes eletroquimicos de
corrosdo. Por fim, as amostras Ti P, TiO2 P, TiO2 APPA P e TiO2 MPA P foram

analisadas em ensaios de tribocorroséo, cujos resultado sdo descritos a seguir.

6.6.1 Ensaios de corrosdo para as amostras de TiO2 bio-
funcionalizadas

O titanio e suas ligas sdo materiais biocompativeis e resistentes a corrosao
devido a formacdo de uma fina camada de Oxido nativo (TiO2). No entanto, esta
camada protetora pode ser destruida na presenca de substancias corrosivas e/ou
desgaste da area implantada, uma vez que os implantes, dependendo da aplicacao,
estdo em contato com saliva, fluidos corporais e sujeitos a variacbes de pH e
temperatura, que podem influenciar na degradacdo do material. Como resultado, a
liberacdo de ions metdlicos e particulas de 6xido para o ambiente biolégico devido a
degradacdo tem um potencial toxico para os tecidos humanos e, consequentemente,
pode induzir a inflamacgdes cronicas, perda O0ssea e até mesmo perda do implante
(RUNA et al., 2015).

A eficacia da adeséo dos filmes de Oxidos metalicos sobre o Ti CP4, das
moléculas organicas e dos peptideos, foi investigada a fim de compreender melhor os
processos de corrosdo e desgaste nos materiais com aplicagdo em implantes
ortopédicos ou dentarios.

A fim de analisar as propriedades de resisténcia a corrosdo das interfaces,

foram realizados testes nos grupos controle e nas amostras de didéxido de titanio e
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oxido de zinco funcionalizadas com os peptideos, uma vez que estas apresentaram
melhores resultados para a proliferacédo e diferenciacéo celular.

Para as amostras de TiOz2, o potencial de circuito aberto (OCP) versus tempo
de exposicéo, é mostrado na Figura 56a. Apés um aumento inicial este se torna estavel
em aproximadamente 1000 s, indicando que nenhuma alteracéo significativa ocorre na
superficie sob estas condi¢cdes de exposicdo. O elevado potencial do TiO2 indica que
esta amostra apresenta maior resisténcia a corrosdo quando comparada as demais. No
entanto, as amostras funcionalizadas com APPA, MPA e os peptideos também
apresentaram uma boa resisténcia a corrosdo (-0,04V e -0,06V, respectivamente),
melhor do que a amostra de titanio ndo tratada. As biomoléculas fornecem uma barreira
de protecao isolando o substrato do ambiente e prevenindo ions de se aproximar da
superficie, porém a superficie apresenta imperfeicdes, defeitos, que podem levar a
degradacdo do material organico através da difusdo de agua pelo filme, determinando
os danos subsequentes da corrosédo (KELLY et al., 2002; WOOD R. J. K., 2010).

Os resultados da Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS) sdo
mostrados como um grafico de Nyquist, que exibe a impedancia imaginaria (-Im (2),
(Ohm cm?) versus a componente impedancia real (Re (Z), Ohm cm?). A Figura 56b
mostra que as amostras Ti e Ti P apresentaram semicirculos incompletos, indicando

uma resposta capacitiva e maior tendéncia a corrosdo. Por outro lado, as amostras

(O

TiO2, TiO2 P, TiO2 APPA P e TiO2 MPA P apresentam um semicirculo e o diametro
mais largo para TiO2 do que para as outras amostras, indicando que a resisténcia a
corrosédo para TiOz é superior devido a camada protetora formada.

Os resultados de Bode representado pelo modulo de Z em fungcdo da

frequéncia (Figura 56¢) mostra que a amostra de Ti atinge 3,1 x 10° Q cm? em baixa
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frequéncia, enquanto o moédulo de Z para as amostras funcionalizadas foi maior, cerca
de 6,5 x 10° Q cm?, indicando que as amostras funcionalizadas com os espacadores e
0s peptideos derivados da DMP1 apresentam melhor resisténcia a corrosao,
corroborando com os resultados obtidos na Figura 56b.

Os angulos de fase observados na Figura 56d mostram regifes de alta e
baixa frequéncia. Essas regides indicam 0s processos de cinéticos de corrosao que
ocorrem na superficie oxido/eletrdlito e na interface das camadas substrato/superficie
(SRINIVASAN; SHIN; RAJENDRAN, 2015). Um aumento dos valores de angulo de fase
para a regido de maior frequéncia no caso de TiOz, TiO2P, TiO2 APPA P e TiO2 MPA P
também indica uma maior resisténcia a corrosao.

As curvas de polarizacdo obtidas para as superficies bio-funcionalizadas séo
mostradas na Figura 56e. O comportamento eletroquimico foi analisado pela estimativa
dos valores da densidade de corrente de corroséo (lcor) € do potencial de corroséo
(Ecorr). Estes foram determinados através da extrapolacdo de Tafel (Figura 56f). Os
resultados indicaram que a bio-funcionalizacdo teve uma influéncia significativa sobre
os valores de Ecorr € lcorr, 0 que resultou na diminuicao do lcor € na variagado dos valores
Ecor para potenciais mais nobres. O Ecor para a amostra de Ti aumentou de -0,637 V
para aproximadamente -0,015 V para TiOz2, -0,050 V para TiO2 APPA P e -0,120 V para
TiO2 MPA P. Esta variagdo do Ecor para potenciais mais nobres é resultado da
presenca do filme cristalino de TiO:2 rutilo de aproximadamente 500 nm, que fornece
maior estabilidade eletroquimica em relacdo a fina camada de oOxido nativo amorfo

formada sobre o Ti puro.
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Figura 56. Resultados dos testes de corrosao: OCP (a), EIS Nyquist (b), EIS Bode (c),
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O Ilcor € um paréametro importante para avaliar a cinética de reacdo da
corroséo, pois indica diretamente a taxa de corrosdo através da Lei de Faraday. Assim,
uma menor densidade de corrente implica em uma menor taxa de corrosédo (FU et al.,
2015). Em geral, os dados mostraram que a bio-funcionalizacdo da superficie levou a
uma diminuicdo da densidade de corrente. No entanto, as amostras TiO2 APPA P e
TiO2 MPA P apresentaram valores elevados de lcorr quando comparados ao TiOz. Isto é
devido a presenca de biomoléculas, que podem influenciar a cinética da corrosao.
Porém, ainda ndo esta claro se as biomoléculas inibem ou aceleram as reacfes
eletroquimicas. E provavel que diferentes combinacdes entre biomoléculas e metais
apresentem diferentes efeitos (ROYHMAN et al., 2014; YAN et al., 2006). No geral, os
resultados mostraram um potencial eletroquimico mais nobre e uma menor taxa de
corrosdo para as amostras de Ti bio-funcionalizadas.

Modelos de circuitos equivalentes foram utilizados para analisar os dados de
impedancia (EIS), estimando a resisténcia total do circuito (Rt) e a capacitancia total do
circuito (Ct) das amostras analisadas. No modelo de circuito, o elemento de fase
constante (CPE) foi utilizado ao invés de capacitores ideais, devido ao comportamento
nado-linear observado nos graficos de Nyquist e Bode. Os modelos de circuito
equivalente para cada amostra sdo mostrados na Figura 57.

A resisténcia da solucao eletrolitica (Rs) foi considerada para todos os
sistemas. Para o titanio puro (Figura 57a), considerou-se a resisténcia da solugéo
eletrolitica (Rs) e a presenca de uma camada de Oxido nativo amorfo, ilustrada pela
resisténcia da camada amorfa, R e capacitancia C, que atua como uma barreira entre o
ambiente e o metal. A adicdo dos peptideos na amostra de Ti P levou a uma

modelagem de circuito com duas constantes de tempo, além da Rs (Figura 57b): uma
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constante de tempo é referente ao filme de éxido nativo amorfo e a segunda constante
de tempo esta relacionada ao peptideo no topo da camada passiva, representada pela
resisténcia a camada porosa, R1 e capacitancia C1. A modelagem dos circuitos para o
filme cristalino de TiO2 rutilo considerou duas interfaces no filme de TiO2 devido ao
método de deposicdo, que consistiu na deposicdo de trés camadas com um pré-
tratamento térmico entre elas. Portanto, a camada de TiOz rutilo foi representada pelas
resisténcias, Rs, R, R3 e R4; e capacitancias C, C3 e C4 (Figura 57c). O modelo de
circuito para a amostra de TiO2 P consistiu na adicdo de um elemento no topo da
camada de rutilo, referente aos peptideos. Assim, a amostra TiOz2 P foi representada
pelas resisténcias, Rs, R1, R, R3 e R4; e capacitancias C1, C, C3 e C4 (Figura 57d). A
adicdo das moléculas organicas APPA ou MPA levou a insercdo de outro elemento,
entre a camada de 6xido rutilo e os peptideos. Desta forma, as amostras de TiO2 APPA
P e TiO2 MPA P foram representadas pelas resisténcias, Rs, R1, R2, R, R3 e R4 e
capacitancias C1, C2, C, C3 e C4 (Figura 57e).

A Tabela 5 exibe os valores da resisténcia total, capacitancia total e do ajuste
¥?. Os parametros indicam que a resisténcia total para as amostras bio-funcionalizadas
€ maior quando comparada ao Ti puro. Isso denota a presenca de uma camada mais
protetora para as amostras bio-funcionalizadas. Além disso, existe uma diminui¢éo
significativa nos valores de capacitancia para as amostras TiO2, TiO2 P, TiO2 APPA P e
TiO2 MPA P. Isso pode ser atribuido a presenca do filme de diéxido de titanio rutilo,
indicando uma estabilidade a longo prazo para este filme (DOLATA; KEDZIERZAWSKI;

AUGUSTYNSKI, 1996).
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Tabela 5. Parametros obtidos a partir da modelagem dos circuitos
equivalentes dos dados de EIS para resisténcia total (Rt), capacitancia total (Ct) e valor
de x? referente ao melhor ajuste alcancado.

Amostra Rt (Q) Ct (F) N
Ti 5,25 x 10*4 (+8,53x 10*4) 8,19 x 105 (+5,05x 106) 6,99 x 10 (+1,29 x 10-%)
TiP 3,83 x 10** (#1,49x 10*%) 1,08 x 10" (+2,19x 10%) 8,44 x 10* ( 3,57 x 10
TiO> 3,16 x 10*6 (+7,05x 10*5) 1,42 x 108 (+8,47x 10°) 1,42 x 103 (+ 5,50 x 10%)
TiO2 P 3,56 x 10*6 (+2,61x 10*¢) 6,66 x 108 (+3,22x 108) 9,49 x 103 (+6.90 x 103)
TiO2 APPAP 7,00 x 10*5 (+1,92x 10"5) 7,95 x 10 (+6,63x 10°) 6,54 x 10" (1,86 x 10
TiO2 MPAP  9,03x 10*5 (#8,67x 103) 4,46 x 108 (+9,87x 10 9,34 x 10 (+1,45x 10%)
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5.6.2 Ensaios de corrosdo para as amostras de ZnO bio-
funcionalizadas
Avaliar o comportamento eletroquimico das amostras bio-funcionalizadas de
ZnO em ambiente que se assemelhe ao biologico € de extrema importancia para uma
melhor compreensédo do desempenho do implante. A Figura 58 mostra o potencial de
circuito aberto (Eocp) em funcdo do tempo para as amostras de Ti, Ti P, ZnO, ZnO P,
ZnO APPA P e ZnO MPA P em eletrdlito PBS. A estabilidade do Eocr com o tempo é
uma indicacdo de que ndo ha mudanca significativa na superficie das amostras sob
estas condicGes de exposicdo. Em geral, quanto maior o Eocp, menor € a tendéncia a
corrosdo (CVIJOVIC-ALAGIC et al., 2011). Verifica-se claramente que os filmes de ZnO
aumentaram significativamente o valor de Eocp, sugerindo uma maior resisténcia a
corrosdo quando comparado ao Ti puro (-0,567 V). Em particular, as amostras de ZnO
bio-funcionalizadas ZnO P e ZnO MPA P apresentaram maior Eocp (-0,119 V e -0,130
V) com relagdo ao ZnO (-0,225 V). A amostra ZnO APPA P, por sua vez, apresentou
um pequeno aumento para -0,216 V no valor do Eocp com relacdo a amostra ZnO. Por
outro lado, a deposicdo dos peptideos sobre a amostra de Ti elevou consideravelmente
0 Eocp para -0,174 V, indicando que os peptideos contribuem efetivamente para uma

melhora na resisténcia a corrosao.
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O grafico Bode representado pelo modulo da impedancia (Z) em funcdo da
frequéncia na Figura 59a mostra que a amostra de Ti apresenta um valor de Z <10* Q
cm? em baixas frequéncias, enquanto que para outras amostras o valor é >10°% Q cm?
nas mesmas frequéncias, indicando que as amostras contendo ZnO e as amostras bio-
funcionalizadas apresentam maior resisténcia a corrosdo (SRINIVASAN; SHIN;
RAJENDRAN, 2015). No entanto, em frequéncias mais altas para a amostra ZnO, a
resposta indica uma possivel quebra da camada de 6xido (KELLY et al., 2002), a qual
pode ser relacionada a defeitos superficiais, como regides nao revestidas ou
rachaduras. Por outro lado, as amostras de ZnO bio-funcionalizadas exibem um
comportamento associado a uma camada intacta (HACK; SCULLY, 1991). Além disso,

a presenca dos peptideos pode evitar a penetragdo de ions do eletrdlito PBS,
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diminuindo a transferéncia de carga na interface ZnO/substrato e reduzindo assim a
cinética de reacdo para Ti**(aq) ou Ti*(aq).

A Figura 59b apresenta os dados do angulo de fase para as amostras
controle e de ZnO bio-funcionalizadas. Como dito anteriormente, o angulo de fase pode
ser classificado em regides de alta e baixa frequéncia, as quais indicam 0s processos
cinéticos de corrosdo que ocorrem na superficie oxido/eletrolito e na interface das
camadas substrato/superficie. Na regido de média frequéncia o angulo de fase e a
frequéncia mostram uma resposta linear para o Ti, com angulo de fase préximo de 60°,
0 que corresponde ao comportamento capacitivo da interface eletrodo/eletrdlito
(ZHANG et al., 2016). A diminuicdo do angulo de fase e a mudanca na posi¢ao do pico
em torno de 10! Hz confirma a quebra da camada ZnO. Porém, as amostras de ZnO
bio-funcionalizadas mostram um ponto de ruptura em frequéncias mais altas (>10? Hz)

guando comparado a amostra ZnO, indicando aumento resisténcia a ruptura do oxido.
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Figura 59. Gréficos de impedancia por Bode (a) e angulo de fase (b) para as amostras
de ZnO bio-funcionalizadas.
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Com base no comportamento da impedancia (EIS), circuitos equivalentes
foram propostos, como mostrado na Figura 60. Um elemento de fase constante (CPE)
foi usado ao invés de um capacitor puro devido ao comportamento néo ideal associado
as condicBes experimentais. A impedancia do CPE (Zcre) é definida como Zcre = [Zo
(jw)"T1, onde Zo é a constante do CPE (Q! cm2 s"), w é a frequéncia angular (rad s), j
€ 0 numero imaginario e n € o exponente de CPE (ZHANG et al., 2016). A resisténcia
da solucéo eletrolitica € representada por Rs, que apresenta um valor pequeno e
semelhante em todos os testes de EIS. O circuito equivalente das amostras Ti e Ti P
(Figura 60a) séo representados por um modelo de Randle com CPE (DUCHEYNE et
al., 2011). O arranjo de dois CPE em cascata para as amostras ZnO, ZnO P, ZnO
APPA P e ZnO MPA P (Figura 60b) sao representados por uma camada interna (Rp e
CPE1) e uma camada porosa externa (Rpore € CPE2). As notacdes Rp € Rpore S80
referentes as resisténcias da barreira interna e camadas externas porosas,

respectivamente.

CPE: Rs

Rpore CPE:1

Figura 60. Circuito equivalente com uma constante de tempo para Ti e Ti P (a). Um
circuito equivalente com duas constantes de tempo é apresentado para ZnO, ZnO P,
ZnO APPA P e ZnO MPA P (b).

A Tabela 6 mostra os parametros eletroquimicos obtidos a partir dos modelos

de circuito equivalente para os dados de EIS. O parametro Rp € frequentemente usado

para avaliar a resisténcia a corrosdo do eletrodo de trabalho, uma vez que inclui as
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contribuicbes das resisténcias de transferéncia de carga, resisténcia ao filme fino do
oxido e a migracdo de defeitos pontuais mediada pela dissolu¢do do metal (KRAWIEC
et al., 2013). Comparando os valores de Rpore € Rp, Observa-se que a resisténcia da
camada porosa externa (Rpore) € menor que a resisténcia da camada de barreira interna
(Rp). Isso indica uma maior resisténcia a corrosdo fornecida pela Rp. Para as amostras
bio-funcionalizadas os valores de Rp encontrados sédo aproximadamente trés ordens de
grandeza superiores quando comparados com a amostra de Ti. Portanto, a bio-
funcionalizacdo da superficie pode inibir a transferéncia de carga na interface
substrato/eletrélito e reduzir a liberacdo de ions metalicos, consequentemente
aumentando a resisténcia a corrosédo (ZHANG et al., 2016). O ajuste encontrado (x?) foi

da ordem de 103 corroborando com a qualidade do circuito equivalente proposto.

Tabela 6. Parametros eletroquimicos extraidos dos dados de impedancia para as
amostras de controle e de ZnO bio-funcionalizadas.

Amostra Pardmetros
Fs Fp CPE1 ] Fopore CPE: f} 1
{Qem?) (Qem?) (@l 8% emd) {Qem?) (! St em?)
- 219 4.14x10° 4.64x10 0.348 3.79x107
1 - - -
(= 2.64) (=340 (=0.32) (= 0.05) (= 0.08)
Tip 204 Loox 10t 311x107 0.944 - 316x 104
i - -
(=5.78) (= 184) (=025 (= 0.07) =079
205 1.01x10% 2.48x10° 0.724 1.26x10° 3.43x107 0.767 7.90x10°%
Zn0
(= 8.33) (= 124) (043 (=0.24) (+ 3.06) (£ 0.54) (=0.200 (£ 0.15)
7007 30.1 405 x 107 119 x 107 0.757 1.56 = 10! 2.66 107 0.990 6.62x 104
n
(=4.31) (=147 (=0.18) (= 0.0m (=2.43) (=0.31) (= 0.08) (=0.14)
252 1.00 x 10¢ 1.40 x 107 0.703 2.01 x 10 263 x 104 0.993 746 % 107
ZnQ APPAF
(= 4.44) (=439 (= 0.830) (= 0.04) (=2.91) (= 0.33) (=0.03) (= 0.65)
230 164x10° 874x10% 0.926 159 x 10° 293x 107 0.800 388 x 104
ZnO MPAP

(489)  (£209) (£0.17) (£0.05) (=478 (£ 0.66) (008  (£0.07)
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A corrosédo foi analisada pela densidade da corrente de corrosao (lcor) €
potencial de corroséo (Ecorr), que foram estimados usando a extrapolacdo Tafel a partir
de dados de polarizacdo potenciodinamica. Os parametros eletroquimicos
correspondentes estdo resumidos na Figura 61. Comparado ao Ti puro, 0s potenciais
de corrosdo das amostras bio-funcionalizadas apresentaram um valor mais positivo,
indicando uma diminuicdo da dissolucéo de Ti causada pela natureza protetora do filme
fino de ZnO e dos peptideos da DMP1. O potencial Ecorr diminuiu de -0,63 V para Ti
puro, para -0,50 V, -0,44 V, -0,49 V, -0,47 V, -0,46 V, para Ti P, ZnO, ZnO P, ZnO MPA
P, e ZnO APPA P, respectivamente.

Além disso, valores mais baixos sdo observados para a densidade da
corrente de corroséo (lcor) Nas amostras bio-funcionalizadas, com exce¢do da amostra
ZnO MPA P. A bio-funcionalizacédo diminuiu os valores de Icorr de 2,0 x 10® A/lcm? para
o Ti, para 1,8 x 10® A/cm?, 2,2 x 10 A/cm?, 2,0 x 10°® A/cm?, 9,0 x 10”7 A/cm? para as
amostras Ti P, ZnO, ZnO P e ZnO APPA P, respectivamente. Isto pode ocorrer pois 0s
peptideos proporcionam uma melhor protecdo de barreira, evitando a corrosdo. No
entanto, o valor lcor para a amostra de ZnO MPA P (3,0 x 10® A/cm?) é superior a do Ti
puro. O valor encontrado pode estar relacionado com a maior molhabilidade da amostra
ZnO MPA P. Para valores de angulo de contato mais baixo, o material pode absorver
mais moléculas de agua aumentando as taxas de corrosdo e degradacao (Liu. et al,

2014).
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Figura 61. Potencial de corroséo (Ecorr) € taxa de corroséo (lcor) para as amostras de
ZnO bio-funcionalizadas.

Portanto, os resultados eletroquimicos indicaram que as amostras de Ti
modificadas com ZnO e os peptideos da DMP1 mudaram, em sua maioria, o valor de
Eocp para potenciais mais nobres, diminuiram a densidade da corrente de corrosédo e
melhoraram a resisténcia do material, aumentando significativamente a resisténcia a

corrosao do Ti puro.

6.6.3 Tribocorroséao
Os testes de tribocorrosdo foram realizados em condi¢cdes de potencial
aberto em funcédo do tempo, Figura 62a. Para as amostras Ti e TiP, uma queda no
potencial de aproximadamente 0,8 V em 1220 s pode ser observada quando a bola de
alumina (contra corpo) inicia o deslizamento sobre a superficie. Isso indica que a
natureza eletroquimica das amostras Ti e Ti P sob estimulos mecanicos € inferior, e
pode estar relacionada ao maior nivel de degradacdo em suas superficies. O potencial

permanece baixo durante todo o processo de deslizamento, entre -0,9 V a -0,7 V, com
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algumas oscilacbes que sdo normalmente atribuidas aos eventos de
despassivacao/repassivacao.

A amostra de TiO2z apresentou algumas interferéncias de campo magnético,
como mostrado nos espectros. No entanto, é claro que o potencial foi maior para TiO2
P. Além disso, a funcionalizacdo com o 6xido, a molécula organica e a biomolécula nas
amostras TiO2 APPA P e TiO2 MPA P melhorou significativamente o desempenho do
metal. O potencial € muito maior para essas amostras, apresentando uma queda de
potencial em torno de 0,05V, indicando uma protecdo da superficie fornecida pelos
materiais organicos.

No interior do corpo humano, as reacdes triboquimicas nas juncées de metal
sobre metal (MoM) resultam na formacdo de uma tribocamada nas ligas de CoCrMo.
Esta tribocamada € composta por produtos triboquimicos e proteinas provenientes do
liquido sinovial (MATHEW et al., 2014). Esta tribocamada natural é capaz de melhorar o
desempenho do implante MoM diminuindo a perda de massa total e reduzindo a
corrosdo. As amostras contendo 0s grupos organicos e os peptideos (TiO2 APPA P e
TiO2 MPA P) podem mimetizar a formagdo de uma tribocamada, aumentando a
resisténcia a corrosdo com menor perda de massa. Desta forma, a presenca de
peptideos DMP1 afeta a estabilidade do material durante a tribocorrosao. Os peptideos
aderidos a superficie podem apresentar caracteristicas lubrificantes, protegendo a
superficie do biomaterial (MATHEW; JACOBS; WIMMER, 2012; QUIRAM et al., 2016).
Além disso, os peptideos podem aumentar a dureza e a for¢a da superficie, resultando
em uma diminuicdo da taxa de desgaste (WANG et al., 2016a, 2016c).

O coeficiente de atrito (COF) foi outro fator analisado durante o deslizamento.

Cada uma das curvas, Figura 62b, mostra que ao iniciar o deslizamento o coeficiente
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de atrito aumentou. Isto ocorre porque neste momento a forca do atrito estatico é
superada entre as duas superficies de contato, iniciando novamente o0 movimento
relativo do contra-corpo (esfera de alumina) na superficie. Conforme as superficies de
contato sdo deformadas o coeficiente de atrito diminui a medida que alcanca um ponto
em que é aproximadamente constante e estavel. A presenca de moléculas organicas e
peptideos na superficie resultou em uma diminuicéo significativa do COF, com excec¢ao
da amostra de TiO2 MPA P. A diminuigdo do COF em torno de 12 min, para a amostra
de MPA P, pode sugerir gue o COF depende das condi¢cBes de contato e da natureza
da molécula organica que forma o complexo lubrificante. Desta forma, uma queda no
COF pode ocorrer por variacbes na distribuicdo da tensdo de cisalhamento e na

microestrutura da superficie (WANG et al., 2016c).
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Figura 62. Evolucdo do potencial de circuito aberto com o tempo (a) e coeficiente de

atrito (b) medidos durante ensaios de tribocorrosdo para as amostras analisadas.

As amostras contendo a marca de desgaste foram analisadas por

microscopia optica confocal (Figura 63). E possivel verificar que os grupos Ti e Ti P
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foram os que apresentaram maior perda de massa, exibindo um desgaste no formato
circular compativel com a esfera de alumina. As amostras revestidas com TiO2 nao
apresentaram um desgaste de formato circular (pouco dano na superficie), indicando
uma maior protecao. As diferencas entre o 0xido nativo amorfo das amostras de Ti e o
oxido de rutilo cristalino € uma possivel explicacdo para essa diferenca de
comportamento entre as amostras. A fase cristalina rutilo esta associada a um aumento
na dureza do material de até 17 GPa (ALVES et al., 2013).

A presenca dos peptideos da DMP1 nao apresentou diferencas significativas
com relacdo a perda de massa nas amostras de TiOz P, TiO2 APPA P e TiO2 MPA P,
fornecendo uma boa protecédo a superficie. Porém no caso da amostra Ti P, houve um
aumento do desgaste quando comparado com a amostra Ti. Isso pode ser devido ao
fato das biomoléculas, no pH 7,4 do eletrélito, apresentarem cargas negativas. Neste
pH a densidade da carga para o peptideo pA € -2 e para o peptideo pB é -3 (“Peptide
Property Calculator”, 2018). A densidade de carga negativa dos peptideos atrai os ions
metélicos positivos e os transporta longe da superficie do implante. Desse modo, pode
ocorrer uma interacdo entre os peptideos e os ions metalicos, aumentando a taxa de
dissolucéo e evitando a formacgéo da tribocamada (SIN; HU; EMAMI, 2013). No caso
das amostras modificadas com o 6xido, além da taxa de corrosdo ser menor para a
camada passiva, pode ocorrer a formacao de complexos entre os peptideos e os ions,

0S quais se depositam na superficie, protegendo a mesma.
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Figura 63. Andlise da marca de desgaste ap0s tribocorrosdo das amostras de Ti (a), Ti

P (b), TiO2 (c), TiO2 P (d), TiO2 APPA P (e) e TiO2 MPA P (f).
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Os possiveis mecanismos de tribocorrosdo que ocorrem nas superficies das
amostras nao funcionalizados e naquelas bio-funcionalizadas sdo mostrados na Figura
65. As amostras de titanio possuem uma camada de 6xido amorfo nativo. No entanto,
durante a tribocorrosdo, esta camada de Oxido € desgastada devido a sua baixa
espessura (menos de 12-15 nm) e auséncia de cristalinidade (TRINO et al., 2018). Sem
a camada de oOxido, a superficie do metal é exposta. O resultado € um maior grau de
perda de massa (Figura 64a).

Por outro lado, quando a superficie € revestida com TiO: rutilo, a camada de
rutilo retarda a taxa de degradacao do filme. Isso contribui para o nivelamento dos
perfis da marca de desgaste (OLIVEIRA et al.,, 2015) e resulta em uma camada de
oxido mais protetora (Figura 64b).

Os peptideos da DMP1 podem atuar como uma camada protetora ou podem
aumentar a perda de massa, dependendo das caracteristicas fisico-quimicas da
superficie. Para a amostra de titdnio funcionalizada com peptideos da DMP1 (Ti P), as
médias de corrosdo e perda de massa sao parecidas com as da amostra de titanio
puro. Isso indica um comportamento de elevada taxa de tribocorroséo. Esta degradacao
aumentada do material pode ser atribuida ao ponto isoelétrico dos peptideos no pH
testado. Os peptideos da DMP1 formam regides aglomeradas sobre a superficie de
titanio, e uma vez que o pH do eletrdlito PBS atinge 7,4, os peptideos com carga
negativa se agrupam como oligbmeros. Os peptideos carregados negativamente
atraem ions de titnio do metal, aumentando assim a taxa de difusdo e

consequentemente a degradacéo do material (Figura 64c) (SIN; HU; EMAMI, 2013).
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Figura 64. Diagrama esquematico de possiveis mecanismos de
tribocorrosdo que ocorrem nas superficies testadas ndo funcionalizadas e bio-
funcionalizadas: Ti (a), TiOz (b), Ti P (c), TiO2P, TiO2 APPA P e TiO2 MPA P (d).

Quando os peptideos da DMP1 se aderem nas amostras TiOz, TiO2 APPA P
e TiO2 MPA P a taxa de corrosdo e a marca do desgaste diminuem. Isso indica a

formacao de um tribofilme protetor. Os peptideos da DMP1 aderem com maior eficacia

nas superficies das amostras de TiO2, TiO2 MPA e TiO2 APPA através de ligagcbes
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covalentes entre 0s grupos amino ou acidos. Esses grupos estdo presentes nos
peptideos e se aderem a superficie através dos grupos terminais -OH, -COOH ou -NH:2
das respectivas amostras. Isso leva a formacdo de uma camada estavel, que pode se
combinar com os ions liberados durante a tribocorrosdo. Esta camada € capaz de
manter sua estabilidade e atua como uma tribocamada lubrificante que protege a

superficie (Figura 64d).
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7. Implicacdes Clinicas

Embora ainda seja necessario realizar os testes in vivo, 0 emprego dessas
descobertas em ensaios clinicos € promissor. Os materiais bio-funcionalizados podem
fornecer uma superficie osteogénica que € capaz de nuclear cristais de apatita de
interesse biologico (hidroxiapatita ou fosfato de octacalcio) e remineralizar o tecido
0sseo. Além disso, os peptideos derivados da DMP1 podem induzir a formacgéao de
células osteoblasticas, o que pode levar a regeneracéo tecidual. A biofuncionalizacao
também tem uma influéncia positiva na resisténcia a corrosdo e a degradacdao do
material, reduzindo a liberacéo de ions metalicos e detritos, e assim prolongando a vida

atil do implante e diminuindo o risco de infeccao.
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8. Conclusodes

Os oOxidos foram sintetizados pelo método sol-gel e, apos tratamento térmico,
os filmes finos TiO2 e ZnO apresentaram as fases cristalinas desejadas, rutilo e
wurtzita, respectivamente. A espessura dos filmes apresentou-se em torno de 500 nm
para o TiO2 e 100 nm para o ZnO. Apesar do procedimento de deposicdo empregado
ter sido o mesmo para ambos os Oxidos, esta variacdo na espessura se refere ao
tratamento térmico em que os Oxidos foram submetidos, de modo que o TiO2
apresentou particulas com tamanhos maiores, influenciando na sua espessura.

Os filmes de TiO2 e ZnO foram funcionalizados com quatro diferentes
moléculas organicas bifuncionais: APTMS, APPA, MPA e PEG. Apds a funcionalizagao,
resultados de XPS confirmaram a presenca de C 1s, N 1s, S 2p e Si 2p presentes nos
grupos espacadores. A partir desses resultados foi possivel propor um modelo de
deposicao preferencial das moléculas organicas sobre o os oxidos, de modo que o
APTMS teve uma adeséo preferencial pelos grupos silano, o APPA pelo grupo
carboxilico, o MPA pelo tiol e o PEG polimerizou devido a alta concentracdo de grupos
hidroxila. Além disso, a presenca dos grupos espacadores aumentou a rugosidade
superficial das amostras, conferindo uma topografia preferencial para a adesao celular.

A deposicdo dos peptideos derivados da DMP1 sobre TiO2 e ZnO foi
verificada por XPS, mostrando a presenca de C 1s e N 1s provenientes das
biomoléculas. Andlises de AFM mostraram regides de aglomeracdo dos peptideos
sobre as amostras Ti P, TiO2 P, ZnO P, ZnO APTMS P e ZnO PEG P, e uma adesao
homogénea, preferencial, sobre as amostras funcionalizadas com APPA e MPA.

Andlises por angulo de contato mostraram que todas as amostras, com excecao
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daquelas  bio-funcionalizadas contendo APTMS, apresentaram  superficies
extremamente hidrofilicas, devido a presenca dos peptideos derivados da DMP1.

A adesao de células mesenquimais humanas mostrou-se mais efetiva sobre
as superficies funcionalizadas com os espacadores MPA e APPA na presenca de
peptideos. Além disso, testes de viabilidade celular demostraram que os peptideos
derivados da DMP1 séo capazes de modular a afinidade e a proliferacdo de células
mesenquimais humanas. A presenca dos peptideos desencadeou a diferenciacao
osteoblastica das células, gerando superficies osteogénicas. Testes de mineralizacao
indicaram que os peptideos derivados da DMP1 sdo capazes de estabilizar minerais de
fosfato de calcio com uma razdo Ca/P e morfologia semelhantes a encontrada no 0sso.

Os resultados eletroquimicos e mecanicos evidenciaram um aumento na
resisténcia a corrosdo e a tribocorrosdo do material funcionalizado. As amostras
contendo 0s grupos organicos e 0s peptideos sédo capazes de mimetizar a formacéo de
uma tribocamada, protegendo a superficie do biomaterial e aumentando a resisténcia a
corrosdo com menor perda de massa.

Em geral, a amostra que apresentou melhores resultados quando as
caracteristicas de biocompatibilidade, diferenciacdo osteoblastica, mineralizacéo,
resisténcia a corrosao e a tribocorroséo foi a TiO2 MPA P.

Portanto, a funcionalizacao de 6xidos metalicos com biomoléculas através de
grupos espacadores é dependente do grupo funcional presente na molécula organica
espacadora. As amostras contendo os peptideos da DMP1 resultaram em boa adeséo,
proliferacdo e diferenciacdo das ceélulas mesenquimais. Além disso, os peptideos
mostraram-se capazes de atuar na nucleacdo de cristais de apatita. A bio-

funcionalizagdo também demonstrou uma melhora na resisténcia a corrosao do
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material. Dessa maneira, pode-se afirmar que a funcionalizacdo dos 6xidos metalicos
com biomoléculas pode melhorar a biocompatibilidade, bioatividade, resisténcia a
corrosdo e osseointegracdo do titanio metalico apresentando potencial aplicacéo

clinica.
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