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ANJOS, Keicyanne Fernanda Lessa dos. Biofuncionalizacdo da superficie do titénio (cp)
para aplicacdes biomédicas. 2021. Tese (Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia em
Saude) — Instituto Aggeu Magalhaes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2021.

RESUMO

O titanio e suas ligas sdo um dos principais biomateriais utilizados em implantes ortopédicos e
ortodonticos, devido a sua boa resisténcia a corrosédo e excelente biocompatibilidade. Porém,
algumas desvantagens como, por exemplo, uma integracédo ineficaz e demorada ao tecido 6sseo
circundante, podem prolongar o processo de cicatrizacdo e favorecer infeccdes locais,
prejudicando o sucesso desse biomaterial na pratica clinica. Nesse sentido, estratégias para
modificar a superficie do titdnio com biomoléculas para favorecer a adesdo celular e a
osteogénese do tecido dsseo tém sido investigadas. Neste estudo utilizamos diferentes
abordagens para modificar a superficie com o objetivo de melhorar sua biocompatibilidade e
conferir a este material atividade antibacteriana. Para isso, 0s nanotubos de dioxido de titanio
(NT-TiOz) foram obtidos de forma eficiente por anodizacdo seguida de anelamento por
tratamento térmico. Os TiO2NTs resultantes foram caracterizados por microscopia eletronica
de varredura de alta resolucdo e EDS. Nossos resultados mostraram a formacéo de NTs-TiO>
de maneira regular e bem distribuida. Os NTs-TiO. foram entdo recobertos com filmes
automontados de polieletrolitos de cloridrato de polialilamina (PAH) e acido poliacrilico
(PAA), seguidos da deposicdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) e da lectina de Bothropus
leucurus (BIL). Alternativamente, a BIL foi adsorvida diretamente aos NTs-TiO2 por spin
coating. A incorporacdo com sucesso de BIL e AgNPs na superficie de TiO2NTs, foi
demonstrada por voltametria ciclica (CV), espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e
espectro infravermelho de transformada de Fourier de reflexdo total atenuado (ATR-FTIR).
Além disso, os seguintes parametros biolégicos 1) adesdo e viabilidade celular, 2) atividade de
fosfatase alcalina (como indicador do processo de osteogénese) das diferentes amostras de TiO2
foram investigados em células de osteossarcoma humano (HOS). Em compara¢do com as
amostras de Ticp, a modificacdo das superficies de Ticp testadas, exceto aquelas revestidas com
AgNPs, favoreceram a adesdo, proliferacdo e o aumento da atividade de ALP em células
semelhantes a osteoblastos, sugerindo seu uso para melhorar a qualidade e biocompatibilidade
de biomateriais a base de titanio. O tratamento dos nanotubos de TiO2 com BIL a 200 pg / mL
e incorporados por meio de filmes auto-montados de PAH / PAA (dip coating) apresentou 0s
melhores resultados para adesdo, viabilidade e producéo de fosfatase alcalina. Além disso, esse
tratamento foi o Unico capaz de inibir o crescimento bacteriano de Staphylococcus aureus.
Assim, nossos dados apontam para o potencial uso da lectina BIL como uma molécula bioativa
para melhorar a biocompatibilidade dos implantes de titanio, favorecendo a adesdo,
osseointegracéo e reduzindo o risco de infeccdo.

Palavras-chave: Nanotubos de dioxido de titdnio; Biofuncionalizagdo; Lectinas;
Nanoparticulas de prata.



ANJOS, Keicyanne Fernanda Lessa dos. Titanium (cp) surface biofunctionalization for
biomedical applications. 2021. Thesis (PhD in Bioscience and Biotechnology on Health) —
Aggeu Magalh&es Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2021.

ABSTRACT

Titanium and its alloys are one of the main biomaterials used in orthopedic and orthodontic
implants, due to its good corrosion resistance and excellent biocompatibility. However, some
disadvantages such as, for example, an ineffective and time-consuming integration to the
surrounding bone tissue, which can prolong the healing process and favor local infections
impairing the success of this biomaterial in the clinical practice. In this regard strategies to
modify the surface of Titanium with biomolecules to favors cell adhesion and osteogenesis of
bone tissue have been investigated. In this study we used different approaches to modify the
surface aiming to improve its biocompatibility and confer to this material antibacterial activity,
for this, Titanium dioxide nanotubes (NT-TiO2) have efficiently obtained by anodization
followed by thermal annealing treatment. The resulting TIO2NTs were characterized by high-
resolution scanning electron microscopy and EDS. Our results showed the formation of
TiO2NTs in a regular and well distributed manner. TiO2-NTs were than coated with self-
assembled films of polyallylamine hydrochloride (PAH) and polyacrylic acid (PAA)
polyelectrolytes, followed by the deposition of silver nanoparticles (AgNPs) and Bothropus
leucurus) lectin (BIL). Alternatively, the BIL was adsorbed directly to TiO2-NTs by spin
coating. The successfully incorporation of OniL and AgNPs on the surface of TIO2NTs, by,
was demonstrated by cyclic voltammetry (CV), electrochemical impedance spectroscopy (EIE)
and attenuated total re-flection-Fourier transform infrared spectrum (ATR-FTIR). Further, the
the following biological parameters 1) cell adhesion and viability, 2) alkaline phosphatase
activity (as indicator of osteogenesis process) and antibacterial activity of the different TiO2
samples were investigated in Human Osteosarcoma Cells (HOS). Compared to Ticp samples,
the surfaces modification of Ticp tested, except those coated with AgNPs favored adhesion,
proliferation, and increased of the ALP activity in osteoblast-like cells, suggesting its use to
improve the quality and biocompatibility of titanium-based biomaterials. The treatment of TiO2
nanotubes with BIL at 200 pg/mL and incorporated through self-assembled PAH/PAA films
(dip coating) showed the best results for adhesion, viability, and alkaline phosphatase
production. In addition, this treatment was the only able to inhibit the bacterial growth in
addition to being the only sample to show activity bactericidal. Thus, our data point to the use
of lectin BIL as a potential bioactive molecule to improve the biocompatibility of titanium
implants, favoring adhesion, osseointegration and reducing the risk of infection.

Keywords: Titanium dioxide nanotubes; Biofunctionalization; Lectins; Silver nanoparticles
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1 REFERENCIAL TEORICO-CONCEITUAL

A necessidade de se reestabelecer funcGes perdidas de 6rgéos e tecidos afetados por alguma
doenca ou trauma vém contribuindo para grandes avangos na medicina regenerativa, através da
busca por estratégias inovadoras para o desenvolvimento de novos materiais e tecnologias. Este
avanco tem tornado possivel aumentar a expectativa e qualidade de vida dos beneficiérios de

terapias envolvendo algum tipo de aparato biomédico.

1.1 Biomateriais

Os biomateriais compreendem uma representativa fracao dos produtos utilizados na area de
salde. De acordo com o The National Institutes of Health Consensus de 1982, um biomaterial
pode ser definido como qualquer substancia ou combinagéo de substancias, de origem natural
ou sintética, usada por qualquer periodo, como um todo ou uma parte de um sistema, no intuito
de tratar, aumentar ou substituir quaisquer tecidos, 6rgao ou funcdo do corpo (SMITH et al.,
2015). No entanto, ao longo do tempo e com os avangos biotecnolégicos uma nova definicéo
incluiu o termo ‘“funcionalidade adequada” aos biomateriais, considerando que qualquer
material, para ser considerado como biomaterial ndo apenas deve servir de suporte aos tecidos
e orgdos, mas também deve realizar uma determinada funcdo no organismo (ARJUNAN et al.,
2020). Dentre eles, podem ser citados os dispositivos biomédicos (como biossensores, tubos de
circulacdo sanguinea, sistemas de hemodialise), materiais implantaveis ou bioimplantes (como
suturas, placas, substitutos 6sseos, valvulas cardiacas, dentes), dispositivos para a liberacdo de
medicamentos (na forma de filmes, implantes subdérmicos e particulas), 6rgdos artificiais
(como coragdo, rim, figado, pancreas, pulmdes, pele), curativos, dentre muitos outros (PIRES
et al., 2015).

Os bioimplantes caracterizam-se por serem biomateriais introduzidos cirurgicamente para
substituir, apoiar ou melhorar a funcao de qualquer 6rgao do corpo. Estes dispositivos tém sido
uma solugdo promissora para o tratamento de desordens neuroldgicas, deficiéncias visuais,
doencas cardiovasculares, problemas ortopédicos, disturbios dentarios e outras condi¢fes. O
mercado de bioimplantes vem crescendo exponencialmente devido ao aumento da populacéo
idosa, mudancas no estilo de vida (especialmente aquelas que promovem doencas cronicas
como artrose e doencas cardiovasculares), as melhorias tecnologicas - que possibilitam o
tratamento de doencas anteriormente vistas como nao trataveis - e da conscientizagao sobre

implantes cosméticos (KUMAR et al., 2020) (Figura 1). No Brasil, por exemplo, somente o
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mercado de implantes dentarios movimentou cerca de R$ 590 milhdes no ano de 2019
(PORTAL SAUDE BUSINESS, 2019). Estima-se que 0 mercado global de bioimplantes, tenha
alcangado US$ 115,8 bilhdes em 2020, com uma taxa de crescimento anual composta (CAGR,
compound annual growth rate) de 10,3% durante o periodo estimado (2014-2020) (KAUL;
JAISWAL, 2020).

Figura 1 — Diagrama com diversas aplica¢des dos bioimplantes

gp S5 8 G5 @& an o,

. ~
Sensorial/ Implantes ~
neurolégicos N

Deficiéncias visuais,
problemas de perda
auditiva, doengas

neuroldgicas

T - -

Fonte: Adaptado de Kumar et al. (2020).

Os materiais utilizados na fabricacdo de implantes devem exibir propriedades que ndo se
alteram em longo prazo, mesmo estando em contato com diferentes fluidos biol6gicos. Também
sdo essenciais as propriedades mecanicas, como resisténcia a tracdo, dureza, elasticidade,
densidade, resisténcia ao desgaste e molhabilidade. Estas propriedades dependem da funcao
que o implante tera no organismo. Por exemplo, um material usado para reconstrucao de vasos
deve ter alta flexibilidade, enquanto para a confeccédo de proteses de quadril, os materiais devem
ter forga mecanica e alta resisténcia a corrosdo (KIRADZHIYSKA; MANTCHEVA, 2019).
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1.1.1 Composicao quimica e classificacdo dos biomateriais

De acordo com sua natureza quimica, os biomateriais podem ser classificados em
bioldgicos/naturais e biomédicos sintéticos (Figura 2). Os de origem natural, incluem os
materiais a base de proteinas, tais como colageno e gelatina, polissacarideos, como por
exemplo, celulose e quitina/quitosana; e ainda derivados de tecidos descelularizados, oriundos
de vasos sanguineos e figado (HA et al., 2013). Estes biomateriais representam uma classe de
substancias que usualmente sdo a primeira escolha quando se trata de eleger um biomaterial
funcional e eficiente. Isto € particularmente importante quando se considera aqueles que
mimetizam uma funcédo bioldgica ou mecanica da matriz extracelular encontrada nos tecidos,
como por exemplo o colageno e a fibrina (BROVOLD et al., 2020).

Biomateriais sintéticos podem ser subdivididos em polimeros, ceramicas, compositos e
metalicos. (VALLET-REGI, 2001).

Figura 2 — Classificacdo dos biomateriais

Biomateriais

Biolégicos Biomédicos
compostos organicos e Sintéticos

nao organicos
fontes naturais

- Colageno
- Seda

- Quitosana
- Alginatos

el s Ceramicas Compositos
Sintéticos
- Fluoreto de polivinilideno - Fosfato de calcio -Ti e suas ligas - Polimero-Ceramica
- Polietileno - Alumina - Ligas de Co-Cr - Polimero-Metal
- Polidimetisiloxano - Zirconica - Ago inoxidavel - Ceramica-Metal
- Poliamidas - Bioglass

Fonte: A autora.

Os polimeros sintéticos podem ser usados em suturas reabsorviveis, valvulas cardiacas e
como transportador para entrega de medicamentos. Existe uma grande diversidade com
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aplicacbes médicas comprovadas como, por exemplo, suturas reabsorviveis feitas de
policaprolactona e o metacrilato de polimetil que pode ser utilizado como componente principal
do cimento 6sseo.Uma grande vantagem desses materiais € o fato de que a presenca de uma
solucdo fisioldgica isotbnica, extremamente hostil aos implantes medicos, tem pouco efeito
sobre 0os componentes dos materiais poliméricos. No entanto, a baixa solidez, elasticidade
excessiva e risco de fadiga acabam restringindo seu uso em alguns campos de aplicacdo
(KIRADZHIYSKA; MANTCHEVA, 2019). Outra preocupacdo com relacdo aos polimeros
sintéticos € o aparecimento de reacOGes adversas como toxidade devido aos grupamentos
utilizados na formacao do polimero (glutaraldeido, por exemplo) ou seus grupamentos reativos
(aldeidos, amidas, hidrazidas, etc.) (KOHANE; LANGER, 2008).

Os materiais ceramicos, sao normalmente definidos como compostos inorganicos de origem
ndo metalica (HUANG et al., 2014). Estes materiais possuem fortes ligaces interatdbmicas que
formam estruturas com elevado grau de compactacéo, tornando-os duros, mas muito suscetiveis
a fraturas. Devido a estes fatores, as ceramicas sédo pouco indicadas para regides submetidas a
tensdes elevadas e que requeiram sustentacdo. Por outro lado, sdo bastante utilizadas na
fabricacdo de dispositivos para a reconstrucao odontoldgica, preenchimentos 6sseos e proteses
ortopédicas. Exemplos materiais ceramicos incluem a alumina, hidroxiapatita e o gesso (PIRES
etal., 2015).

Os compositos, por sua vez, sao caracterizados por conter pelo menos dois materiais, de
natureza diferente, trabalhando juntos e formando o design do implante. Todos os materiais
possuem caracteristicas proprias e combina-los pode levar a uma diminuicdo das desvantagens
como fragilidade, lixiviacdo de ions nos tecidos circundantes, baixa biocompatibilidade,
reabsorcao Ossea etc. (SCHOLZ, et al., 2011). A formacdo dos biomateriais compdsitos pode
se dar de diversas formas, sendo as principais associacdes as do tipo polimero-ceramica e metal-
ceramica. Suas vantagens estdo ligadas a capacidade de melhorar a adesdo celular e a fixacédo
0ssea direta, no caso dos implantes. De forma geral, os compdsitos apresentam grande potencial
para aplicacdo como biomateriais e estdo em crescente estudo e desenvolvimento, devido a
possibilidade de ajustes entre os desempenhos mecénico e bioldgico, para diversas situacoes
clinicas especificas (TANG et al., 2021).

Entre os diferentes tipos de materias-primas disponiveis para a obtencdo de biomateriais, a
classe dos metais destaca-se por apresentar excelente desempenho mecanico, alta resisténcia a
fadiga e a fratura. Devido a estas caracteristicas, os metais tém sido amplamente utilizados
como componentes estruturais visando a substituicdo, reforco ou estabilizacdo de tecidos

rigidos, 0s quais s@o constantemente submetidos a altas cargas de tracdo e compressao. Neste
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ambito, as aplicacdes mais comuns incluem fios, parafusos e placas para fixacdo de fraturas,
implantes dentarios e prdteses para substituicdo de articulacBes. Para que possam ser aplicados
com seguranca no corpo humano, os metais e suas ligas devem cumprir uma série de requisitos.
Prioritariamente, devem ser biocompativeis, de forma a ndo produzir rea¢des inflamatdrias,
toxicas ou alérgicas. Devem ainda, ser quimicamente estiveis e apresentar apropriada
resisténcia a corrosdo, a fim de prevenir a degradacdo no ambiente biolégico. No caso de
implantes 0sseos, uma alta forca de adesd@o entre os osteoblastos e o implante é requerida.
Propriedades mecanicas adequadas, como modulo de elasticidade similar ao do 0sso humano e
resisténcia a fadiga, também devem ser consideradas (YANG et al., 2017).

Alguns metais comumente utilizados na fabricacdo de biomaterias metalicos incluem
vanadio, ferro, cromio, cobalto, niquel, tantalo, niébio, molibdénio e tungsténio. Nesta classe,
o titanio (Ti) se destaca por possuir excelente biocompatibilidade devido principalmente a
camada de Oxido estavel formada em sua superficie. Este metal e suas ligas tem sido o material
de escolha na fabricagdo de implantes dsseos e dentarios (SAINI et al., 2015). Ainda que sejam
extremamente (teis como biomateriais nas mais diversas aplicacdes, 0os metais e suas ligas,
podem levar um aumento na incidéncia de complicacdes relacionadas a uso de implantes, como
a sua ineficiente integracdo aos tecidos, inducdo de resposta inflamatdria, instabilidade
mecanica, necrose e infeccBes associadas. O uso destes biomateriais também pode aumentar o
tempo de cuidados ao paciente, causar dor e perda da funcdo do implante (PRASAD et al.,
2017; ASHTIANI et al., 2021).

1.2  Resposta bioldgica a biomateriais

Quando biomateriais sdo introduzidos em um organismo eles assumem papel
fundamental em procedimentos terapéuticos que objetivam a melhoria da qualidade de vida dos
individuos.  Neste contexto, a performance de um biomaterial € dependente da
biocompatibilidade do material usado, da sua funcionalidade e a seguranca bioldgica do sistema
como um todo (ASHITIANI et al., 2021; WILLIAMS, 2020).

1.2.1 Biocompatibilidade

No caso dos implantes, estes devem ter a capacidade de osseointegracdo (WILLIAMS,
2020). A biofuncionalidade é a capacidade do biomaterial desempenhar a fungdo desejada. J&

a biocompatibilidade € a aceitagdo do implante pelo organismo, seja em regiGes proximas ou
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orgdos distantes. Para ilustrar este conceito, podemos dizer que um biomaterial ideal para
regeneracdo do tecido cardiaco, por exemplo, deve ter uma influéncia positiva sobre as
propriedades biomecénicas e bioquimica dos tecidos e ceélulas; refletir a morfologia e
funcionalidade do miocardio, ser mecanicamente estavel e ter a espessura adequada
(TROMBINO et al., 2021). E importante, no entanto, que se faca uma distingdo entre a
biocompatibilidade e toxidade de um determinado biomaterial. Enquanto a biocompatibilidade
se refere a habilidade de um biomaterial de realizar uma funcéo, sem disparar nenhum efeito
indesejavel local ou sistémico ao beneficiario da terapia, a toxicidade diz respeito a habilidade
do biomaterial afetar a fisiologia ou interromper o funcionamento normal de 6rgaos e tecidos.
Desta forma, a toxicidade depende das caracteristicas fisico-quimicas dos biomateriais, tais
como forma, tamanho, carga e composicao quimica (LI et al., 2012; RODRIGUES et al., 2012).
Por outro lado, a biocompatibilidade ndo é uma propriedade intrinseca de um material, mas sim
do ambiente bioldgico onde este biomaterial foi inserido. Por exemplo, uma formulacéo que é
biocompativel por via subcutdnea pode ndo ser por outras vias de administracdo (KOHANE et
al., 2010). Neste contexto, nem todo material desprovido de toxidade pode apresentar uma boa
biocompatibilidade. Por outro lado, para garantia de uma biocompatibilidade adequada, 0s

materiais devem apresentar elementos ndo toxicos (COELHO, 2013).

1.2.2 Osteogénese

O tecido 6sseo representa um tecido conjuntivo altamente especializado, constituido por
celulas metabolicamente ativas imersas em uma matriz extracelular mineralizada. Esta ultima
é vital para performance estrutural, mecénica e metabdlica deste tecido (LATTANZI;
BERNARDINI et al., 2012). Sob o ponto de vista de seu desenvolvimento, a formacao do 0sso
pode ser dividida em 2 processos: O primeiro € a ossificacdo intramembranosa, no qual o 0sso
se forma diretamente do tecido conjuntivo mesenquimal. O segundo é a ossificacdo
endocondral, no qual tecido 6sseo substitui uma cartilagem hialina pré-existente. Qualquer que
seja o tipo de formac&o do tecido dsseo, sua fisiologia € altamente dependente de fatores de
crescimento e outros hormonios tais como a vitamina D, hormonio da paratireoide (PTH) e
calcitonina. A perfeita mineralizacdo 0ssea é suportada por varios tipos celulares, os quais
podem ter sua funcéo alterada por fatores genéticos, mudancas hormonais, idade e patologias
(CHANDRA et al., 2021).

Quatro tipos de células podem ser encontrados no 0sso: osteoblastos, células osteogénicas,

osteoclastos e osteocitos. Os trés primeiros estdo presentes na superficie dos 0ssos e sao
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derivados de células progenitoras locais. J& 0s ostedcitos permeiam o interior do 0sso e séo
produzidos pela fusdo de células precursoras (SALHOTRA et al., 2020) (Figura 3).
Independente do tipo de ossificacao, os osteoblastos figuram como peca-chave na producéo e
posterior mineralizacdo da matriz 6ssea. Estas células também participam na regulacdo dos
osteoclastos, responsaveis pela reabsorcdo e remodelamento do tecido 6sseo. A funcdo da
matriz mineralizada é conferir forga ao esqueleto, servindo de reservatorio de minerais e fatores
de crescimento (NAKASHIMA et al., 2003). Os osteocitos sdo os tipos mais abundantes do
0ss0, constituindo 90-95% das células no tecido ésseo de um adulto. Eles séo derivados de
osteoblastos diferenciados e circundados por matriz ndo mineralizada (ostedide), durante o
processo de formacdo dssea. Uma vez que o ostedide mineraliza, os ostedcitos ficam presos na
matriz e formam uma rede extensa uns com 0s outros, com o0s osteoblastos e com as células
osteogénicas na superficie do o0sso. Estas células possuem 0 corpo pequeno e numerosas
projecOes que formam um sistema canicular. Os ostedcitos desempenham papel importante na
regulacao dos osteoblastos e na diferenciacao e func¢ao dos osteoclastos (INFANTE et al., 2018)
(Figura 3).

Figura 3 — Tipos celulares do tecido 6sseo
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Fonte: Adaptado de Setiawati e Rahardjo (2012).

Durante o processo de osteogénese células mesenquimais fusiformes, aderentes e de origem

ndo hematopoiética, sdo recrutadas dos centros de remodelagem 6ssea e subsequentemente se
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diferenciam em pré-osteoblastos, os quais proliferam ativamente, mas ndo séo ainda capazes de
secretar matriz extracelular (INFANTE et al., 2018). Algumas destas células podem também se
diferenciar em vasos capilares, fornecendo nutrientes e gases para a manutencdo do tecido.
Outras diferenciam-se em osteoblastos, 0s quais secretam uma matriz de colageno-
proteoglicana capaz de se ligar a calcio. Uma vez que a matriz esteja formada, os osteoblastos
poderdo ter trés destinos: se diferenciar em ostedcitos embebidos na matriz mineralizada,
perdendo a maior parte de suas organelas citoplasmaticas; entrar em processo de morte celular
ou permanecem inativos e quiescentes. A medida que a calcificacio progride, espiculas dsseas
comecam a irradiar para fora da regido onde a ossificagdo ocorre. Estas espiculas séo
circundadas por células mesenquimais que formam o peridsteo (membrana que circunda o
0ss0). As células na superficie do periosteo também se tornam osteoblastos e depositam
ostedide paralalemente as espiculas existentes. Desta maneira, muitas camadas de 0sso sdo
formadas (NAKASHIMA et al., 2003) (Figura 4).

Figura 4 - Representacdo do processo de osteogénese.
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Fonte: Infante et al. (2018)

Legenda: (1) Células da linhagem mesenquimal ativas (2) Células mesenquimais diferenciam-se em pré-
osteoblastos. (3) Os pré-osteoblastos se diferenciam em osteoblastos, diminuem a sua taxa de proliferacao
enquanto comegam a expressar fosfatase alcalina, secretada pelos osteoblastos iniciais (fase de maturacdo da
matriz) e osteocalcina secretada por osteoblastos mais tardios (fase de mineralizacdo). (4) Uma vez que 0s
osteoblastos tenham cumprido o seu papel na formagdo e mineralizacdo da matriz eles podem se tornar células
osteogénicas quiescentes, entrar em processo de apoptose, ou se diferenciar em oste6citos.
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1.2.3 Osseointegragao

O conceito de osseointegracdo, foi definido por Branemark como o processo de conexao
direta estrutural e funcional entre 0 0sso vivo e a superficie de um implante submetido a uma
carga oclusal (BRANEMARK; BREINE, 1969). Mais tarde, este conceito foi ampliado por
Albrektsson, que definiu osseointegracdo como sendo o contato direto entre 0 0SS0 Vivo
ordenado e a superficie de um implante carregado, com comprovagdo histoldgica em
microscopia optica (VASCONCELOS et al., 2000). Posteriormente, este mesmo grupo, propds
a definicdo de osseointegragdo como sendo uma reacdo ao corpo estranho, na qual 0 0sso
interfacial € formado como uma reacdo de defesa para proteger o implante (ALBREKTSSON
et al., 2017). Visto que uma das principais causas de perda de implante sdo as infeccGes
bacterianas, um outro conceito em relacdo a osseointegracdo € de que ela passa a ser uma
competicdo entre organismos infecciosos que procuram naturalmente contaminar, colonizar e
finalmente formar um biofilme na superficie do biomaterial, versus a capacidade ou mesmo
rapidez dos tecidos enddgenos de crescer sobre o implante via osteogénese (KLIGMAN et al.,
2021).

Os mecanismos celulares que ocorrem na interface osso-implante durante a osteogénese
ainda sdo pouco conhecidos. No caso dos implantes de titdnio, a primeira resposta ap6s a sua
aplicacdo é o umedecimento, seguido por uma rapida adsorcao de proteinas em sua superficie.
Geralmente, as primeiras proteinas adsorvidas na interface sélido-liquido in vivo derivam do
sangue. Esta capacidade de adsorcéo dependera de caracteristicas fisico-quimicas da superficie
do implante, como hidrofobicidade ou energia superficial, e do meio local (pH, temperatura,
concentracdo de ions, composicdo e grupos funcionais das proteinas, forca de solucédo etc.)
(JAGER et al., 2017). As diferentes interagbes entre as superficies de titanio e seu
microambiente in vivo, podem ser divididos nas seguintes fases (Figura 5):

Fase I: Adsorcao de moléculas de baixo e alto peso molecular. A carga positiva do titanio é
responsavel por uma ligacao inicial de pequenas moléculas carregadas negativamente, seguida
por grupos funcionalizados carregados de moléculas de alto peso molecular. Neste estagio
dindmico, proteinas locais (como fibronectina, albumina, fibrinogénio, 1gG e proteinas do
sistema complemento) estdo ativamente envolvidas, enquanto os lipidios desempenham um
papel secundario. Com o tempo, moléculas com maior afinidade pela superficie, mas com taxas
de difusdo mais lentas substituem as menores, caracterizando o “efeito de Vroman”
(VROMAN, 1987). Este fendmeno esta associado com a mudanga conformacional das

proteinas alterando as caracteristicas iniciais da superficie do implante de titanio (JAGER et al.,
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2017). A adsorcdo de proteinas € um processo que ocorre em questdo de segundos apds o
contato do biomaterial com os tecidos. Ainda nesta fase, se da a adesdo de plaquetas e liberagdo
de seus componentes levando a formacéo de uma rede de fibrina, envolvida na adeséo celular
(BAKIR et al., 2012).

Fase Il: Uma vez que o biomaterial é revestido com esta monocamada, diferentes tipos de
células se ligam rapidamente a sua superficie. Nesse estagio, € crucial que células se liguem ao
filme de proteina antes das bactérias garantindo o sucesso do implante (GITTENS et al., 2014).

Fase I11: A fixac&o celular inicial segue uma fase de adesdo, dominada por interacdes das
proteinas da matriz extracelular (MEC) com as células adjacentes, através das sequéncias Arg-
Gly-Asp (RGD) das proteinas fibronectina e vitronectina. Estas proteinas de ancoragem
desempenham um papel crucial nos estimulos quimiotaticos e adesivos da biomineralizacéo e
maturacdo da matriz. Além das células mesenquimais, neutréfilos e macréfagos colonizam o
implante, levando ao processo de recobrimento do corpo estranho e liberagdo de citocinas e
fatores de crescimento, incluindo a proteina morfogenética 2 (BMP-2), para atrair fibroblastos
e osteoblastos. Esta fase também é acompanhada por mudancas quantitativa e qualitativa da
camada de proteina entre a célula e a superficie do titanio.

Fase 1V: A migracdo, proliferacdo e diferenciacdo de células osteogénicas seguem nesta
fase. Os principais responsaveis pela osseointegracdo final do biomaterial de titanio e pela
formacdo 6ssea sdo os osteoblastos. Nesta etapa, é evidente que grande parte do ambiente
natural ao redor dos osteoblastos e osteoclastos consiste em estruturas com topografia em
nanoescala, que tentam recapitular o ambiente fisiol6gico do 0sso em crescimento. 1sso resulta
em aumento da disseminacéo de osteoblastos e extenséo filopodial (JAGER et al., 2017).

Fase V: Finalmente, mudancas locais do pH e acumulo de célcio (Ca) e fosfato (PO4) levam
a biomineralizacdo e osseointegracdo ao implante de titdnio. No entanto, sob condicGes
patoldgicas, a adsorcdo de proteinas pode ser reversivel, especialmente se o valor do pH local
diminuir, como na inflamacdo (DELCROIX et al., 2015). Além dos osteoblastos, o
remodelamento 6sseo é mediado principalmente pelos osteoclastos, que reabsorvem o 0sso
recém-formado para resolver as microfraturas. A remodela¢cdo do 0sso em contato com a

superficie do implante continua ao longo da vida util do biomaterial (KUZYK et al., 2011).
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Figura 5 — Processo de osseointegracdo em superficies de titanio apds aplicagdo in vivo.
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O ponto chave do processo de osseointegracdo esta no contato direto entre a superficie do
implante e o tecido Gsseo. Assim, a resposta local esta intimamente ligada as propriedades
fisico-quimicas superficiais dos materiais utilizados em implantes. Pesquisas indicam que o
desenvolvimento de superficies texturizadas pode aumentar a eficiéncia do processo,
influenciando diretamente a interface osso/implante, e aumentando a qualidade da formacéo do
tecido 6sseo formado (HAYASAKI; SOUSA, 2006).

Sabe-se que o tecido 6sseo € composto por duas fases principais, a matriz organica,
conferindo ao 0sso certa flexibilidade diante de tensdes, e a matriz inorganica, formada pelo
mineral hidroxiapatita (HA). Este composto confere ao 0sso uma maior rigidez e capacidade de
suportar grandes compressGes. Estas propriedades mecanicas do sistema osso/implante
dependem da rugosidade e da porosidade da superficie do material para favorecer o crescimento
0sseo. Diante disso o0 processo de anodizacdo, por exemplo, faz com que o implante de titanio,

se assemelhe com a parte inorganica do tecido ésseo (FERREIRA, 2019).
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1.3 InfecgBes em implantes

A infeccdo bacteriana € uma das principais causas de falha dos implantes. Apesar dos
avancos na qualidade da assisténcia médica, a probabilidade de ocorrere infecgdo durante um
procedimento cirdrgico ainda € alta. Os biomateriais ortopédicos, por exemplo, sdo utilizados
em grandes volumes e fazem das infeccOes hospitalares uma prioridade de saude publica nos
paises desenvolvidos. Atualmente, o risco global de infec¢cdo em uma cirurgia ortopédica € de
2-5% (CHOUIRFA et al., 2019). Durante o curso da cirurgia, os implantes sdo suscetiveis a
contaminacédo por bactérias da pele e das mucosas (BROGGINI et al., 2006). Essas infecgdes
associadas ao dispositivo podem progredir rapidamente a medida que as bactérias plancténicas
aderem na superficie do implante e, evoluem para biofilmes (WANG et al., 2011).

Um biofilme pode ser definido como uma comunidade de diferentes microrganismos
protegidos por uma matriz polissacaridica autoproduzida, e que sdo irreversivelmente ligados
a uma superficie (ARCIOLA et al., 2012; LINDSAY; VON HOLY, 2006). Um biofilme
protege as bactérias organizadas do estresse de cisalhamento de fluidos e da acéo de terapias
farmacologicas sisttmicas. Além disso, o biofilme atua como uma instalacdo de
armazenamento de nutrientes e substancias (LINDSAY; VON HOLY, 2006).

A formacéo e o desenvolvimento de biofilmes podem ser divididos em uma sequéncia de
eventos (Figura 6). (1) Ocorre uma primeira fixacdo reversivel de bactérias a superficie solida,
principalmente devido ao movimento browniano celular e interagdes microbio-superficie.
Nesta fase, a rugosidade e a topografia da superficie tém uma grande influéncia e é determinante
para o destino do implante.; (2) Acumulo de bactérias e fixacdo irreversivel, mediados por
interacbes moleculares e celulares especificas (proteinas de adesdo, apéndices proteicos e
producdo de EPS); (3) Maturacdo do biofilme, a formacao de microcol6nias bacterianas com o
aprisionamento de células plancténicas no exopolissacarideo (EPS); (4) Desprendimento de

algumas bactérias para a colonizacao de novas superficies
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Figura 6— Processo de formagdao do biofilme
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O Staphylococcus aureus (S. aureus) € responsavel pelas infeccBes das feridas cirurgicas e,
juntamente com o Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis), causam infeccdes associadas
aos dispositivos biomédicos (GOMES et al., 2013). A colonizacdo e formacao de biofilmente
bacteriano em implantes representam um desafio médico e cirdrgico pela destruicdo do tecido
adjacente, levando a ma vascularizacdo, afrouxamento, descolamento ou mesmo luxacGes
(CAMPOCCIA et al., 2006). Além disso, quando um biofilme maduro se desenvolve em
qualquer superficie do implante, a erradicacdo bacteriana se torna bastante complicada, pela
baixa penetracdo de antibidticos na matriz polissacaridica do biofilme, a escassa vascularizacao
e possibilidade da presenca de col6nias resistentes. Estes fatores sdo responsaveis pela
necessidade de remocdo do dispositivo, visto que procedimentos de irrigacao e desbridamento
também falham em curar infeccdes relacionadas aos bioimplantes.

O surgimento de cepas resistentes representa um problema adicional sempre que
antibidticos sdo administrados. Até 0 momento, nenhum tratamento pode garantir a destruicéo
rapida e completa do biofilme ou impedir a recorréncia da infec¢do. Portanto, o sucesso clinico
em longo prazo depende das propriedades antimicrobianas dos materiais implantados. Neste
sentido, numerosas macromoléculas com propriedade bactericida, peptideos antimicrobianos,
elementos metalicos (prata, cobre, zinco) e diversos antibidticos tém sido utilizados na
engenharia dos biomateriais com o intuito de reduzir o risco de infec¢do na interface dos
implantes (CHOUIRFA et al., 2019).
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1.4 Propriedades e Caracteristicas do Titanio

Atualmente, o titanio puro comercialmente (Ti-cp) e suas ligas sdo amplamente utilizados
na fabricacdo de implantes ortopédicos e odontoldgicos devido a suas propriedades mecanicas
e fisicas superiores, como resisténcia a corrosdo, alta tensdo de elasticidade e sua excelente
compatibilidade biomecéanica (KIRMANIDOU et al., 2016).

O titanio estd entre os dez elementos mais abundantes da crosta terrestre, ndo sendo
encontrado puro na natureza, mas associado a minerais como TiOz, sob a forma de Rutilo e
lemenita. Quando em temperaturas abaixo de 882°C ele apresenta uma estrutura cristalina
hexagonal compacta (hcp — hexagonal closed packed) referente a fase o, que pode sofrer uma
modificacdo alotropica a 883°C para a estrutura cubica de corpo centrado (bcc — body centered
cubic), conhecida como fase B (Figura 5A-B). A manipulacdo destas caracteristicas
cristalogréficas por adi¢éo de ligantes e processos termomecanicos permite a obtencéo de ligas
com as mais variadas propriedades (CALLISTER, 2009).

O Ti-cp é classificado em quatro graus de pureza de acordo com a porcentagem composicao
de elementos como nitrogénio, oxigénio e ferro em sua composicao, sendo que as quantidades
desses elementos influenciam na dureza, na resisténcia mecanica e na resisténcia a corrosao
(HARADA et al., 2016). O Ti puro grau 1, quando comparado ao Ti puro grau 4, apresenta uma
guantidade menor de oxigénio e consequentemente uma maior resisténcia a corrosdo, porém o
Ti grau 4 possui maior resisténcia mecénica. J4 o Ti puro grau 2 € o mais utilizado na &rea
médica, especificamente em aplicacBes odontoldgicas, por ser mais resistente mecanicamente
que o Ti grau 1 e possuir semelhante resisténcia a corrosdo (DAVIS, 2003).

Através da ligacdo seletiva com outros elementos é possivel criar ligas de titanio com fase
a, fase B ou fase a-f estavel. Elementos como aluminio, carbono, oxigénio e nitrogénio
estabilizam a fase a do titdnio e elementos como manganés, cromo, ferro e vanadio estabilizam
a fase B. O Ti-cp € um cristal monofasico (o) a temperatura corporal, enquanto titdnio —
6aluminio — 4vanadio (Ti-6Al-4V) é uma liga de fase a-p (PRASAD, et al., 2015) (Figura 7C).
As propriedades mecanicas finais das ligas dependem também do histdérico de tratamento
incluindo anelamento, tratamento térmico e solucdo utilizada, os quais alterardo a

microestrutura e a composicao de fases. (SHAH, 2016).
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Figura 7 — Estrutura cristalina do titanio.
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Fonte: Adaptado de Leyens; Peters (2003) e Prasad et al (2015).

Legenda: (A) Forma hexagonal compacta, a; (B) Forma cubica de corpo centrado, B; (C) Elementos que
estabilizam as fases o, ¢ a-p.

Atualmente, o Ti-cp e Ti-6Al-4V sdo os materiais mais utilizados em implantes na area
odontoldgica e cirurgias reconstrutivas ortopédicas, incluindo dispositivos de fixacédo (placas e
parafusos) para coluna vertebral, quadril e joelho. Estes bioimplantes sdo bem tolerados pela
maioria dos pacientes e tém uma capacidade superior de integracdo ao 0ss0. Sabe-se que uma
das principais razdes para as excelentes propriedades fisicas e biolégicas do titanio e de suas
ligas é a camada de dioxido de oxido (TiO.), criada espontaneamente em sua superficie apds
exposicdo ao ar. Essa camada, com apenas alguns nanémetros de espessura (4,3 £ 0,2 nm),
parece ser responsavel pela estabilidade quimica, inércia quimica, resisténcia a corrosdo e pela
biocompatibilidade de titdnio (DONACHIE, 2000; KIRMANIDOQOU et al., 2016).

Inquestionavelmente, muito progresso foi feito ao longo dos anos e as taxas de
sobrevivéncia de implantes dentarios e ortopédicos sdo bastante satisfatdrias. Apesar disso,
estudos apontam que falhas podem ocorrer devido as infeccOes, fraturas, desgaste das

superficies e afrouxamento na interface tecido-implante, como representado na figura 8.
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Figura 8 — Principais causas das falhas em implantes ortopédicos.
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Fonte: Adaptado de Kumar et al. (2020).

Uma vez implantados, os biomateriais permanecem em contato com o fluido corpdreo que
contém oxigénio dissolvido, proteinas e varios ions, como cloreto e hidroxidos (PARK;
BRONZINO, 2002). No caso de implantes dentarios, as ligas metalicas estdo ainda suscetiveis
as variacOes de temperatura e pH, presenca de biofilme microbiano e propriedades fisico-
quimicas dos alimentos. Todos estes meios podem ser agressivos aos metais, provocando a sua
corrosdo. Adicionalmente a estes fatores, grande parte dos implantes trabalha sob a acéo de
cargas mecanicas que geram atrito, deslizamento e, consequentemente, a possivel liberacao de
particulas metélicas. Como resultado destes mecanismos de desgaste e corrosdo, a integridade
mecanica e estrutural do implante pode ser comprometida, levando a sua falha prematura ou a
fratura. Além disso, os produtos da degradacdo dos implantes tém sido associados a
complicacBes como ostedlise, inflamacdes, reacdes alérgicas e vasculites, podendo ainda
ocasionar 0 acumulo de ions metalicos em Orgdos, teratogenicidade e cancer (PIRES;
BIERHALZ; MORAES, 2015). A liberacao de particulas de aluminio e vanadio das ligas Ti-
6Al-4V, vém sendo apontada como tdxica, mutagénica e causadora de doengas como
osteomalécia, Alzheimer e outros distarbios (CATALANI et al., 2013; KEEGAN et al., 2007).

Consequentemente, ainda sdo necessarias novas ligas de Ti e tratamentos de superficie
capazes de: (I) Aumentar a resisténcia a corrosao; (I1) Melhorar a biocompatibilidade, sem
reacOes de citotoxicidade, a fim de evitar falhas bioldgicas; (111) Superficies mais bioativas que
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levardo a uma melhor e mais répida integracao; (1) Aumento das propriedades antimicrobianas
que reduzirdo as falhas na infeccdo (KIRMANIDOU et al., 2016).

1.5 Métodos de modificacdo de superficies em biomateriais para implantes 6sseos

Como visto anteriormente, 0 0sso é um tecido estruturalmente complexo e multifuncional,
capaz de se automodelar para obter o maximo de dureza e suportar estresse mecanico ao qual é
constantemente submetido. Parte de suas propriedades mecanicas e biologicas se deve a forma
como 0 0sso esta organizado de forma hierdrquica em uma escala micro e nanométrica (Figura
9). Na escala nanométrica o 0sso age como um arcabouco para a regulacéo celular, e, portanto,
é nesta superficie nanoestruturada que os eventos de osseintegracdo e cicatrizacdo ocorrem.
Assim no desenvolvimento de implantes ideais, é importate que o biomaterial utilizado simule
a caracteristica hierarquica de form a mimetizar o ambiente onde as células do tecido interagem
e desempenham suas func¢bes (HAO et al., 2017; ZHU et al., 2020).

Figura 9 — Organizacdo hierarquica do tecido 6sseo em macro e nanoescala.
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Fonte: Adaptado de HAO et al. (2017).

Modifica¢bes de superficies dos biomateriais para aplicacdes biomédicas possibilita a
combinacdo de propriedades do volume do material com as propriedades de superficie
desejadas, como biocompatibilidade, bioatividade, resisténcia mecéanica, dentre outras. Esta
combinagdo visa aperfeicoar o desempenho do sistema, minimizando simultaneamente as

perdas funcionais decorrentes da substituicdo do tecido ou 6rgdo lesionado pelo biomaterial
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implantado (OREFICE et al., 2012). Por esta razdo, modificaces em superficies
nanoestruturadas exercem um impacto direto nos eventos moleculares e celulares sendo
determinante para a resposta bioldgica a um implante (por exemplo, adesédo celular, adsorcéo
de proteinas e proliferacdo). Com esta finalidade, diferentes estratégias vém sendo
desenvolvidas para projetar superficies nanoestruturadas em implantes, como por exemplo: 0
método eletroquimico (como oxidacdo anddica) (ZINGER et al., 2004), revestimento
eletroquimico (YU et al., 2011), deposicdo de vapor fisico (PVD) (CHU, 2002), revestimento
de conversao quimica (ROJAEE et al., 2013), pulverizacdo térmica (BOLELLI et al., 2014),
revestimento organico (SIMA et al., 2015), entre outros (Figura 10). Essas técnicas oferecem
novas superficies de implantes com caracteristicas controladas na escala nanométrica. A técnica
especifica deve ser selecionada com base nos parametros fisico-quimicos e geometria desejada
(KUMAR et al., 2020).

Figura 10 — Diferentes técnicas para modificacao de superficies de biomateriais.
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1.5.1 Anodizacao e Nanotubos de TiO>

A oxidagdo anddica, ou anodizagdo, € um processo de oxidagdo eletroquimica acelerada,
baseada em reacgdes de eletrodos que levam a formacdo de um filme de 6xido na superficie do
metal do anodo (LIU et al., 2004). O titanio é revestido por uma camada superficial de 6xido
de 1,5 a 10 nm de espessura que se forma naturalmente quando a sua superficie é exposta ao ar
em temperatura ambiente. Durante este processo, o filme de 6xido produzido € mais espesso do
que o formado espontaneamente na superficie do metal. Vale salientar que o filme de 6xido tem
um papel muito importante na biocompatibilidade do implante, pois é essa superficie, e ndo o
corpo principal do implante de titanio, que entra em contato direto com o tecido 6sseo
(KUROMOTO et al., 2007) (Figura 11).

A anodizacdo geralmente ocorre em uma célula eletroquimica (Figura 11a). O sistema é
alimentado por uma fonte de corrente continua no qual o &nodo é a chapa de titanio e o catodo
é um metal inerte - como cobre, platina, aco inoxidavel — e estes eletrodos ficam imersos em
uma solucdo eletrolitica, que na maioria das vezes contém ions fluoreto. O principio da
producdo dos nanotubos € a competicdo e o equilibrio entre a oxidacdo eletroquimica e a
dissolugdo quimica (MACAK et al., 2007). O processo pode ser dividido em trés etapas, de
acordo com a curva da reacdo: a diminuicdo inicial (dominancia da oxidacdo), o aumento
subsequente (dominio da dissolucdo quimica) e o estagio final (equilibrio entre dissolucéo e
oxidacdo quimica). Primeiramente, ocorre a oxida¢do do titdnio em didxido de titanio (TiO2),
formando uma pelicula fina e compacta do 6xido na superficie do titanio. Em seguida, os ions
fluoreto (F-) adsorvidos na superficie do titanio reagem com a camada de 6xido, resultando em
uma pelicula fina porosa. Finalmente, o titanio soltvel forma o complexo de fluoreto [(TiFe) -
2] e dissolve-se gradualmente da superficie do titanio, resultando nas estruturas porosas que sio
0s nanotubos de didxido de titdnio (NT-TiO2) (Figura 11b) (AWAD et al., 2017).
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Figura 11 — Esquema da anodizacéo eletroquimica
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Fonte: Adaptado de Awad et al (2017)
Legenda: (a) Esquema experimental da célula eletroquimica e (b) mecanismo de formagdo dos NT- TiO..

Os nanotubos formados sdo majoritariamente ordenados, bem definidos, alinhados
perpendicularmente e dispostos hexagonalmente na superficie metalica como mostrado na
Figura 12a; além disso, esses nanotubos sdo fechados na parte inferior e abertos na parte
superior, numa geometria que mimetiza a trabécula 6ssea natural (Figura 12b) (GONG et al.,
2001; ROY etal, 2011; GULATI et al., 2016).

Além de ser uma técnica simples e efetiva, a anodizacdo também é bastante versatil visto
que varios fatores afetam a geometria, cristalografia e topografia dos NT-TiO. fabricados,
incluindo a tensao aplicada, tempo de anodizacao, tipo de eletrdlito, solventes, temperatura e
estado da solucéo eletrolitica durante a anodizacdo (AWAD et al., 2017). Apds a anodizacéo,
0s nanotubos produzidos sdo frequentemente submetidos a um tratamento térmico em alta
temperatura (400 a 600°C) para transformar o TiO> de uma fase amorfa para uma fase cristalina
(ROGUSKA at al., 2011). Os nanotubos da fase cristalina possuem uma adesdo mais forte ao
titdnio, melhores propriedades elétricas e alta resisténcia a corrosdo na solucdo de Hank’s do
que os NT-TiO2 amorfos (BAI et al., 2011). A presenca destes nanotubos na superficie plana
do titanio altera as propriedades estruturais do substrato, tornando-o mais atraente devido a
maior porosidade e maior area superficial. Como consequéncia desta organizacéo
nanoestruturada dos NT-TiO, temos uma melhoria das condigdes favoraveis para adesao celular

e 0 crescimento de tecidos.
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Figura 12 — Estrutura dos nanotubos de titanio

TiO, (TNT array)

Fonte: Adaptado de Gulati et al (2012)
Legenda: (A) Alinhamento vertical e digitalizacio da parte interior de nanotubos; (B) comparagdo da geometria
da trabécula dssea e da parte superior dos nanotubos.

1.5.2 Dip coating e spin coating

Juntamente a melhoria no desempenho dos nanotubos para aplicacdo em implantes
osseointegrados, essas matrizes nanotubulares também tém sido funcionalizadas com diferentes
moléculas, tanto de origem sintética como de origem biolégica, com o objetivo de combinar
propriedades que ainda sdo limitadas, como por exemplo, a insercdo de agentes antibacterianos
para reduzir infecgbes pds-operatoria e de polimeros ou proteinas que sejam capazes de
aumentar a osteogénese.

Para aumentar a biocompatibilidade dos nanotubos de TiO2, o material pode ser
funcionalizado com moléculas citocompativeis que podem estimular a migracéo de células para
o local do implante, aumentar a adesdo celular, promover a diferenciacdo osteogénica de
células-tronco mesenquimais e até estimular a proliferacdo de células osteoblasticas. Outra
abordagem utilizada nos estudos € o uso de substancias bactericidas, bacteriostaticas ou que
apenas ajudem a impedir a adesdo de células bacterianas na superficie dos nanotubos de TiO3,
e consequentemente, evitar a formacdo de biofilme bacteriano e a perda do implante
(OLIVEIRA etal., 2017).
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A adsorcdo de biomoléculas pode ocorrer por métodos fisicos, como interagdes
hidrofdbicas, ligaces de hidrogénio e interacdes eletrostaticas, ou por métodos quimicos, como
por exemplo, a ligacdo covalente com formacao de ligacGes éter, amida e tioéter. Os métodos
de revestimento sol-gel séo classificados em dois tipos: revestimento por imerséo (dip coating)
e revestimento por rotagdo (spin coating) (BAKRI et al., 2016).

A técnica de spin coating é baseada na aplicacdo de uma solugdo em um substrato rotativo
com subsequente ejecdo e evaporacdo do solvente. Esta técnica, representada
esquematicamente na Figura 13, consiste em depositar gotas da solugdo inicial sobre um
substrato que é entdo acelerado rapidamente até a velocidade de rotacdo desejada (Figura 13a).
O liquido flui radialmente, devido a acdo da forca centrifuga, e 0 excesso é ejetado para fora da
borda do substrato. A viscosidade da solugédo, o tempo e a velocidade de rotacdo sao parametros
importantes para a deposicdo de um filme estavel e homogéneo (ZARPELON, 2013).

O revestimento por dip coating (Figura 13b) consiste na imersdo do substrato em uma
solucdo seguida de drenagem gravitacional e evaporacdo do solvente. Esta técnica consiste em
mergulhar verticalmente um substrato dentro de uma solucdo que contém a substancia de
interesse e depois de certo tempo retira-lo do mesmo. Devido a aderéncia entre as moléculas da
solugdo e a superficie do substrato, uma fina camada sera formada. A espessura das camadas é
principalmente afetada pela viscosidade e densidade do fluido, e pela tenséo superficial. O
processo de imersdo e emersdo deve apresentar velocidade controlada e nenhum tipo de
vibracdo, a fim de permitir uma deposi¢cdo homogénea. Além disso, o tempo de deposicédo
também é um fator importante na qualidade do filme. (ZARPELON, 2013).

Ambos os métodos permitem a formacao de um filme homogéneo na superficie do substrato
(OLIVEIRA et al., 2017) e podem ser usados para montagem Layer by Layer (LbL), na qual é
possivel formar multicamadas de polieletrélitos com cargas opostas atraidos por interacao

eletrostatica, na superficie de um determinado substrato (SHI et al, 2017).
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Figura 13 — Técnicas de deposicao de filmes finos
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Fonte: Adaptado de MADEIRA et al (2019)
Legenda: (a) Spin coating; (b) dip coating.

1.5.3 Técnica de auto-montagem Layer by Layer

A técnica de auto-montagem por LbL foi proposta por Decher (1998) e atraiu muita atencéo,
pois fornece uma metodologia simples, util e versatil para modificagdes na superficie do
material. Estudos recentes demonstraram sua utilidade em uma ampla gama de aplicagdes,
incluindo armazenamento de energia (XIANG et al., 2012), engenharia de tecidos e células e
entrega de medicamentos (SHUKLA; ALMEIDA, 2014). Além disso, a técnica LbL vem sendo
mais amplamente utilizada para modificacao de superficie do implante dentario de titanio (SHI
et al, 2017).

A montagem de multicamadas LbL é impulsionada por interacOes eletrostaticas entre
constituintes com carga oposta. Esse acumulo pode controlar com precisdo a composicéo,
morfologia e estrutura do filme. O processo ocorre conforme ilustrado na figura 14. Um
substrato carregado € imerso em uma solugcdo que consiste em polieletrdlitos carregados de
maneira oposta para formar a primeira monocamada por adsor¢do. Este passo € seguido por um
passo de lavagem para remover as espécies fracamente ligadas ou ndo ligadas e impedir a
contaminagédo cruzada de polieletrdlitos com carga oposta. Em seguida, o substrato revestido
em monocamada é imerso em outra solucdo de polieletrolitos carregados de maneira oposta
para formar a segunda monocamada por absorcdo. Esse processo € repetido até que as
multicamadas desejadas sejam formadas (CUI et al., 2015; VILLIERS et al., 2011).

No processo de montagem, a atracdo eletrostatica é a forca principal, mas ligacGes de

hidrogénio, interacfes hidrofdbicas, interacdes covalentes e interacdes bioldgicas tambem
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desempenham papel importante (CUI et al., 2015; VILLIERS et al., 2011). Uma variedade de
materiais como por exemplo, titanio, vidro e silicio, podem ser usados como substrato na
montagem sem alterar significativamente as propriedades fisicas e mecanicas do substrato.
Comparado a outros métodos, o LbL tem muitas vantagens: o processo de montagem é simples
e ndo requer equipamentos especiais; pode incorporar diversas moléculas mantendo a atividade
bioldgica, visto que os filmes sdo formados por interacOes eletrostaticas e sob condicGes
amenas, sendo possivel o controle da liberacdo local de moléculas através de ajustes nas
propriedades fisicas e quimicas dos materiais auto-montados.

Apesar de o processo de auto-montagem ser simples e leve, ele pode ser afetado por muitos
fatores, como a concentracdo e a forca idnica da solucdo de polieletrélito, pH, temperatura,
tempo de montagem, peso molecular e tamanho. Esses fatores afetam a morfologia, espessura
e outras caracteristicas bioldgicas do filme montado (SHI et al, 2017; VILLIERS et al., 2011).

Figura 14 — Esquema de automontagem de filmes finos por Layer by Layer
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Fonte: Adaptado de Xiang et al (2012).

Muitos polieletrolitos podem ser utilizados para formar as multicamadas, incluindo
polimeros, proteinas, acidos nucléicos, drogas e nanoparticulas inorganicas (SHUKLA,;
ALMEIDA, 2014). Exemplos comuns de polimeros sintéticos usados na montagem por LbL
incluem o poli(hidrocloreto de alilamina) (PAH) e poli(&cido acrilico) (PAA) que formam o
sistema PAH/PAA. Os filmes obtidos por estes polimeros também mostraram ser

biocompativeis e promover a adeséo celular por interagdes eletrostaticas (GUO et al., 2017). A
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principal vantagem em se utilizar esses polieletrolitos na preparacdo de filmes finos reside no
fato de que eles apresentam densidades de carga que podem ser alteradas pelo ajuste do pH da
solucdo de imersdo, o que permite o controle da espessura da camada e da organizacdo das
cadeias de polimero adsorvidas (MACHADO et al., 2009).

As biomoléculas podem se adsorver na superficie do titanio diretamente ou por meio de
agentes ligantes, como os polimeros. Estes revestimentos poliméricos sdo capazes de prolongar
a liberacdo das moléculas que estdo transportando, no meio em que foram inseridos. Por todas
as vantagens e inovacgdes tecnoldgicas descritas até aqui, a funcionalizacdo da superficie de
nanotubos de titanio tem sido uma estratégia aplicada para agregar ao biomaterial caracteristicas
das moléculas imobilizadas, como evitar a formacdo dos biofilmes causadores de infeccdes e

estimular a proliferacdo de osteblastos, favorecendo o processo de ossointegracao.

1.5.4 Recobrimento com Prata

Muitos estudos revelaram novas abordagens interessantes para modifica¢Ges de superficie,
com o objetivo de criar um ambiente antibacteriano nos implantes de titanio: cobrindo com
vidro bioldgico, ouro, prata, aplicacdo de antibidticos ou outras drogas antibacterianas na
composic¢do dos revestimentos, etc. Dentre estas, o recobrimento com particula de prata tem
sido reconhecido pela comunidade médica por sua eficacia antimicrobiana desde meados do
século XVIII. No entanto, somente na década de 1920 seu uso foi aprovado pela US Food and
Drug Administration (FDA). Com o descobrimento dos antibidticos, por volta de 1940, os
coloides a base de particulas metélicas acabaram sendo descartados. Todavia, as bactérias se
tornam cada vez mais resistentes aos antibidticos disponiveis no mercado, forcando a sintese
constante de novas drogas, o que na maioria das vezes ndo acompanha a velocidade de mutacdes
das bactérias e consequentemente, do aparecimento de cepas resistentes a estes compostos
(GIBBS, 1999). O efeito antimicrobiano da prata tem sido utilizado em 28 diferentes campos
da medicina como, por exemplo, na profilaxia da oftalmia neonatal, na cicatrizagéo de feridas
e em biomateriais (LIMA, 2011).

Na area de nanotecnologia, as nanoparticulas de prata (AgNPs) vém se destacando, pois seu
a diminuicdo do seu tamanho aumenta a area superficial aumentada fornecendo acéo
antimicrobiana sem causar efeito negativo nas propriedades mecéanicas do biomaterial
(PEULEN; WILKINSON, 2011). Além disso, as nanoparticulas sdo finamente dispersas e
podem circular pelas membranas celulares sem ocasionar danos aos organismos superiores,

visto que a concentracdo efetiva para a atuacdo contra microrganismos € de 0,1 pg/L e a
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concentracdo toxica para os seres humanos é de 10 mg/L (ZARPELON, 2013). Mesmo na
organizacao de biofilme, nos quais 0s microrganismos sao resistentes a agentes antibacterianos,
o0 tamanho pequeno das AgNPs possibilita a penetragdo nas membranas bacterianas, causando
dano ao DNA e morte celular (CHALOUPKA et al., 2010).

Embora varios mecanismos tenham sido propostos para acao antibacteriana das AgNPs, 0
modo exato de acdo ndo é completamente compreendido. De acordo com Marambio-jones e
Hoek (2010), os modos de acdo mais comuns podem ser: (1) A absorcao dos ions de prata livres,
causando a interrupc¢éo das moléculas de ATP e impedindo a replicacdo do DNA,; (I1) Formacéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS); (I11) Danos diretos @ membrana pelos ions de prata
(Ag"), resultando em lise celular. As diferentes etapas da agéo antimicrobiana das AgNPs estéo
exibidas na figura 15.

A acdo antibacteriana das AgNPs deve-se principalmente a liberacdo de ions Ag*. A
liberacdo de Ag*é mais alta quando AgNPs menores séo usados. Nanoparticulas na faixa de 1-
10 nm possuem interagdo direta com a superficie da membrana celular, alteram a
permeabilidade e causam danos as células (MORONES et al., 2005). Apesar de diversos
estudos demonstrarem a eficacia das AgNPs a comparacao entre os resultados € bastante dificil
devido a diferentes metodologias empregadas na producdo destas estruturas (meios e tempos
de liberagdo de ions Ag™, linhagens bacterianas, tipos e condi¢des de cultura). Na superficie de
implantes biomédicos, sabe-se que elas impedem a adesdo bacteriana e formacdo de bifilme.
Como resultado, a prata tem sido incorporada a superficie de uma variedade de dispositivos
médicos, tais como cateteres vasculares, urinarios, enxertos, suturas cirurgicas e dispositivos
de fixacdo de fratura. Para esta finalidade, nanoparticulas podem ser sintetizadas por diversas
rotas e incorporadas a superficie de biomateriais, sendo depositadas diretamente sobre a
superficie do dispositivo, ou aplicadas em um revestimento superficial polimérico (MEI et al.,
2014).
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Figura 15 — Possiveis modos de a¢éo antimicrobiana de nanoparticulas de prata

Célula Bacteriana

Morte celular

Fonte: Adaptado de Bapat et al. (2018)

Legenda: (A) Difusdo e absorcdo de nanoparticulas na célula bacteriana: Os ions Ag* causam destruicdo do
peptideoglicano da parede bacteriana e lisam a membrana celular. (B) Desestabilizacdo dos ribossomos: ocorre a
desnaturacdo dos ribossomos, inibindo a sintese de proteinas e causando a degradacdo da membrana plasmatica.
(C) Interacdo enzimatica: as AgNPs se ligam ao grupo sulfidrila (-SH) nas enzimas respiratorias e as desativam.
(D) Interrupcdo da cadeia de transferéncia de elétrons: as AgNPs interferem no transporte de elétrons, afetando a
via de sinalizagdo. (E) Espécies reativas de oxigénio (ROS): O dano mitocondrial induz a geragdo de ROS que
oxidam proteinas. (F) Danos no DNA: as AgNPs se ligam ao DNA, impedindo sua replicacdo e multiplicag&o,
causando apoptose. (G) Morte Celular: a formag&o de fossas e perfuragdes na membrana celular leva a liberagéo
de organelas celulares e morte celular.

1.6 Lectinas como agentes funcionalizantes de nanotubos de TiO2

Atualmente, o termo lectina é aplicado para denotar todas as proteinas ou glicoproteinas
que possuem, pelo menos, um dominio ndo catalitico e sdo capazes de se ligarem,
reversivelmente, a monossacarideos ou oligossacarideos especificos, sem alterar as suas
propriedades (LAM; NG, 2011). As lectinas podem ser encontradas em uma ampla gama de
organismos, desde de microrganismos a plantas e animais.

Por possuirem sitios especificos de ligacdo a carboidratos, as lectinas sdo capazes de
interagir com diversas moléculas dos fluidos bioldgicos e receptores de superficie celular,
agindo como decodificadores das informac6es trocadas entre moléculas, células e organismos
(MISQUITH et al 1994). Desta forma, estas proteinas vém sendo utilizadas na investigacdo

cientifica como uma ferramenta Gtil na avaliacdo e no entendimento de diversos sistemas



45

bioldgicos. Vérios estudos tém demonstrado o potencial bioldgico de diversas lectinas como
atividade antifingica, antivirais (BAINS et al., 2005), antimicrobiana (CARVALHO et al.,
2012), antibacteriana (NUNES et al.,2011), inseticida (MACEDO et al., 2007), mitogénica
(MACIEL et al., 2004), proliferativa (MELO et al., 2010), cicatrizante (MELO et al., 2011),
antitrombdtica e anticoagulante (SILVA et al., 2012). As lectinas sdo utilizadas também na
deteccdo de sorotipos do virus da dengue (OLIVEIRA et al., 2011) e no tratamento de
queimaduras de segundo grau (PEREIRA et al 2012).

O reino animal tem demonstrado ser um rico manancial para obtencéo de lectinas, servindo
como fonte para o isolamento e caracterizacdo dessas moléculas. A primeira atividade de lectina
animal, provavelmente, foi observada no veneno de serpentes, o qual foi capaz de promover a
aglutinacdo de eritrocitos humanos (KILPATRICK, 2002). Com base na estrutura molecular,
as lectinas animais podem ser classificadas em cinco principais categorias: tipo-C, tipo-S, tipo-
I, tipo-P e tipo-N (SHARON, 2004). As lectinas do tipo C sdo uma grande familia de lectinas
dependentes de Ca*? e desempenham papéis relevantes na sinalizacio celular, imunidade inata,
diferenciacdo e adesdo celular. No sistema imunoldgico humano, induzem a secrecdo de
citocinas e outros mediadores imunes, modulando assim a inflamacdo e a imunidade
(CHIFFOLEAU, 2018; PATIN et al., 2017). De acordo com as caracteristicas estruturais e
funcionais, as lectinas do tipo C podem ser subclassificadas em 17 grupos (do | ao XVII).

Os venenos de serpentes possuem uma variedade de proteinas, tais como serinoproteases,
fosfolipases, desintegrinas (LIMA et al., 2005), toxinas three-finger (3FTxs) (PAHARI et al.,
2007), metaloproteases e lectinas tipo-C (DOLEY; KINI, 2009). Lectinas foram isoladas do
soro de serpentes da familia Viperidade, Elapidae e Crotalidae. As lectinas do tipo C
encontradas em venenos de serpentes estdo incluidas no grupo VII e sua especificidade de
ligacdo € mais freqlientemente atribuida a galactose, mas também a manose (EBNER et al.,
2003). De acordo com sua estrutura e fungdes biologicas, essas proteinas podem ser
classificadas em dois subgrupos: lectinas tipo-C verdadeiras (CTLs), as quais contém um
dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) que se liga a agucar e aglutina eritrocitos;
e proteinas relacionadas com lectinas tipo-C com CRD incompleto e, portanto, apresentando
outras atividades bioldgicas contra os fatores de coagulagéo e plaquetas, afetando a hemostasia
(MORITA et al., 2004). Este segundo grupo foi renomeado para snaclecs (lectinas tipo-C de
venenos de serpentes) (CLEMETSON et al., 2009).
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1.6.1 Lectina do veneno de Bothrops leucurus (BIL)

A lectina do veneno da serpente Bothrops leucurus (BIL) é uma proteina da classe 3 de 30
kDa composta por duas subunidades de 15 kDa, com afinidade de ligagéo a galactosideos e foi
isolada e caracterizada por Nunes e colaboradores (2011). Estudos demonstraram que BIL
possui atividade bioldgica contra bactérias Gram-positivas (NUNES et al., 2011), linhas de
células tumorais (ARANDA-SOUZA et al., 2014; NUNES et al., 2012) e parasitas protistas do
género Leishmania (ARANDA-SOUZA et al., 2018). As variadas e relevantes atividades
bioldgicas da BIL fazem desta proteina um excelente modelo de estudo em diferentes campos
de pesquisa, como sinalizacdo celular, diferenciacdo celular, producdo de citocinas e outros
mediadores. Estas proteinas bioativas, que demonstram contribuicdo no processo de adesdo
celular como também acédo bactericida, podem ser candidatas a imobiliza¢do na superficie de

implantes, a fim de acelerar o processo de osseointegracdo e combater possiveis infecgdes.
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2 JUSTIFICATIVA

A rejeicdo a biomateriais representa um sério problema, ressaltando a necessidade de um
olhar mais atento aos mecanismos envolvidos na interacdo tecido-material. A modificacdo da
superficie dos implantes € uma estratégia comprovadamente eficiente na melhora dos processos
de adesao e proliferacdo celular. O objetivo deste trabalho é sintetizar nanotubos de didxido de
titanio e revestir sua superficie com polimeros, nanoparticulas de prata e a lectina BIL a fim de
melhorar a biocompatibilidade e suplantar os riscos de infeccdo associados ao uso de implantes.

Este estudo é uma continuacdo da nossa linha de pesquisa com biomateriais que comecgou a
ser desenvolvida durante o mestrado académico, cursado no proprio IAM. Além da dissertacdo,
0 projeto gerou resultados que foram formatados em um artigo cientifico aceito para publicagédo

em revista de circulacdo internacional.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a biocompatibilidade e a atividade bactericida de nanotubos de dioxido de
titdnio (TiO2) revestidos com nanoparticulas de prata e revestidos com lectina de Bothropus

leucurus.

3.2  Objetivos Especificos

a) Sintetizar e caracterizar nanotubos de TiO2 revestidos com nanoparticulas de prata e
revestidos com lectina de Bothropus leucurus;

b) Auvaliar os efeitos das modificacdes das superficies de nanotubos de TiO sobre adesdo
de osteoblastos humanos;

c) Avaliar os efeitos das modificacdes das superficies de nanotubos de TiO, sobre a
viabilidade celular de osteoblastos humanos;

d) Auvaliar os efeitos das modificagdes das superficies de nanotubos de TiO- sobre a
osteogenesis de osteoblastos humanos;

e) Avaliar o potencial bactericida das diferentes superficies de nanotubos de TiOs.
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4 METODOLOGIA

A metodologia utilizada compreendeu quatro etapas compreendidas em: Sintese,
Caracterizacdo, Avaliacdo da biocompatibilidade e atividade bactericida, conforme descrito nos

itens abaixo.

4.1 Sintese das amostras

As amostras foram fabricadas a partir de folhas de titanio de 0,5 mm de espessura com grau
de pureza de 99.6%. Antes da anodizacdo, as folhas passaram por um processo de limpeza, com
detergente neutro e acetona e, posteriormente, foram secas a temperatura ambiente. Os
nanotubos de TiO> foram formados pelo processo de anodizag¢do com eletrdlito a base de 89.3%
de etilenoglicol/ 0,7% de fluoreto de ambnia em &gua destilada sob um potencial de 30V por
30 minutos a 2A. As amostras foram anodizadas com uma relacéo de area entre os eletrodos de
Ti/Cude 1:1, com uma rampa de tensdo de subida de 5 segundos e descida 2 segundos (S5sD2s),
a temperatura ambiente. Apos a anodizagdo as amostras foram lavadas com agua destilada por
2 minutos em ultrasonicador.

As amostras anodizadas foram tratadas termicamente a 400°C por 3 h em pressdo
atmosférica ambiente com taxa de aquecimento e resfriamento de 10°C/minuto, com o objetivo
de cristalizar os nanotubos na fase anatase. Apds o processo, a folha de titanio foi cortada em
quadrados de 1cm?2.

4.1.1 Revestimento da matriz nanotubular de TiO2 com nanoparticulas de prata

Primeiramente, as amostras de nanotubos de TiO2 (NT-TiOz) foram incubadas por 10
minutos em uma solucgdo etandlica de hidroxido de sédio (NaOH) a 10% e subsequentemente
lavadas 3 vezes, por 2 minutos cada, em agua destilada. Este processo foi feito com o intuito
de conferir carga negativa as amostras. Em seguida, os nanotubos de TiO foram impregnados
com nanoparticulas de prata (AgNPs) através do método de dip coating de automontagem Layer
by Layer. A deposicdo foi realizada de forma automatizada utilizando o equipamento
StractoSequence VI (NanoStrata Inc.). Para a formacdo dos filmes finos foram preparadas

solucBes aquosas de poli-(hidrocloreto de alilamina) (PAH) e poli-(acido acrilico) (PAA), na
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concentracdo de 0,01M e pHs variados. O procedimento consistiu na deposi¢do de 7 ou 8
camadas de PAH e PAA sobre as amostras NTs-TiO2 negativas.

Para a funcionalizagdo com AgNPs, as amostras foram imersas em solu¢do aquosa de
acetato de prata (7 ou 10 mM) durante 1 hora e, entdo, removidas e lavadas 3 vezes em agua
destilada. Para a obtencdo das AgNPs a prata foi reduzida atraves da exposicéo a radiacdo UV
(365nm) por 12 horas.

4.1.2 Revestimento da matriz nanotubular de TiO2 com lectina de Bothropus leucurus

A lectina BIL, obtida do veneno da peconha Bothropus leucurus, foi purificada, gentilmente
cedida pela Dra. Mary Angela Aranda de Souza para do Departamento de Microbiologia do
Instituto Aggeu Magalhdes. Os métodos de purificagdo e caracterizagcdo foram descritos
previamentes por Nunes et al. (2011). A solucdo estoque da lectina foi preparada em tampao
Tris - HCI, pH 7,2, em uma concentracdo de 3 mg/mL e armazenada a -20°C. Para revestimento
das amostras, a BIL foi diluida em concentrages de 100 e 200 pg/mL em tampédo PBS e
impregnada na superficie das amostras de titanio de duas maneiras distintas: através do método
dip coating por Layer by Layer, e também pelo método de spin coating.

Para o método por dip coating, o processo de negativacdo da superficie e de automontagem
por Layer by Layer nas amostras de TiO- foi feito como descrito anteriormente. Apés esta etapa,
as amostras foram incubadas por 1 hora com 100 pL das diferentes concentracfes da lectina
para formacdo dos filmes.

Para amostras submetidas ao método do spin coating, o filme com as diferentes
concentracfes da lectina foi preparado logo apds o tratamento térmico das amostras. Este
processo foi realizado através do gotejamento de 100 pL da solugdo de lectina sobre as amostras
de TiO2, numa velocidade de 500 rpm seguida de uma aceleracéo de 2000rpm utilizando o Spin
Coater Model WS-650Mz-23 (Laurell Technologies Corporation).

4.2  Caracterizagdo das amostras

Para caracterizacdo das amostras, foram utilizadas as seguintes metodologias:
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4.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura de alta resolucdo (MEV)

A ultraestrutura das superficies dos nanotubos de TiO. foi analisada por microscopia
eletronica de varredura de alta resolucdo (FEG/EDS — Philips QUANTA 200F, com detector
EDAX).

4.2.2 Difracdo de Raios X (DRX)

A fase cristalina dos nanotubos de TiO2 e das AgNPs, foram identificadas utilizando-se um
difratbmetro de raios X (Bruker-AXS modelo D8Advance). As medidas de difracdo foram
coletadas a temperatura ambiente na geometria Bragg-Brentano 6-20, em um intervalo de 10°
a 50°, em angulo rasante de 0,5°, com radiacdo CuKo (A = 1,5406 A), utilizando um passo
angular de 0,05° e tempo de integracdo de 2 segundos por ponto. Os difratogramas obtidos
foram comparados com as fichas cristalograficas correspondentes e confrontados com dados

anteriores de nosso grupo obtidos no Laboratorio Nacional de Luz Sincroton (LNLS).

4.2.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros foram obtidos entre 4000 e 400 cm™ com um espectrémetro de infravermelho
FT-1V Bruker modelo Vetex 70 por ATR empregando um cristal de Germanio. Antes da
aquisicdo de cada espectro da amostra, o cristal ATR foi limpo usando acetona e entdo realizado
um espectro chamado “branco”, empregando o cristal sem amostra. Os sinais foram calculados

sobre 16 scans, com resolucéo de 4 cm™,

4.2.4 Medidas Eletroguimicas

Os dados das analises eletroquimicas foram obtidos utilizando Potenciostato Autolab
PGSTAT302N (Metrohm) controlado por computador através do software Nova 2.0. As
analises foram realizadas em uma célula de trés eletrodos, utilizando as amostras suportadas no
substrato de Titanio metalico como eletrodo de trabalho, contra eletrodo de Platina e eletrodo
de referéncia de Ag/AgCl (3,0 M KCI). O eletrolito consistiu de uma solugéo de fluido corporal
simulado (FCS) na concentragédo 1,5, preparado de acordo com o método de Kokubo (2006),
sendo aplicado a uma area controlada de 1 cm? das amostras. Nas analises de Espectroscopia

de Impedancia Eletroquimica (EIE) foi utilizado a faixa de frequéncia de 10 Hz a 10° Hz, com
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amplitude de onda pico a pico de 10 mV. Para as anélises de polarizacéo ciclica potencio-
dindmica as varreduras foram realizadas na faixa de -0,5 V (vs Ag/AgCl) a +0,9 V (vs
Ag/AgCI). A taxa de varredura foi de 10 mV/s.

4.3 Avaliacdo da Biocompatibilidade

ApoGs sintese e caracterizagdo, todas as amostras foram testadas mediante células de
osteosarcoma humano sob diversos protocolos, para avaliagdo da biocompatibilidade in vitro.

4.3.1 Cultivo das células de osteosarcoma humano.

Para a investigacdo da biocompatibilidade in vitro, a linhagem celular de osteosarcoma
HOS (ATCC® CRL-1543™) foi mantida em estufa a 37°C e 5% de CO2, em meio MEM
suplementado com 10% de SFB e utilizada como modelo de células osteoblasticas humana em
todos 0s experimentos. Para todos os ensaios bioldgicos foi usada uma densidade de 1x10*
células/ mL suspensas em meio MEM. As células foram entdo foram distribuidas sobre as
amostras em placas de 24 pocos nas condic@es de cultivo descritas acima e incubadas a 37°C e
5% COz por diferentes intervalos de tempo que variaram entre 1 e 7 dias de cultivo. Previamente
a incubagdo com as células, as amostras de NTs-TiO2 foram esterilizadas por exposi¢do a UV
por 15 minutos.

4.3.2 Avaliacéo da citotoxicidade da lectina BIL

A citotoxicidade da lectina BIL isolada foi avaliada ap6s 7 dias de incubacéo, pelo método
do MTT. Esta técnica tem como principio a reducdo do MTT por redutases mitocondriais em
células metabolicamente ativas, com a formacdo de cristais que sdo solubilizados em DMSO e
analisados espectrofotometricamente. Para tal, células HOS foram aderidos em placas de 96
pocos por incubacdo overnight. Apds esse periodo, 0 meio foi removido e as células incubadas
na presenca de diferentes concentracdes da lectina BIL, previamente diluida em meio de cultura
fresco. Apos 7 dias de incubagdo, o meio foi retirado e foram adicionados a cada pogo 100pl
de meio de cultura sem vermelho de fenol suplementando com 10% de SFB e 10 ul de MTT
(5mg/mL). A placa foi incubada novamente em estufa de 37°C e 5% de CO>, no escuro. Apos

3 horas, a solugdo MTT- meio foi retirada e 100ul de DMSO foram adicionados para solubilizar
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0 precipitado. As placas foram agitadas por 15 minutos e a absorbancia foi medida a A=595nm
no espectrofotdbmetro. Osteoblastos incubados apenas com meio de cultura foram utilizados

como controle.

4.3.3 Teste de Adesdo

A fim de avaliar a capacidade de adesdo das celulas na superficie das amostras, células HOS
foram cultivadas por um periodo de 24 horas sobre o titanio, contendo ou néo, os diferentes
tratamentos, descritos acima. Apos a incubacéo, os sobrenadantes foram aspirados e as células
aderidas as superficies foram lavadas com PBS, fixadas utilizando uma solucdo de 3,7%
formaldeido por 10 minutos e permeabilizadas com 0,1%Triton X-100 por 5 minutos a
temperatura ambiente. A marcacdo dos filamentos de actina foi feita com rodamina faloidina
(Life Technologies Corporation) por 20 minutos, seguida de duas lavagens com PBS a
temperatura ambiente. Para visualizacdo dos nucleos, as células foram marcadas com 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI; Invitrogen) por 5 minutos, seguida de mais duas lavagens
com PBS a temperatura ambiente. As amostras foram visualizadas no microscopio de
fluorescéncia ZEISS Observer Z.1 ApoTome. A quantificacdo do namero de células aderidas
sobre a superficie de cada amostra foi feita por contagem dos nucleos, identificados pela
marcagdo com DAPI, utilizando o software ImageJ 1.48v. Para tal, foram analisadas imagens
de dez campos aleatdrios por amostra em um aumento de 10x. O nimero de células aderidas

em cada amostra foi estimado pela média destas contagens.

4.3.4 Avaliacdo Morfoldgica

Para observar o efeito das diferentes modificacbes da superficie do titanio sobre a
morfologia celular, células HOS foram cultivadas sobre o titdnio submetido ou ndo aos
diferentes tratamentos por um periodo de 24 horas. Ap6s a incubagdo, as amostras foram
lavadas em PBS, fixadas em solucéo de 2,5% glutaraldeido+0,1M tampdo cacodilato de sodio
por duas horas, lavadas e pds-fixadas em uma solugdo de 1% tetroxido de 6smio +0,8%
ferricianeto de potéassio+5mM de CaCl, em 0,1M tampéo cacodilato de sodio por 1 hora, no
escuro. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol
(30%, 50%, 70%, 90% e 3x 100%), secas em aparelho de ponto critico, metalizadas com ouro
(15 nm) e observadas em microscopio eletrénico de varredura (FEG/EDS — Philips QUANTA
200F, com detector EDAX).
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4.3.5 Andlise da Viabilidade Celular

A viabilidade das células cultivadas sobre as diferentes superficies de titanio foi avaliada
através do método do MTT. Esta técnica tem como principio a reducdo do MTT por redutases
mitocondriais em células metabolicamente ativas, com a formacgdo de cristais que s&o
solubilizados em DMSO e analisados espectrofotometricamente. Apo6s o cultivo das células
por 72 horas sobre as superficies de NTs-TiO2, o meio foi retirado e foram adicionados a cada
pogo 500ul de meio de cultura sem vermelho de fenol suplementando com 10% de SFB e 50ul
de MTT (5mg/mL). A placa foi incubada novamente em estufa de 37°C e 5% de COz, no escuro.
Apo6s 3 horas, a solugdo MTT- meio foi retirada e 500ul de DMSO foram adicionados para
solubilizar o precipitado. As placas foram agitadas por 15 minutos, e a reacdo transferidas para

placas de 96 pogos para medida da absorbancia a A=595nm no espectrofotémetro.

4.3.6 Avaliacdo do Potencial Osteogénico

O efeito dos diferentes tratamentos da superficie dos NTs-TiO2 sobre a capacidade das
células HOS aderidas de formar uma matriz 6ssea, foi avaliada através da deteccdo da atividade
da enzima fosfatase alcalina. Apos 72 horas de cultivo sobre as estas superficies, as amostras
de TiO2 foram lavadas trés vezes com PBS, transferidas para uma nova placa de 24 pocos. As
células foram entdo lisadas em solucdo por ciclos de congelamento/descongelamento em
solugdo contendo 0,5% Triton X-100 diluido em PBS. O lisado celular foi entdo aspirado e
centrifugado a 10.000g por 5 minutos. Aliquotas do sobrenadante foram coletadas e usadas para
quantificacdo da atividade da enzima utilizando o kit de Fosfatase Alcalina (Labtest, Sdo Paulo,
Brasil), segundo recomendacéo do fabricante. Neste método, a fosfatase alcalina presente na
amostra hidrolisa a timolftaleina monofosfato liberando timolftaleina, que tem cor azul em meio
alcalino. A cor formada, diretamente proporcional a atividade enzimatica, foi medida em 590
nm utilizando o espectrofotdmetro Multiskan GO (Thermo Scientific).

A fosfatase alcalina sintetizada pelos osteoblastos foi calculada tomando como referéncia a
absorbancia da solucéo-padréo (45U/L) que foi medida em paralelo aos testes. Os resultados
foram expressos em U/L, unidade que corresponde a quantidade de enzima que liberam por

hidrolise, 1 uM de timolftaleina por minuto, por litro de solucdo nas condi¢des do teste.
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4.3  Investigagdo da Atividade Bactericida

A atividade bactericida das amostras foi avaliada, utilizando Staphylococcus aureus como
modelo. As amostras foram testadas através de uma adaptacao da técnica de difusdo em disco
em Agar descrita por Bauer et al. (1966). Essa adaptacéo consiste na substituicdo dos discos de
inibicdo impregnados com antibidticos pelas amostras de titdnio contendo nanotubos
impregnados com AgNPs ou lectina, bem como os controles. Os didmetros das zonas de
inibicdo por difusdo de disco foram analisados apds 24 horas de incubacéo a 37°C.

4.4  Analises Estatisticas

As andlises de carater quantitativo foram realizadas em dois experimentos
independentes em triplicata. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prisma 5.0. Os dados experimentais foram expressos como sendo a média dos valores
+ erro padrdo da média, submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo pds-teste
de Bonferroni para compara¢Ges multiplas ou teste t de student quando apenas um parametro

foi comparado entre dois grupos, sendo adotado um nivel de significancia de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Padronizag&o das amostras revestidas com Ag

A fim de obter uma padronizagéo e otimizacdo das amostras de nanotubos de TiO2 (NT-
TiO2) revestidas com nanoparticulas de prata (AgNPs), apds o processo de anodizacdo as
amostras foram submetidas ao revestimento com os polimeros PAH e PAA em diferentes
condi¢cdes de pH e numero de camadas, conforme tabela 1. Apds esse processo, todas as
amostras foram impregnadas com uma solucao de acetato de prata & 7mM e expostas por 12
horas a luz UV para formac&o das nanoparticulas.

Tabela 1 — Condigdes dos diferentes protocolos utilizados para padronizagdo das amostras revestidas com Ag

pH PAH pH PAA Total de layers
Modo 1 4,5 75 7
Modo 2 45 75 8
Modo 3 7,5 4,5 7
Modo 4 7,5 4,5 8

Fonte: A autora

O processo de anodizacgdo, seguido do tratamento térmico mostrou-se eficiente na sintese
de NTs-TiO2 (Figura 16. 1A-1B). A anélise ultrasetrutural por MEV mostrou que este processo
foi capaz de produzir uma estrutura compacta e nanoestruturada tubular homogénea de diametro
médio de 73,8 nm. Os diferentes protocolos utilizados para impregnacdo da Ag sobre a
superficie dos NTs-TiO2 ndo alteraram esse padrdo. Em todas as condi¢cdes experimentais
(Tabela 1) houve formacéo e impregnacdo de AgNPs. As imagens obtidas por MEV de elétrons
retroespalhados (RE) mostraram a presenca dessas AgNPs monodispersas, em sua maioria
esféricas e de escala nanomeétrica sobre todas as superficies (Figura 16. 2A-5B). No entanto, a
depender do modo de preparo (1-4) houve diferengas visuais em relacdo ao tamanho e
guantidade e AgNPs. No Modo 4, as nanoparticulas formadas estdo visualmente em maior
quantidade, além de assumirem tamanhos irregulares e com distribuicdo heterogénea sob a
superficie, causando inclusive o acimulo dessas AgNPs em alguns pontos da amostra (Figura
16. 5B).
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Figura 16 — Nanotubos de TiO, impregnados com Ag por diferentes protocolos e reduzidos 12h por luz UV

)

ey O

Fonte: A autora

Legenda: Legenda: Imagens de MEV (coluna esquerda) e de elétrons retroespalhados (RE, coluna direita), das
amostras de NTs-TiO, sem revestimento (1A — 1B) e produzidas pelo Modo-1 (2A — 2B); Modo 2 (3A — 3B);
Modo 3 (4A - 4B); Modo 4 (5A - 5B). As marcac¢des destacam as nanoparticulas de prata. Barra: 1um.
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A caracterizagdo das amostras em relagdo a sua composicdo quimica, foi feita por
espectroscopia de energia dispersiva (EDS). Nesta metodologia, a medida que uma sonda de
elétrons varre a amostra, raios-X caracteristicos sdo emitidos e medidos. Cada espectro EDS
registrado € mapeado para uma posicao especifica na amostra. A posi¢ao dos picos no espectro
identifica o elemento, enquanto a intensidade do sinal corresponde a concentracdo do elemento
Independentemente do modo de preparo das particulas sobre 0s NTs-TiO>, os espectros gerados
pelo EDS mostram a presenca dos picos relativos a presenca de titanio (Ti) e de prata (Ag) sem

a presenca de contaminantes. (Figura 17).

Figura 17 — Espectros de EDS de nanotubos de TiO, impregnados com Ag por diferentes protocolos
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Fonte: A autora
Legenda: Espectros das amostras produzidas pelo (A) Modo-1; (B) Modo 2; (C) Modo 3; (D) Modo 4.

Para avaliar quais dos modos de sintese e impregnacao da prata sobre a superficie dos NTs-
TiO> era mais favoravel a adesdo celular, no6s realizamos um ensaio piloto de
citocompatibilidade sobre estas superficies. Para este teste, células HOS foram cultivadas por
24 horas sobre 0os NTs-TiO2 modificados. Apos este periodo as células aderentes foram
incubadas com sondas fluorescentes, rodamina-faloidina e DAPI para identificagdo dos

filamentos de actina e do ndcleo, respectivamente. As imagens obtidas por microscopia de
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fluorescéncia mostraram que as amostras do Modo-1 e Modo-2 de modificagdo dos nanotubos
favoreceram a adesdo celular (Figura 18A-B) e a rapida colonizacdo destes substratos. Apds
24 horas de cultivo, uma monocamada celular com pouco espaco entre as células ja podia ser
observada. Nestas superficies, as células assumiram forma fusiforme a poligonal com acumulo
de actina em pontos focais célula-célula e célula-substrato. Interessantemente, em algumas
regides do modo 2, as celulas assumiram uma estrutura concéntrica altamente organizada,
semelhante a organizacdo celular no tecido 6sseo. Por outro lado, poucas células puderam ser
observadas sobre as superficies 3 e 4 (Figura 18C-D). Além de ndo favorecer a adeséo estas
superficies provavelmente foram citotoxicas para as células, uma vez que as poucas células,
aderidas a estas superficies, apresentavam encurtamento do corpo celular e consequentemente
dos filamentos de actina, principalmente no modo 4 de preparo. Sinais de fragmentacdo do
nucleo, indicativos de morte celular, também puderam ser observados.

Levando em consideracdo o conjunto de resultados alcancados, o Modo 2 foi escolhido
como modelo para produgdo das amostras revestidas por prata. Além de ter possibilitado a
producdo de uma amostra revestida com filmes finos de PAH/PAA e AgNPs impregnadas
eficientemente em sua superficie, as amostras produzidas por este modo favoreceram a adesao
e uma maior organizacdo das células HOS sobre o substrato como observado nas imagens de
fluorescéncia. Este protocolo também foi o Unico que apresentou AgNPs no estado inico,
caracteristica importante para a atividade bactericida, como revelado pelas analises de DRX.
Os difratogramas obtidos identificaram reflexdes referentes a fase anatase do titanio e do TiO>
de acordo com as fichas 21-1272 e 44-1294, respectivamente. Os 4 tipos de amostras mostraram
a presenca de prata em sua forma iénica (Ag") apenas no Modo 2. Para 0s demais modos,
caracteristicas para Ag (0) foram identificadas nas reflexdes de Bragg de acordo com a ficha 2-
1098 do software Search-Match (dados ndo mostrados)

O protocolo desenvolvido no modo 2 também sera utilizado para adsor¢do da lectin BIL as

superficies dos NTs-TiOs.



Figura 18 — Avaliacdo da adesdo das células HOS sobre as amostras impregnadas com Ag por diferentes
protocolos.

C

Fonte: A autora

Legenda: Células HOS cultivados por 24h sobre amostras produzidas pelo (A) Modo-1; (B) Modo 2; (C) Modo
3 e (D) Modo 4. As células foram marcadas com rodamina-faloidina (canal vermelho) e DAPI (canal azul), para
visualizacdo dos filamentos de actina e do nlcleo, respectivamente Barra: 200um. Nota: Em (A) a presenga de
uma monocamada continua sem aparente organizacdo, enquanto em (B) podemos observar a formagdo de uma
estruturas em semelhantes a trabéculas dsseas (*).

5.2 Padronizacéo das amostras revestidas com BIL

A fim de determinar a faixa concentragéo da lectina a ser aplicada sobre os NTs-TiO2torna-
se necessario determinar o potencial citotdxico desta proteina sobre as células HOS. Desta
forma, no6s realizamos um ensaio piloto para avaliar a citotoxidade da lectina de Bothropus
leucurus (BIL) isolada sobre as células HOS. Para isso as células foram cultivadas por 7 dias
(tempo maximo proposto para 0s testes in vitro), na auséncia ou presenca de diversas
concentragdes de BIL (15,63 e 250 pg/mL). Nenhuma das concentracgdes testadas apresentou
citotoxicidade para células HOS acima de 50% em relacdo ao controle sem tratamento, no

entanto o um aumento dose-dependente na citotoxidade pode ser observada, com taxas variando
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de 5,7 e 41,7 %, para a menor e maior concentracdo testada, respectivamente (Gréafico 1). A
ICs0, concentragdo que inibe a viabilidade celular em 50%, foi estimada em 253,2 + 16,99
pg/mL. Desta forma, escolhemos trabalhar com as concentracfes de BIL de 100 e 200 pg/mL
de forma a garantir uma boa quantidade de proteina a ser adsorvida sob a superficie dos NTs-

TiO2, em uma concentracdo da lectina abaixo do valor da ICso.

Gréfico 1 — Citotoxicidade da lectina BIL sobre células HOS

100 -

Citotoxicidade (%)
hn ~1
< wn

(W]
wh
I
]

15,63 31,25 62,5 125 250
(ng/mL)
Fonte: A autora
Legenda: Efeito citotoxico da lectina BIL sobre osteoblastos, apds 7 dias de incubagdo. O controle, células HOS

sem tratamento, foi considerado como tendo 100% de viabilidade. As barras representam a média + DP de dois
experimentos em triplicata.

5.3 Sintese e Caracterizacao das superficies modificadas de TiO2 pés-padronizacao

Tendo em vista que as nossas condi¢cdes de padronizagdo se mostraram eficientes na
modificacdo dos NTs-TiO2, promovendo a adesdo das células HOS, esses parametros foram
utilizados para uma caracterizacdo mais detalhada das diferentes superficies. O processo de
LbL, utilizado para a deposicdo dos polimeros PAH e PAA, foi capaz de formar filmes
ultrafinos que nédo prejudicaram a morfologia dos nanotubos, nem a incorporacao de prata a
superficie (Figura 19C). Para a obtencdo das AgNPs, foram utilizadas duas concentracdes de
acetato de prata, 7 e 10 mM. Nas imagens obtidas por MEV ¢é possivel notar que visualmente
as amostras que foram tratadas com 7mM de acetato de prata, mostraram um maior numero de
AgNPs depositadas em sua superficie quando comparadas as recobertas com 10mM. Para as

duas concentracbes de acetato de prata, as nanoparticulas mostraram uma distribuicao
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uniforme, apresentando-se como particulas monodispersas sobre as superficies, sem interferir
com a morfologia e estrutura dos nanotubos (Figura 19D-E).

Para adsorcdo da BIL nos NTs-TiO., utilizamos duas metodologias diferentes. A
primeira técnica utilizada foi a do LbL, com deposicao dos polimeros PAH/ PAA, conforme
protocolo adotado (Modo 2, Tabela 1) e concentragdes finais da lectina de 100 e 200 pg/mL,
impregnadas por dip coating. A segunda metodologia utilizada foi a de spin coating. Por essa
técnica ndo ocorre a deposicdo prévia do polimero e a lectina é adsorvida diretamente sobre a
matriz de NTs-TiO>. De forma semelhante as condigdes de padronizacéo, as analises por MEV
demonstraram que a deposi¢do da BIL, qualquer que tenha sido a técnica utilizada, néo alterou
a morfologia dos nanotubos, sugerindo a formagdo de um filme fino da lectina sobre estas
amostras, (Figura 19F-G).

Para comprovar, a natureza quimica e pureza das amostras de NTs-TiOz, foi realizada a
andlise de EDS. Como era de se esperar, a amostra de titanio comercialmente puro, apresentou
essencialmente apenas os picos correspondentes ao Ti. J& nas amostras anodizadas e revestidas
com PAH/ PAA pode-se observar os picos correspondentes ao titanio (Ti), oxigénio (O) e
carbono (C), sendo este ultimo o principal componente quimico dos polimeros. Além destas
moléculas um pico adicional pode ser observado nas amostras impregnadas por Ag,
confirmando sua incorporagdo a superficie da amostra. Nas amostras revestidas por BIL, a
presenca de picos correspondentes ao sddio (Na), cloro (CI) e fésforo (P) — componentes
majoritarios do PBS, utilizado para diluir a lectina, também puderam ser observados (Figura
20).
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Fonte: A autora
Legenda: (A) Titanio comercialmente puro; (B) Nanotubos de TiO; (C) Nanotubos de TiO; revestidos com
PAH/PAA; (D) Nanotubos de TiO, com AgNPs, 7mM; (E) Nanotubos de TiO, com AgNPs, 10 mM. Barra:
1pm.(F) Nanotubos de TiO. impregnados com BIL, 200pg/mL por dip coating; (G) Nanotubos de TiO:
impregnados com BIL, 200ug/mL por spin coating, Barra: 500nm. As setas destacam as nanoparticulas de Ag.



Figura 20 — Espectros de EDS para diferentes amostras de titanio
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Fonte: A autora

Legenda: (A) Titdnio comercialmente puro; (B) Nanotubos de TiO; revestidos com PAH/PAA; (C) Nanotubos de
TiO2 com AgNPs, 7mM; (D) Nanotubos de TiO, AgNPs, 10 mM; (E) Nanotubos de TiO, impregnados com BIL,
200ug/mL por dip coating; (F) Nanotubos de TiO, impregnados com BIL, 200ug/mL por spin coating.
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Para uma confirmacdo mais detalhada da incorporacdo dos diferentes elementos usados na
modificacdo da superficie do TiO2, as amostras foram submetidas a anélise pela técnicade FTIR
por ATR. Nossos resultados mostraram que o titanio puro (Ticp), apresentou somente uma
pequena absorgao na regido de 500 cm, relacionada as ligagGes naturais do metal. As amostras
anodizadas (NTs-TiOz2), por sua vez, apresentaram a formacao de outras regifes de absorcéo.
Os picos observados entre 400 e 1000 cm™ correspondem a regifo de impressdo digital e sdo
relacionados aos estiramentos da ligacdo Ti-OH. Por isso, este pico deve ser observado em
todas as amostras que contém NT-TiO2, com maior ou menor intensidade dependendo da
efetividade da modificacdo superficial. No grupo NT-TiO> foram observados picos em 1063
cm?, 1125 cm?, 1324 cm? e 1462 cm-1, sendo referentes aos estiramentos dos grupos
carboxilato, ligacdo C-N e os dois ultimos aos estiramentos da ligacdo C-O do 4cido
carboxilico, indicando provavelmente residuos do processo de anodizacdo. Esses mesmos
grupos foram encontrados com maior intensidade no espectro da amostra PAH/PAA, sendo
relativos a deposicdo dos polimeros pelo método Layer by layer. Os picos em 1404 cm
(estiramento antissimétrico dos grupos CO®* e HCO?), 1554 cm™ (flexdo simétrica da ligacio
N-H), 1633 cm™ (flexdo assimétrica da ligagdo N-H) e 2930 cm™ (estiramento da ligagdo N-H)
reforcam essa teoria. A grande banda de absorcdo observada em torno de 3300 cm-1 é relativa
ao estiramento da ligacdo O-H, j& esperada nas amostras contendo PAH/PAA, uma vez que

foram preparadas apds imersdao em solucdo aquosa (Figura 21A).

Como as amostras de PAA/PAH também foram impregnadas com AgNPs ou BIL, a maioria
dos picos destacados anteriormente foram observados, com leve varia¢do na posicdo de
algumas bandas de absorcéo, conforme figura 21B. A auséncia dos picos em 1324 cm™ para as
amostras contendo AgNPs e dos picos em 1404 cm™ e 1554 cm™ para todas as amostras
analisadas podem ser um indicativo de que os grupos funcionais representados por tais bandas
de absorcdo (C-N, C-O e N-H, respectivamente) estdo envolvidos na ligacdo quimica dos

polimeros PAA/PAH com a prata e a lectina impregnadas por dip coating.

A analise por FTIR das amostras revestidas com diferentes concentragdes da lectina BIL
por spin coating (BIL 100Sc e BIL200SC) permitem observar que este metodo foi mais eficiente
para realizar a adsorcédo da lectina, uma vez que o perfil de bandas apresentado em BIL100SC
e BIL200SC coincidem com as anélises da lectina BIL isolada (BIL 1,5 mg/mL). As bandas
identificadas correspondem ao estiramento da ligagcdo O-H em 3290 cm™, a presenca do sal de
amina em 2123 cm™, e ao estiramento vibracional da ligagdo C=0 em 1636 cm™. A presenca

da ligacdo C-Cl, identificada em 579 cm™, pode estar relacionada ao método de preparagio e
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diluicdo da lectina, cujas solugdes base possuem cloreto. Também foram observados pequenos
picos em 1035 cm™ e 1076 cm™, os quais estéo relacionados as ligagdes P-O e P-C. Ja os picos

em 980 cm™ e 921 cm s&o referentes & ligacio C-H fora do plano (Figura 21C).

Figura 21 —FTIR dos diferentes grupos de amostras
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Fonte: A autora

Legenda: Espectroscopia de FTIR para amostras de (A) Titanio puro, nanotubos de TiO e nanotubos de TiO2
recobertos com PAA/PAH; (B) Nanotubos de TiO; recobertos com diferentes concentracfes de prata e de BIL por

dip coating; (C) Lectina BIL livre e Nanotubos de TiO; recobertos com diferentes concentracGes de BIL por spin
coating.
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Para averiguarmos a eficiéncia da incorporacdo das solucGes sobre NT-TiO2 foram
realizadas também ensaios de medidas eletroquimicas. As analises de polarizag&o ciclica foram
realizadas em meio contendo uma solucao de fluido corporal simulado (FCS) 1,5, de acordo
com o método de Kokubo (2006).

Inicialmente os NTs-TiO: e as placas de titanio puro foram avaliadas isoladamente por
polarizagdo ciclica (Figura 22A). As amostras NTs-TiO2 mostraram um aumento da corrente
de corrosdo devido ao aumento da area e consequentemente das reacdes superficiais. As curvas
de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) confirmaram a maior resisténcia a
corrosdo da placa de titanio em relacdo ao NTs-TiOz (Figura 22B). Além disso, indicaram a
presenca de diferentes mecanismos de transportes de carga na placa de titanio e nos NTs-TiO>
(Figura 22C). Para os NTs-TiO> foram encontradas duas interfaces de transferéncia de carga,
a primeira associada as maiores frequéncias e transportadores mais rapidos, e a segunda em
menores frequéncias indicando transportes mais lentos. Assim, os NTs-TiO, atuam como
transportadores rapidos de elétrons, formando uma interface de acimulo de carga, enquanto as
trocas de carga entre superficie e solucdo estdo associadas aos transportes lentos. Como as
placas de titanio ndo possuem transportadores rapidos de nanotubos, apresentam apenas a

interface superficial com transferéncias mais lentas (menores frequéncias).



68

Figura 22 — Curvas de polarizacdo ciclica e impedancia para amostras de titanio puro e nanotubos de TiO;
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Fonte: A autora

Legenda: (A) Curva de polarizacao ciclica; (B) Grafico de Nyquist e (C) Grafico de Bode para amostras de titanio
puro (em preto) e NT- TiO2 (em vermelho).

A anélise das amostras de NTs-TiO2 contendo AgNPs em diferentes concentracdes (Figura
23A) mostrou uma relacdo dose-dependente com o aumento da resisténcia a corrosdo devido a
capacidade redutora da Ag. A regido passiva do grafico mostrou comportamento mais uniforme
para as amostras com maiores concentracdes de Ag, indicando um filme com melhores
propriedades fisicas. Estes dados sdo corroborados pelo grafico de Nyquist que mostrou a maior
resisténcia a corrosdo das amostras de NTs-TiO, recobertas com maior concentracdo de Ag
(Figura 23B). As curvas bode indicam uma possivel cobertura e protecdo dos nanotubos contra

corrosdo devido ao aparecimento de Unicos transportadores em frequéncias maiores (Figura
23C).
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Figura 23 — Curvas de polarizagéo ciclica e impedancia para amostras de nanotubos de TiO e recobertas com Ag
em diferentes concentracdes.
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Fonte: A autora

Legenda: (A) Curva de polarizagdo ciclica; (B) Grafico de Nyquist e (C) Gréfico de Bode para amostras NT-
TiO2 (em preto), e revestidas com AgNPs 7mM (em azul) e com AgNPs 10mM (em vermelho).

As amostras de NT foram recobertas com a lectina BIL em diferentes concentracdes pela
metodologia dip coating. Por possuir capacidade de interacéo, a lectina BIL promoveu reacfes
com o meio FCS, solucgéo utilizada e que simula a composi¢do dos fluidos corporais. Dessa
forma, quando em contato com a solu¢do de FCS 1,5, parte da lectina é inicialmente utilizada
para reagir com o FCS, e o restante da lectina fica na superficie dos nanotubos de TiO; e forma
uma fina camada protetora. Portanto, as amostras com BIL 100ug/mL mostraram menor
resisténcia a corrosdo de todas, enquanto a amostra de maior concentragdo, BIL 200ug/mL,
aumentou a resisténcia a corrosao em relacdo aos NT-TiO (Figura 24A). De forma similar, o
aumento da corrosdo proporcional a concentragdo da BIL também pode ser demonstrado pela
curva Nyquist (Figura 24B). A curva de Bode, reforca os dados obtidos indicando um
recobrimento dos nanotubos pela lectina (Figura 24C).
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Figura 24 — Curvas de polarizacdo ciclica e impedancia para amostras de nanotubos de TiO; e recobertas com
diferentes concentrac@es da lectina BIL por dip coating
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Fonte: A autora

Legenda: (A) Curva de polarizacdo ciclica; (B) Gréafico de Nyquist e (C) Gréfico de Bode para amostras de
nanotubos de TiO, (em preto) e revestidas com BIL 100ug/mL (em azul) e com BIL 200pg/mL (em vermelho) por
dip coating.

Um comportamento similar ao grupo BIL dip coating, foi encontrado para NTs-TiO:
recoberta com BIL200 por spin coating com uma relacdo diretamente proporcional entre a
concentracdo e a protecdo conferida pelo filme formado pela lectina sobre os NTs-TiO», e
consequentemente maior resisténcia a corrosao. O potencial de formacao do filme passivo ndo
foi alterado, indicando que os diferentes filmes possuem caracteristicas similares (Figura 25A).
O grafico de EIS Nyquist corrobora com estes dados (Figura 25B). Curiosamente, a amostra
de menor concentragdo mostrou um melhor recobrimento pelo aparecimento de Unicos

transportadores na curva Bode (Figura 25C).
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Figura 25 — Curvas de polarizacdo ciclica e impedancia para amostras de nanotubos de TiO; e recobertas com
diferentes concentrac@es da lectina BIL por spin coating
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Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: (A) Curva de polarizagdo ciclica; (B) Grafico de Nyquist e (C) Gréfico de Bode para amostras de
nanotubos de TiO; (em preto) e revestidas com BIL 100ug/mL (em azul) e com BIL 200ug/mL (em vermelho) por
spin coating.

Analisando os parametros de cada processo de deposicdo da lectina, podemos indicar que o
sistema mais eficiente para resistir as reaces de corrosdo foi associado ao NT-TiO.-BIL 200
pg/ml por spin coating. O processo mostrou ser mais eficaz na cobertura e protecdo dos

nanotubos das reac6es de dissolucdo superficial.

5.4 Avaliacao da Biocompatibilidade

Para os testes de biocompatibilidade foram estudados os seguintes grupos: (1) Titanio cp,
(2) NTs-TiO2 sem tratamento de superficie, (3) NTs-TiO+PAH/PAA (Modo 2, Tabela 1), (4)
NTs-TiO2 impregnados com Ag 7mM, (5) NT-TiO2 impregnados com Ag 10mM, (6) NTs-
TiO2 + BIL 100pg/mL por dip coating, (7) NT-TiO2 + BIL 200ug/mL por dip coating, (8) NT-
TiO2 + BIL a 100pg/mL por spin coating, (9) NT-TiO. + BIL a 200pug/mL por spin coating.
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5.4.1 Avaliacéo da adeséo celular

Para os testes de adesdo, as células HOS foram levadas a interagir por 24 horas com 0s
diferentes grupos de amostras e ap6s esse periodo tiveram os filamentos de actina do
citoesqueleto marcados com rodamina-faloidina que emite fluorescéncia no comprimento de
onda correspondente ao vermelho, e os nucleos marcados com DAPI que emite fluorescéncia
na faixa correspondente ao azul. Com as imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia, foi
feita a quantificacdo de células HOS aderidas sobre cada amostra. A média obtida de cada
contagem foi comparada a média dos grupos controle. Os resultados em porcentagem, exibidos
no grafico 2, ilustram um aumento significativo da adeséo celular em todas as amostras quando
comparadas com o titanio puro (Ticp). No entanto, quando comparado ao grupo dos NTs-TiO>
as respostas foram bastante distintas entre os grupos cujas superficies foram modificadas. Os
grupos TiO2+PAH/PAA, BIL200DC e o BIL200SC tiveram um aumento significativo na
porcentagem de células aderidas, quando comparadas com NT-TiOz. Por outro lado, nos NT-
TiO2 modificados com AgNPs (7 e 10 mM) houve um decréscimo na porcentagem de células
aderidas. Quando comparamos a medias entre 0s grupos, podemos observar que o0 grupo

BIL200D foi o que apresentou os melhores resultados em relag&o a adeséo celular.
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Gréfico 2 — Quantificacdo da adesdo de células HOS sobre as diferentes amostras
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Fonte: A autora

Legenda: Adesdo de células HOS sobre (Ticp) Titénio puro, (NT-TiOz) Nanotubos de TiO,, (PAH/PAA)
Nanotubos de TiO; revestidos com PAH/PAA, (AgNPs7) Nanotubos de TiO. impregnados com Ag 7mM,
(AgNPs10) Nanotubos de TiO; impregnados com Ag 10mM, (BIL100D) Nanotubos de TiO. impregnados com
BIL a 100pg/mL por dip coating, (BIL200D) Nanotubos de TiO, impregnados com BIL a 200ug/mL por dip
coating, (BIL100S) Nanotubos de TiO2 impregnados com BIL a 100pug/mL por spin coating, (BIL200S) Nanotubos
de TiO, impregnados com BIL a 200pg/mL por spin coating. (*) os valores foram significativos quando
comparados com Ticp onde p < 0,05. (**) os valores foram significativos quando comparados com NT onde p <
0,05.

As imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia corroboram estes achados. O grupo
Ticp apresentou poucas células HOS aderidas, em pequenos grupos isolados, com pouco
contato intercelular. Os filamentos de actina estavam distribuidos pelo citoplasma, mas poucos
pontos focais (locais nas extremidades das células, onde a concentracdo de actina favorece a
adesdo célula-célula, célula-substrato) foram visualizados (Figura 26A). O ndcleo das células
apresentou-se bem preservado, no entanto poucas células em divisao puderam ser observadas.
Ja nas demais amostras, exceto nas impregnadas com AgNPs, as células assumem forma
alongada (fusiforme ou poligonal), com orientacdo dos filamentos de actina, e formacdo de
monocamadas nos casos do grupo PAH/PAA e no grupo BIL200D (Figura 26). Esses dados
mostram que estes dois Ultimos grupos aumentaram a citocompatibilidade dos NTs-TiO:
favorecendo a adesdo e rapida colonizacdo celular nas primeiras 24 horas de cultivo e,
provavelmente induzindo a proliferacdo e osteogénese. Por outro lado, a deposi¢do da prata
sobre a superficie dos NTs-TiO. causou desorganizacdo dos filamentos de actina e
provavelmente inibicdo da diviséo celular, visto que algumas celulas apresentavam multiplos

nucleos (Figura 26D, seta).
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Figura 26 — Avaliacdo da adesdo de células HOS cultivadas sobre as diferentes amostras
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Legenda: Imagens de fluorescéncia mostram os filamentos de actina (vermelho) e nicleo(azul) de células HOS cultivadas por
24h sobre (A) Titanio puro, (B) Nanotubos de TiO,, (C) Nanotubos de TiO; revestidos com PAH/PAA, (D) Nanotubos de
TiO, impregnados com Ag 7mM, (E) Nanotubos de TiO; impregnados com Ag 10mM, (F) Nanotubos de TiO, impregnados
com BIL a 100ug/mL por dip coating, (G) Nanotubos de TiO; impregnados com BIL a 200pg/mL por dip coating, (H)
Nanotubos de TiO; impregnados com BIL a 100pg/mL por spin coating, (I) Nanotubos de TiO, impregnados com BIL a
200pg/mL por spin coating. A seta destaca célula HOS com multiplos nucleos. Barra: 100um

__100pm |
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5.4.2 Avaliacdo da morfologica das células

A andlise ultraestrural por Microscopia Eletrénica de Varredura também foi utilizada para
avaliar o efeito do tratamento da superficie dos NTs-TiO. sobre a morfologia das células HOS
aderidas ap0s de 24 horas de cultivo. Como esperado a superficie de Ticp mostrou poucas
células isoladas aderidas de aspecto fusiforme, em sua maioria (Figura 27A). As superficies
de NTs-TiO2, exceto as impregnadas com a prata, mostraram uma mudanga do padrdo
fusiforme (visto no grupo Ticp) para um perfil mais achatado e mais espalhado das células, nos
quais lamelopadios (Figura 27C, asterisco) e filopddios (Figura 27H, seta) foram comumente

observados interagindo com o substrato.

Figura 27 — Avaliagdo morfologica de céluls HOS cultivadas sobre as diferentes amostras

o

Fonte: A autora
Legenda: Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura. Células HOS cultivadas por 24h sobre (A) Titanio
puro, (B) Nanotubos de TiO2, (C) Nanotubos de TiO; revestidos com PAH/PAA, (D) Nanotubos de TiO;
impregnados com Ag 7mM, (E) Nanotubos de TiO; impregnados com Ag 10mM, (F) Nanotubos de TiO;
impregnados com BIL a 100ug/mL por dip coating, (G) Nanotubos de TiO; impregnados com BIL a 200ug/mL
por dip coating, (H) Nanotubos de TiO2 impregnados com BIL a 100ug/mL por spin coating, (1) Nanotubos de
TiO2 impregnados com BIL a 200ug/mL por spin coating. O asterisco e a seta detacam lamepddios e filopddios
em célula HOS, respectivamente.
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5.4.3 Avaliacéo da viabilidade celular

A fim de mensurar a proliferacéo das células cultivadas sobre as amostras, apds 72 horas de
incubacdo a viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT, comparando os diferentes
grupos de NTs-TiO2 com o grupo Ticp.

Nossos resultados mostram que todos os grupos de NTs-TiOz, exibiram um aumento na
viabilidade celular, evidenciando a baixa citocompatibilidade do Ticp as demais amostras que
foram obtidas por anodizacdo e anelamento, bem como suas modificagbes. Os grupos NTs-
TiO,, PAH/PAA e BIL200DC, foram os que apresentaram uma melhor performance, em
consonancia com os resultados de ades@o e ultraestrutura. Apesar dos grupos AgNPs7,
AgNPs10, BIL100SC e BIL200SC apresentarem um aumento significativo da viabilidade em
relacdo ao Ticp, a média da porcentagem de viabilidade para estes grupos foi inferior aos demais
grupos de NTs-TiO2 modificados. O grupo que apresentou uma porcentagem de viabilidade

maior em relacdo ao Ticp foi o grupo BIL200D (Gréfico 3).

Gréfico 3 — Viabilidade das células HOS cultivadas sobre as diferentes amostras
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Fonte: A autora

Legenda: Viabilidade das células HOS cultivadas 72 horas sobre (Ticp) Titanio puro, (NT-TiO2) Nanotubos de
TiO2, (PAH/PAA) Nanotubos de TiO: revestidos com PAH/PAA, (AgNPs7) Nanotubos de TiO, impregnados
com Ag 7mM, (AgNPs10) Nanotubos de TiO, impregnados com Ag 10mM, (BIL100D) Nanotubos de TiO;
impregnados com BIL a 100pg/mL por dip coating, (BIL200D) Nanotubos de TiO, impregnados com BIL a
200ug/mL por dip coating, (BIL100S) Nanotubos de TiO, impregnados com BIL a 100pg/mL por spin coating,
(BIL200S) Nanotubos de TiO, impregnados com BIL a 200pg/mL por spin coating. (*) os valores foram
significativos quando comparados com Ticp onde p < 0,05.
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5.4.4 Avaliacéo do potencial osteogénico

No gréfico 4 estdo apresentados os resultados de atividade de fosfatase alcalina para todos
0s biomateriais avaliados, ap6s 72 horas de incubacdo. Esta enzima é produzida pelas células
osteoblasticas durante a formacédo da matriz 6ssea, sendo usada como um dos marcadores para
avaliacdo do processo de osteogénese. Embora ndo tenham sido encontradas diferencas
significativas na producdo de fosfatase alcalina (p>0.05) quando comparados todos 0s grupos
com Ticp e com NTs-TiO2 sem modificagdo, houve um incremento da produgéo desta enzima
em todos o0s grupos, exceto o grupo AgNPs. O grupo BIL200D foi o que apresentou uma maior
producdo de fosfatase alcalina em relacdo aos demais grupos. Para este grupo a producédo de
ALP foi de 5,2+ 0,58 U/L, enquanto para Ticp e NTs-TiO2 os resultados foram 3,8+0,45 e
4,8+0,33 UJ/L, respectivamente.

Gréafico 4 — Atividade da fosfatase alcalina em células HOS cultivadas sobre as diferentes amostras
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Fonte: A autora

Legenda: Atividade da fosfatase alcalina em células HOS cultivadas 72 horas sobre (Ticp) Titanio puro, (NT-
TiO,) Nanotubos de TiO,, (PAH/PAA) Nanotubos de TiO; revestidos com PAH/PAA, (AgNPs7) Nanotubos de
TiO, impregnados com Ag 7mM, (AgNPs10) Nanotubos de TiO, impregnados com Ag 10mM, (BIL100D)
Nanotubos de TiO2 impregnados com BIL a 100upg/mL por dip coating, (BIL200D) Nanotubos de TiO;
impregnados com BIL a 200ug/mL por dip coating, (BIL100S) Nanotubos de TiO; impregnados com BIL a
100ug/mL por spin coating, (BIL200S) Nanotubos de TiO; impregnados com BIL a 200ug/mL por spin coating.
Os resultados esxpressos em U/L, correspondem a quantidade de enzima que liberam por hidrdlise 1uM de
timolftaleina por minuto, por litro de solugdo. Os valores encontrados ndo apresentaram diferenca significativa.

Em conjunto, nossos resultados demonstram que o revestimento dos NT-TiO2 com a lectina
BIL pela metodologia dip coating é capaz de melhorar significativamente a biocompatibilidade

deste material.



78

5.5 Atividade Bactericida

A capacidade das diferentes amostras em prevenir a colonizacdo por bactérias foi verificada
através do teste de inibicdo conforme figura 28. A amostra BIL200 foi a Gnica capaz de evitar

0 crescimento de S. aureus, com um halo de inibicdo de 5mm.

Figura 28 — Inibi¢do do crescimento bacteriano frente as diferentes amostras

Fonte: A autora

Legenda: Inibicdo do crescimento de S. aureus frente a (1) Titanio cp, (2) Nanotubos de TiO,, (3) Nanotubos de
TiO; revestidos com PAH/PAA, (4) Nanotubos de TiO; impregnados com Ag 7mM, (5) Nanotubos de TiO;
impregnados com Ag 10mM, (6) Nanotubos de TiO; impregnados com BIL a 100ug/mL por dip coating, (7)
Nanotubos de TiO2 impregnados com BIL a 200ug/mL por dip coating. A seta em vermelho destaca o Unico halo
de inibi¢do formado apds 24 horas de incubag&o.



79

6 DISCUSSAO

O titanio tornou-se o principal material de escolha para implantes devido as excelentes
propriedades mecanicas, como alta resisténcia a corrosdo, baixo médulo de elasticidade, além
de estar disponivel em quantidade abundante nos depositos minerais naturais (VALIEV et al.,
2020). A oxidacdo anddica do Ticp costumava ser um tipo de tecnologia para aumentar a
resisténcia a corrosdo de implantes do tipo parafuso. No entanto, devido ao desenvolvimento
dos controles de voltagem, concentracdo e temperatura, hoje esta modificacdo € normalmente
utilizada para aumentar a espessura da camada de TiO- e fabricar nanoestruturas controlaveis
nas superficies dos implantes de titanio (LIU et al., 2019). Os NTs-TiO2 obtidos neste estudo
exibiram um didmetro em torno de 73 nm. Embora ndo exista um consenso sobre um didmetro
ideal, estudos tém demonstrado que didmetros entre 50 e 100 nm séo capazes de favorecer a
adesdo e proliferacdo celular, além de exibirem um maior espacamento entre os nanotubos, o
que € particularmente importante para acomodar proteinas de menor tamanho, que uma vez
ancoradas, podem tanto favorecer a biocompatibilidade como atuar na entrega controlada de
farmacos ou de moléculas de interesse (KULKARNI et al., 2015, DOS ANJOS et al., 2021).
Sabe-se que TiO> pode existir em 8 diferentes formas cristalograficas. Neste estudo, utilizamos
0 método de anodizacdo seguido do tratamento com altas temperaturas, para modificar a forma
cristalografica amorfa dos NT-TiO. para a forma anatase a qual se assemelha a estrutura
cristalina do o0sso, favorecendo a osseointegracdo (BAl et al., 2011). De fato, nossos resultados
mostram todas as superficies obtidas por essa técnica apresentaram uma maior adesdo das
células em comparacéo ao Ticp.

A deposicdo dos polimeros de hidrocloreto de poli(alilamina) (PAH) &cido poli(acrilico)
(PAA) através do método de layer by layer (LbL) tem sido reconhecida como uma importante
técnica para preparacao de filmes com multicamadas, com simplicidade e versatilidade. Esta
técnica também € utilizada para modificar a superficie de nanotubos favorecendo as interagdes
com biomoléculas (LIANG et al., 2003; OLIVEIRA et al, 2018). Os filmes construidos através
deste método, resultam em um substrato altamente adesivo, uniforme e estavel que também
podem ter suas propriedades modificadas a depender de parametros como concentracao, pH e
namero de camadas produzidas (PATTABHI et al., 2014). Assim, visando sempre melhorar a
citocompatibilidade dos NTs-TiO2, nos utilizamos o LbL como etapa prévia a impregnagdo com
prata e a adsorcdo da BIL. Sabe-se que as propriedades dos filmes como a espessura e

morfologia das camadas sdo dramaticamente influenciadas por fatores tais como: tempo de
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imersdo, temperatura, concentracdo do polieletrdlito, forca idnica e pH das solugdes de trabalho,
entre outros. Desta forma, as condigdes utilizadas para construcao do filme sobre os NTs -TiO>
devem ser otimizadas para uma melhor padronizacdo dos resultados. Por exemplo, a formacéo
de um filme muito grosso pode interferir na topografia e nanoestrutura do NTs-TiOg,
dificultando a interacdo com osteoblastos. Desta forma, para otimizar a construgéo dos filmes,
nos testamos a influéncia de diferentes pHs e nimero do camadas formadas na incorporagdo da
prata e da lectina, bem com sobre a adeséo celular. Nossos resultados mostraram que, apesar de
todas as condicdes experimentais (Modos 1-4, Tabela 1) testadas terem sido capazes de
favorecer a formacdo e deposicdo das AgNPs, a quantidade e distribuicdo destas particulas
sobre os filmes foram diferentes entre 0s modos. Os modos 2 e 4, ambos de 8 camadas, tendo
o PAA como ultimo layer, mas com diferentes pHs, foram os que visualmente mostraram uma
melhor distribuicdo e maior quantidade de prata adsorvida na superficie dos nanotubos. Isto
ocorre porque com a finalizacdo do sistema LbL em PAA foi possivel formar grupos COO-
disponiveis para interagir com os grupos Ag* do acetato de prata por meio de interacGes
eletrostaticas, favorecendo assim melhores condi¢cdes para adsorcdo da prata. O principal
mecanismo de acdo bactericida deste metal se da pela liberacdo de ions Ag+ que alcancam a
membrana bacteriana e desestabilizam sua estrutura, afetando também outros componentes
celulares como o DNA e ribossomos (BRENNAN et al.,2015). Este perfil de prata idnica foi
identificado por DRX unicamente na amostra do Modo 2, tornando este grupo de interesse para
0s ensaios microbiolégicos.

Estudos prévios mostraram que quando eram utilizados os dois polimeros em baixo pH, o0s
filmes construidos se mostravam altamente toxicos para células HOS (ANJOS, 2015) e para
componentes sanguineos (CHIEN, 2010). No teste de ades&o realizado nas amostras dos Modos
1-4, pudemos observar que somente as amostras do Modo 1 e Modo 2, foram capazes de
promover uma boa citocompatibilidade. Esta mudanca de perfil conforme variacdo do pH
ocorre devido a conformacdo adquirida pela bicamada PAH/PAA. Estudos mostraram que a
depender do grau de ionizacdo de grupos carboxilato (-COO-) de um PAA e 0s grupos amina
(-NH3-) de um PAH, uma quantidade maior de um dos polimeros é adsorvida para compensar
o outro, formando uma composicdo ndo estequiométrica (CHOI; RUBNER, 2004,
CRANFORD et al., 2010). Os grupamentos quimicos excedentes se tornam completamente
ionizados em pH fisiologico favorecendo a hidratacdo que acaba gerando inchaco e baixa
rigidez do filme (CHIEN, 2010). Shiratori & Rubner (2000) demonstraram em seu estudo, a
variagdo da espessura da bicamada PAH/PAA com base na mudanca do pH destes

polieletrolitos. De fato, as combinagdes PAH pH 4,5 + PAA pH 7,5 formam filmes ultrafinos,
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enquanto PAH pH 7,5 + PAA pH 4,5 formam bicamadas >80 A. Estes dados explicam a baixa
adesdo de células HOS nas amostras dos Modos 3 e 4, ja que um filme espesso ndo fornece a
rigidez e estabilidade quimica necessarias para o crescimento celular, além de impossibilitar o
contato direto das células com os NTs-TiO.. Esses dados também puderam ser observados nas
analises por MEV, nas quais apesar de ndo haver alteragdo na morfologia nanotubular, as
imagens obtidas nos Modos 3 e 4 tém um aspecto mais denso e com perda da nitidez, quando
comparados aos Modos 1 e 2. Pelos bons resultados na adeséo celular e no perfil de AgNPs, o
Modo 2 foi o protocolo padréo de Layer by layer utilizado para sintetizar as demais amostras.

Os filmes ultrafinos automontados foram utilizados para a impregnacdo de Ag, em duas
concentragfes: 7 e 10mM, assim como para a lectina BIL também em duas concentragdes: 100
e 200 pg/mL. Na analise por MEV, os resultados observados nos testes de padronizacdo foram
reproduzidos sendo possivel observar a formacédo dos NT-TiO2 sem nenhuma alteracao visual
de sua topografia.

Para as amostras revestidas com prata, a formacdo de AgNPs foi realizada por uma
exposicdo a luz UV por 12 horas, ap0s a incubacdo com as diferentes concentracfes de acetato
de prata. De acordo com Machado et al. (2009) a presenca dos polimeros e a escolha adequada
da luz de excitagdo permite um melhor controle do tamanho e da distribui¢do das nanopaticulas
formadas sobre o filme. As imagens obtidas por MEV sugerem uma maior quantidade de
AgNPs na concentragdo de 7mM, no entanto seria necessaria uma quantificacao da Ag por ICP-
MS, para comparar o rendimento da impregnacao das duas concentracoes.

Enquanto as andlises de DRX, realizada na fase de padronizacdo foram capazes de
identificar o grau de ionizagdo da prata (Ag® e Ag*), o EDS foi utilizado para averiguarmos a
incorporacdo da Ag através da composicdo quimica das amostras. Em acréscimo, o FTIR
indicou a ligagdo quimica da Ag ao PAH/PAA devido a auséncia dos picos 1324 cm™, 1404
cm? e 1554 cm™ nestes grupos. Apesar de serem trés metodologias de caracterizagdo de
amostras, o objetivo ao usar cada uma delas é diferente. O EDS detecta quais sdo elementos
quimicos presentes na superficie da amostra, enquanto o0 DRX traz informagdes referentes ao
arranjo quimico desses elementos e o FTIR, por sua vez, é capaz de capturar as ligacdes e
grupamentos quimicos (OREFICE et al, 2012). Em conjunto, os resultados obtidos demonstram
0 sucesso na modificacdo do titdnio comercialmente puro, e comprovam a incorporacao dos
polimeros e AgNPs e da lectina sobre a superficie dos NT-TiOo.

Para as amostras revestidas com a lectina BIL, ndo foram observadas alteragdes visuais entre
as metodologias dip coating e spin coating quando observadas ao MEV, sugerindo que 0 spin

coating, também foi capaz de formar filmes ultrafinos. A principal evidéncia da presenca da
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lectina na superficie dos substratos foi obtida através do FTIR pelas duas bandas principais das
proteinas, a banda da amida I (1720-1600 cm™) referindo-se principalmente a ligagio peptidica
C = A vibrac3o de alongamento e a banda da amida 11 (1600-1500 cm) resultante das ligacoes
NH e CN (MYSHAKINA et al.,2009; GRUIAN et al., 2012; KOURKOUMELIS et al., 2012).
As amostras produzidas por spin coating exibiram estas bandas de maneira muito mais clara, e
no mesmo perfil da BIL livre e pura, ja que ndo possuem PAH/ PAA em sua composic¢do. As
bandas encontradas estdo de acordo com o perfil observado em estudos que sugeriram a
impregnacéo de outras lectinas na superficie dos NT-TiO2 (DOS ANJOS, 2015; OLIVEIRA et
al., 2018; DOS ANJOS et al., 2021).

Do ponto de vista biologico, nossos resultados comprovam os beneficios da obtencdo de
nanotubos de TiO2 pelo processo de anodizagdo, através do qual observamos uma melhora
significativa nos parametros adesao e viabilidade de células HOS em comparacdo a superficie
do Ticp. Nos altimos anos, tém surgido evidéncias cada vez mais claras que o processo de
osseointegracdo é facilitado pela interacdo entre uma superficie rugosa dos biomateriais e 0
tecido 6sseo em reparacao. Por isso, diversos sistemas de implantes utilizam de metodologias
variadas para que uma superficie, constituida por sulcos ou poros, seja criada
(ALBREKTSSON et al., 2019). Implantes com superficies nanoestruturadas ndo sé aumentam
a area de contato, mas também possibilitam o crescimento de células do tecido 6sseo para o
interior dos poros, produzindo uma rede tridimensional. Nossas analises ultraestruturais
comprovam a intima relacdo das células ao substrato através da emissdo de lamelopddios e
filopddios, além de um maior espalhamento na interface NT-TiO2-HOS. Em outras palavras,
apenas o processo de anodizacdo é capaz de favorecer a adesdo celular. A biocompatibilidade
deste material pode ser melhorada nos NT-TiO> revestidos com PAH/PAA, com aumento
significativo da adesdo e morfologia celular condizentes com o perfil citofilico destes polimeros
(MOUSSALLEM et al., 2009; PATTABHI et al., 2014). Por outro lado, Apesar de apresentar
uma melhoria significativa em relacdo aos Ticp, as amostras com AgNPs revestidas com PAH/
PAA reduziram significativamente as células aderidas e sinais de citotoxidade, como
arredondamento celular, perda dos contatos focais, e inibi¢éo da proliferacdo foram observados,
sugerindo que nas condicdes de cultivo a prata foi toxica para as células HOS.

Ao contrério do observado na prata, a incorporacéo da lectina BIL a superficie revestida por
PAH/ PAA levou a um aumento da adeséao e viabilidade celular comparada ao do tratamento
do PAH/PAA, sobretudo na maior concentragéo testada — 200 pg/mL. Interessantemente, uma
maior organizagéo das células foi observada nas superficies tratadas nesta concentragdo. Isso

corrobora o papel das lectinas no remodelamento do tecido 6sseo (DOS ANJOS et al., 2021).



83

Assim, a lectina adsorvida cria um biomimetismo do que acontece in vivo na interface da
superficie porosa de NT-TiO2, uma vez que quando um implante é inserido no corpo humano,
ele é naturalmente revestido por uma camada de proteinas do soro (LUO et al., 2020).

As lectinas sdo proteinas de origem ndo imunoldgica que se ligam especificamente a
residuos de acgUcares, participando de diferentes processos fisioldgicos e patoldgicos, sendo o
papel destas proteinas na formacdo e reparo do tecido 6sseo ja reconhecido na literatura. A
lectina SigLec-15 por exemplo, uma proteina transmembrana expressa nas células precursoras
que dardo origem aos osteoclastos, tem papel fundamental na diferenciacéo destas células e no
desenvolvimento da osteoporose. Estudos realizados por Tsukazaki et al., (2021) demonstraram
que anticorpos contra esta lectina sdo capazes de inibir a maturag@o dos osteoclastos, mantendo
a formacéo do osso de forma semelhante a da droga risedronato sédico, usada no tratamento da
osteoporose. Em um estudo prévio, Oliveira et al. (2018) demonstraram que a lectina Cramoll,
isolada da planta Cratylia mollis, foi eficiente adsorvida na superficie de NTs-TiO; obtidos por
anodizagdo e modificados por LbL. Esta lectina foi capaz de melhorar substancialmente os
parametros de adesdo, proliferacéo e osteogénese, no mesmo modelo celular utilizado no nosso
estudo. Mais recentemente, nosso grupo demonstrou que a deposicao de uma lectina do soro do
peixe Oreochromis niloticus (OniL), que se liga a manose, sobre a superficie de NTs-TiOz
também produziu resultados semelhantes (DOS ANJOS et al., 2021). No entanto, neste estudo
esta proteina foi depositada diretamente sobre 0s nanotubos através de spin coating. Nossos
resultados mostram que a deposi¢do da lectina BIL tanto por spin coating (diretamente sobre
0s nanotubos) ou por dip coating favoreceram a adesdo celular e viabilidade comparada com
Ticp e 0 NTs-TiO2 sem nenhum tratamento de superficie. No entanto, a citocompatibilidade da
lectina BIL adsorvida por dip coating (BIL200D), foi melhor do que nas amostras obtidas por
spin coating na mesma concentracao da lectina. Estes achados sugerem que a lectina BIL age
em sinergismo com as bicamadas de PAH/PAA potencializando os efeitos deste tipo de
funcionalizagdo. Como as duas tecnicas foram eficazes em favorecer uma maior
citocompatibilidade, a principal vantagem do spin coating seria o seu baixo custo em funcéo da
sua simplicidade, da menor quantidade de reagentes empregados e da reducdo do tempo de
preparo das amostras.

As fosfatases alcalina ndo especificas (ALP) desempenham papel vital na mineralizacéo do
tecido 0sseo e na osteogénese. As ALPs sdo metaloproteinas diméricas com peso entre 70 a
180 kDa, contendo Zn?* e Mg?*, expressas principalmente em osteoblastos diferenciados. Como
uma importante enzima hidrolitica, a ALP catalisa a remocéo de grupos fosfatos de &cidos

nucleicos, proteinas e pequenas moléculas sob condi¢cdo alcalina, e desta forma, tornam-se
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marcadoras dos eventos de osteogénese uma vez que aumentam a disponibilidade local de
fosfato inorganico para a nuclecédo dos cristais de hidroxiapatita (AZARI et al., 2008; WANG
etal., 2021, LIU et al., 2005). Nossos resultados mostraram que todos os substratos favoreceram
a producdo desta enzima, e, portanto, a osteogénese, com uma maior producao nas amostras
BIL200DC. Apesar de nédo terem sido significativas, a tendéncia ao aumento de ALP nas
amostras in vitro, observadas neste estudo, aponta para um efeito positivo dos diferentes
tratamentos da superficie do NTs-TiO2, sobretudo os tratados com a lectina, no processo de
osteogénese. Varios fatores como o tempo e o tipo de substrato tem mostrado influenciar a
adesdo e osteogénese de células sobre as superficies. Um estudo realizado por Ikeda et al.
(1992), por exemplo, mostrou que células HOS cultivadas em superficies de plastico alcancam
a osteogéneses apenas apos 3 semanas de cultivo. Por outro lado, o recobrimento de NTs-TiO2
com peptideos derivados de laminina, importante proteina de adesdo encontrada na MEC, é
capaz de reduzir o tempo necessario para osteogénese para 24 horas (MIN et al., 2013; WANG
et al., 2000). Desta forma, pode ser o tempo de 72 horas padronizado para 0S N0sS0S
experimentos, ndo tenha sido suficiente para identificarmos uma diferenca significativa,
embora um aumento na atividade da ALP, sobretudo nas tratadas com lectina, pudesse ter sido
observada.

Um dos principais problemas da falha dos implantes e proteses baseados em NT-T10; é a
rapida colonizagdo de sua superficie por bactérias com posterior formacao de um biofilme por
estes microrganismos (CHOUIRFA et al., 2019). Infeccdes relacionadas ao implante podem
resultar em complicacbes graves, bem como levar a um mau prognoéstico, sofrimento do
paciente e até morte. Nanoparticulas de prata (AgNPs) tem sido consideradas um agente
promissor na modificacdo da superficie para prevenir infeccGes (QING et al., 2018). Desta
forma, objetivando conferir aos NTs-TiO. propriedades bactericidas, nanoparticulas de prata
foram incorporadas a sua superficie e confrontadas com cepas de S. aureus por ser o
microorganismo mais comum neste tipo de infeccdo associada aos implantes (L1U et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2017). Nossos resultados mostraram que nenhuma das amostras recobertas
com AgNPs foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus. Dosunmu e colaboradores (2015)
sugeriram gue a atividade bactericida da prata associada a nanotubos de carbono se da pelo
efeito de ions Ag sobre integridade da membrana celular da bactéria, a regulacéo negativa da
expressdo de genes associados a viruléncia, e indugdo de estresse oxidativo. Os resultados
negativos dos nossos experimentos podem ter sido resultantes de uma falha na liberacdo dos
fons Ag" nas condicdes testadas. Embora ndo tenhamos obtido resultados satisfatorios para a

melhoria da biocompatibilidade e da atividade bactericida do grupo Ag, neste estudo, sabemos
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que a correcdo de pardmetros podem otimizar a superficie dos nanotubos de TiO2 gerando uma
superficie mais biocompativel com atividade bactericida.

Carboidratos sdo encontrados nos sistemas vivos sob a forma de oligossacarideos livres ou
como glicoconjugados presentes na superficie celular e na matriz extracelular (MEC). Estas
moléculas estdo envolvidas em uma gama de funcbes bioldgicas incluindo, sinalizacdo,
reconhecimento e adesdo de moléculas, migracdo, atividade anti-inflamatoria entre outras
(SARTIM et al., 2015). Desta forma, o reconhecimento de glicanas especificas por lectina,
representa um processo chave em uma variedade de fendmenos, incluindo interacdes célula-
célula e célula-MEC, os quais sdo processos chaves envolvidos na osseointegracdo. Nossos
resultados demonstraram que a presenca da lectina BIL pode favorecer estas interacdes
aumentando as chances de sucesso dos implantes. Por favorecer a rapida adesdo dos
osteoblastos, essa proteina pode impedir que bactérias presentes na cavidade oral possam
colonizar a superficie dos NTs-TiO> causando infe¢fes. Adicionalmente, foi demonstrado que
amostras recobertas com BIL200D foram capazes de inibir o crescimento de S. aureus em nosso
estudo. Esses dados corroboram com os achados de Nunes e colaboradores (2011) que
demonstraram que a lectina BIL esta envolvida na atividade bactericida do veneno total de
Bothrops leucurus frente a bactérias gram-positivas patogénicas (TORRES et al., 2010).

O conjunto de resultados observados nas amostras do grupo BIL sugerem uma melhoria na
biocompatibilidade in vitro destes materiais, além de inibir o crescimento bacteriano. Embora
mais estudos sejam necessarios para uma melhor investigacao de outros parametros envolvidos
na osseointegracdo, assim como a necessidade de ensaios in vivo, n6s destacamos o carater
inovador do nosso estudo em aliar lectinas a implantes contribuindo de forma significativa na

melhoria da qualidade dos biomateriais.
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7 CONCLUSOES

a) Os NT-TiO2 obtidos neste estudo, na fase anatase e com diametro em torno de 70 nm,
apresentaram uma excelente biocompatibilidade favorecendo tanto a adesdo quanto a
proliferagéo celular corroborando com as melhorias observadas no uso do titanio em sua

forma nanoestrutrada.

b) A deposicdo de filmes de PAH/ PAA em pH 7,5/ 4,5 na superficie dos NT-TiO> foi
capaz de aumentar significativamente a adeséo e proliferacdo das células, além de ser

eficaz na imobilizacdo das AgNPs e da lectina BIL.

c) Dip e spin coating se mostraram metodologias eficazes no recobrimento de NT-TiO>
com lectinas, formando filmes ultrafinos adsorvidos tanto nas bicamadas de PAH/PAA

como diretamente na superficie dos NT-TiOx.

d) As amostras de NT-TiO> revestidas com PAH/ PAA e AgNPs ndo foram capazes de
inibir o crecimento S. aureus, nem de aumentar a citocompatibilidade quando
comparadas aos NT-TiO2 sem modificacdo, sugerindo uma toxidade associada a este

tipo de preparacéo.

e) As amostras de NT-TiO revestidas com PAH/ PAA e a lectina BIL favoreceram uma
melhor adesdo e proliferacdo celular, além de conferir propriedades bactericidas a

superficie quando comparadas aos NT-TiO2 sem modificagéo.

f) Em conjunto, os resultados obtidos neste estudo apontam para o potencial

biotecnoldgico da lectina BIL como alternativa para a funcionalizacdo de biomateriais.
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