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RESUMO

A funcionalizagao da superficie de titdnio com peptideos tem se destacado como uma
estratégia promissora para melhorar a interagao entre o material e o ambiente biolégico,
contribuindo para o sucesso de procedimentos clinicos. O objetivo do presente trabalho é
analisar a funcionalizacdo de superficies microrrugosas de titanio por meio da imobilizagao
do peptideo de ligagao a hidroxiapatita pVTK, utilizando a técnica de silanizacao. Essa
abordagem inovadora visa a interagao entre o titanio e o ambiente biologico, especialmente
em relagao a bioatividade. Foram preparadas 76 amostras de titanio comercialmente puro
grau 4, distribuidas em quatro grupos. O primeiro grupo, denominado controle negativo
(Ti), consistiu em amostras de titAnio sem tratamento, ou seja, sem silaniza¢ao e sem
imobilizacao do peptideo pVTK. O segundo grupo incluiu amostras que passaram pelo
processo de silanizagao (TiSi). O terceiro grupo (TiP), compreendeu amostras que nao foram
silanizadas, mas receberam a imobilizagao do peptideo pVTK. O quarto grupo (TiSiP)
consistiu em amostras que foram submetidas tanto a silanizagdo quanto a imobilizacao
do pVTK. A imobilizagdo do peptideo pVTK foi realizada em um ambiente controlado e
envolveu o gotejamento de uma solugao contendo o peptideo pVTK com uma concentracgao
de 0,4mM, dissolvido em tampao fosfato-salino (PBS). Apés a funcionalizagao, as amostras
foram submetidas a testes de biocompatibilidade in vitro, permanecendo imersas em meio
MCCOY'’S 5A por até 14 dias. A analise das superficies foi por meio de Microscopio
Eletronico de Varredura com Fonte de Emissao de Campo (MEV-FEG). A caracterizagao
quimica foi realizada através de Espectroscopia de Raios X por Dispersao de Energia
(EDS) e Espectrometria por Fluorescéncia de Raios X (FRX), para identificar e quantificar
dos elementos presentes nas superficies. Os resultados obtidos revelaram que a producao
da camada superficial de apatita, um componente fundamental para a bioatividade das
superficies, esteve predominantemente associada aos grupos que passaram pelo processo
de silanizacao (TiSi e TiSiP). Observou-se que houve a reducao da precipitacao de apatita
nas superficies de titanio silanizado quando funcionalizadas com o peptideo pVTK. Os
testes de biocompatibilidade in wvitro realizados sao capazes de fornecer informacoes sobre
como as superficies funcionalizadas podem se comportar no ambiente biolégico in vivo.
Embora os testes realizados fornecam informagoes significativas, é fundamental reconhecer
que o ambiente in vivo é extremamente complexo e dinamico, e as respostas podem variar
consideravelmente. Apesar do presente estudo fornecer informacoes sobre o comportamento
dos biomateriais, é importante realizar testes in vivo para futuras aplicacoes clinicas.

Palavras-chave: biomateriais; funcionalizacao; peptideo; bioatividade; titanio.



ABSTRACT

The functionalization of titanium surfaces with peptides has emerged as a promising
strategy to enhance the interaction between the material and the biological environment,
contributing to the success of clinical procedures. The aim of this study is to analyze
the functionalization of micro-rough titanium surfaces through the immobilization of the
hydroxyapatite-binding peptide pVTK using the silanization technique. This innovative
approach aims at promoting the interaction between titanium and the biological environ-
ment, especially concerning bioactivity. A total of 76 commercially pure titanium grade
4 samples were prepared and divided into four groups. The first group, named negative
control (Ti), consisted of untreated titanium samples, i.e., without silanization and with-
out the immobilization of the pVTK peptide. The second group included samples that
underwent the silanization process (TiSi). The third group (TiP) comprised samples that
were not silanized but received the immobilization of the pVTK peptide. The fourth group
(TiSiP) consisted of samples subjected to both silanization and pVTK immobilization.
The immobilization of the pVTK peptide was carried out in a controlled environment and
involved the dripping of a solution containing the pVTK peptide at a concentration of 0.4
mM, dissolved in phosphate-buffered saline (PBS). A fter functionalization, the samples
were subjected to in vitro biocompatibility tests, remaining immersed in MCCOY’S 5A
medium for up to 14 days. Surface analysis was performed using a Field Emission Scanning
Electron Microscope (FEG-SEM). Chemical characterization was conducted using Energy
Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS) and X-ray Fluorescence Spectrometry (XRF), to
identify and quantify the elements present on the surfaces. The results obtained revealed
that the production of the apatite surface layer, a fundamental component for surface
bioactivity, was predominantly associated with the groups that underwent the silanization
process (TiSi and TiSiP). It was observed that there was a reduction in apatite precipita-
tion on silanized titanium surfaces when functionalized with the pVTK peptide. In vitro
biocompatibility tests can provide insights into how functionalized surfaces may behave in
the 2n vivo biological environment. However, it is essential to recognize that the in vivo
environment is extremely complex and dynamic, and responses may vary considerably.
Despite the valuable information provided by the present study regarding the behavior of
biomaterials, conducting in vivo tests is crucial for future clinical applications.

Keywords: biomaterials; functionalization; peptide; bioactivity; titanium.
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1 INTRODUCAO

1.1 Contextualizacao

As constantes pesquisas para o desenvolvimento de novos biomateriais e aprimora-
mento de superficies desempenham um papel de extrema relevancia para a engenharia
biomédica e medicina regenerativa. Em um mundo onde a expectativa de vida esta au-
mentando e a demanda por tratamentos ortopédicos e odontologicos esta crescendo, a
necessidade de aprimorar a osseointegracao de implantes se torna ainda mais premente.
Isso se configura como um fator determinante para garantir o sucesso de longo prazo desses
dispositivos médicos. A formacao de uma camada de apatita com semelhanca a estrutura
Ossea nas superficies dos implantes emerge como um objetivo de alta relevancia, uma vez
que essa camada promove uma ligacao direta e estavel entre o implante e o tecido 6sseo

circundante, o que amplifica a eficacia e a durabilidade desses implantes.

No ambito da substituicao de tecidos duros, os materiais metélicos se destacam como
preferenciais em relacao aos materiais ceramicos ou poliméricos, gracas as suas propriedades
mecanicas e estabilidade quimica em ambientes fisiolégicos, que desempenham um papel
crucial na redugao do risco de fraturas e complicagdes pos-operatérias. (1). Entre os
biomateriais empregados em implantes 6sseos, o titanio comercialmente puro e suas ligas se
sobressaem como os mais utilizados. Esses biomateriais apresentam uma combinagao tinica
de caracteristicas, que incluem propriedades mecanicas, biocompatibilidade, resisténcia a
corrosao, alta resisténcia a tragdo, compressao e flexao, modulo de elasticidade relativamente
inferior em comparacao com outros metais, boa conformabilidade e usinabilidade. Além
disso, por meio de tratamentos superficiais, é possivel conferir as superficies dos implantes a
rugosidade adequada, energia de superficie e molhabilidade com propriedades que favorecem
a adesao, fixacao e proliferacao celular, contribuindo assim para a promocao eficaz da

osseointegragao (2).

A interagao entre implantes de titdnio (Ti) e os tecidos circundantes representa
um fator critico para o alcance do sucesso e da estabilidade a longo prazo (3). Uma série
de estudos tem demonstrado de forma consistente que as propriedades superficiais dos
implantes desempenham um papel fundamental para o desempenho tanto a curto quanto
a longo prazo (4, 5). Para atender a crescente demanda por tratamentos ortopédicos e
odontolégicos, tém sido aplicadas diversas estratégias de modificagao nas superficies dos
implantes endo-6sseos. Essas estratégias visam nao apenas facilitar a cicatrizacdo dssea,
mas também permitir a aplicacdo de carga nos implantes em um periodo reduzido. Tais
modificagoes frequentemente envolvem alteragoes na composi¢ao quimica e morfologia das

superficies, com o propésito de estimular reagoes bioldgicas mais favoraveis e acelerar o
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processo de recuperacao (6).

Entre as pesquisas que envolvem melhorias das superficies dos implantes, merece
destaque a funcionalizacao com materiais bioativos. Entre esses materiais, destaca-se a
hidroxiapatita, Ca1o(PO4)s(OH)2, devido a sua reconhecida semelhanca com os fosfatos
de célcio presentes na fase mineral 6ssea (7). A busca incessante pelo aprimoramento
continuo desses revestimentos e pela compreensao de seu impacto nas interacoes biologicas

¢ de suma importancia para o avanco da engenharia biomédica.

Os ortofosfatos de cédlcio desempenham um papel de extrema importancia, pois
constituem a componente inorganica fundamental dos tecidos calcificados normais, como os
ossos e dentes. Esse mineral é essencial para a integridade e a resisténcia mecéanica desses
tecidos, sendo um elemento crucial para a saide e a funcionalidade do sistema esquelético.
A regulagdo da mineralizagdo in vivo desses ortofosfatos de céalcio estd intimamente
relacionada a uma ampla gama de processos patoldgicos que afetam o corpo humano. Um
exemplo destacado é a arterosclerose, uma condicao grave resultante da obstrugao de vasos
sanguineos devido a formacao de depdsitos solidos de colesterol que contém ortofosfatos de
calcio. Isso pode levar a sérias complicagoes e aumento do risco a eventos cardiovasculares.
Além disso, a osteoporose, uma doenca que afeta milhdes de pessoas em todo o mundo, é
caracterizada pela descalcificacao parcial dos o0ssos. Isso leva a substituicao gradual de uma
apatita bioldgica, menos solivel e mais dura, por hidrogenofosfatos de calcio mais soliveis
e macios. A osteoporose é uma condicao debilitante que aumenta o risco de fraturas ésseas
e compromete a qualidade de vida dos pacientes. No entanto, apesar dessas associagoes
com patologias, a grande semelhanca quimica dos ortofosfatos de célcio com os tecidos
biologicos calcificados confere-lhes notavel biocompatibilidade e bioatividade. Isso significa
que esses materiais tém a capacidade tnica de interagir de forma harmoniosa com os
sistemas biologicos, o que é essencial em aplicagoes médicas, como implantes ortopédicos e
dentarios (8).

Na area de biomateriais, os biomateriais metalicos ou metais biocompativeis, sao
tradicionalmente considerados bioinertes. No entanto, o titdnio metalico, amplamente
utilizado em implantes, pode ser transformado em um material osteocondutor por meio
de tratamentos quimicos e térmicos especificos. Essa conversao torna o titdnio bioativo,
o que ¢ crucial para sua aplicagdo em implantes ortopédicos e odontolégicos. O titanio
bioativo exibe capacidade de formagao de apatita in vitro e, o que é ainda mais relevante,
ao permitir uma ligagdo com o 0sso in vivo, contribuindo significativamente para o sucesso

de implantes a longo prazo (7).

Apesar da importancia do titanio bioativo, a literatura cientifica apresenta perspec-
tivas divergentes quanto aos beneficios do revestimento de implantes com hidroxiapatita
(HAp), bem como as implicagbes de sua reabsor¢do na sobrevivéncia de implantes a

longo prazo (9). Alguns estudos sugerem vantagens na aplicagdo do revestimento de HAp,
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argumentando que ele melhora a morfologia da superficie de titanio e estimula a fixacao de
osteoblastos. Outros destacam que a dissolugao do revestimento ocorre devido a sua fragil
estrutura cristalina, resultando em uma diminui¢ao na aderéncia a superficie do titdnio
e eventual falha tardia do implante (10). Os resultados divergentes exigem investigagoes
para compreender a influéncia do revestimento de HAp na biofuncionalizacao de implantes

de titanio e suas implicacoes clinicas.

Estudos na literatura revelam os resultados de pesquisas relacionadas a deposigao
de revestimentos de ceramicas bioativas sobre substratos metdlicos. Entre essas técnicas,
destacam-se métodos como a pulverizacao por plasma, a deposicao eletroforética, a deposi-
¢ao eletroquimica. No entanto, a falta de uniformidade na espessura do filme e a baixa
qualidade da adesao do revestimento ceramico ao substrato metalico tém sido responsaveis

por indmeras falhas na aplicagdo desses materiais (11).

Estudos como o de Fujibayashi et al. (2004) demonstraram que um metal insold-
vel, desprovido de céalcio ou fosforo, pode adquirir propriedades osteoindutoras quando
submetido a tratamentos que promovem a formacao de macroestruturas e microestrutu-
ras adequadas, mesmo sem a necessidade de células osteogénicas adicionais ou agentes

osteoindutores (12).

A adesao do osso é um processo crucial que se desencadeia mediante uma rapida
série de reagoes quimicas que ocorrem na superficie de implantes revestidos quando sao
inseridos nos tecidos vivos. No ambito da substituicao ou regeneragao de tecidos, ¢ de
extrema importancia que os materiais bioativos empregados apresentem uma cinética
de liberagao quimica cuidadosamente regulada, que esteja em perfeita sintonia com as
sequéncias de mudancas celulares que ocorrem durante o processo de reparacao de feridas
(13). Essa harmonizagdo desempenha um papel fundamental na garantia do éxito dos

implantes e na sua efetiva integragdo com o tecido circundante.

Um critério fundamental para assegurar a eficaz integracao de um material artificial
com o 0sso vivo é a capacidade de promover a formacao de uma camada de apatita
biologicamente ativa, que seja semelhante a composicao do osso, em sua superficie apos
a insercao no organismo. A formacao n vivo de apatita em cerdmicas bioativas é um
processo crucial, cuja replicacdo pode ser realizada em um meio de teste conhecido como
fluido corporal simulado (SBF), o qual é um liquido acelular e desprovido de proteinas, cuja
composicao ionica se assemelha a do plasma sanguineo humano. Portanto, a avaliacao da
bioatividade de um material artificial pode ser conduzida mediante a anélise da formacgao de
apatita em sua superficie quando submerso em SBF. Esta avaliacao rigorosa da bioatividade
de materiais é essencial para compreender seu potencial de interacao com o ambiente
bioldgico e, por conseguinte, para o desenvolvimento de biomateriais que sejam capazes de

promover a osseointegragao efetiva em aplicagoes clinicas (14, 15).

A perspectiva de regular a mineralizacao de fosfato de calcio por meio da intervengao
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de peptideos de ligacao a hidroxiapatita ((Hydroxyapatite — Binding Peptides - HBPs)
tem recebido crescente destaque na pesquisa, como evidenciado em estudos anteriores.
(16, 17). Essa abordagem tem demonstrado resultados promissores, embora, em alguns
casos, a literatura apresente achados contraditérios. Enquanto determinadas pesquisas
apontam para uma facilitacdo na formagao de fosfato de calcio, devido a influéncia
positiva exercida pelas HBPs, o que pode potencialmente beneficiar a criagao de uma
camada de apatita semelhante a do osso em superficies funcionalizadas com esses peptideos
(18); outros estudos sugerem uma regulagao negativa da acao das células osteoblasticas e,
consequentemente, da mineralizagao éssea, abrindo perspectivas adicionais para a aplicacao

desses peptideos em biomateriais (19, 20, 21).

Este estudo tem como objetivo avaliar a bioatividade de uma nova superficie
resultante da imobilizacdo de um peptideo de ligagao a hidroxiapatita (Hydrozyapatite —
Binding Peptide - HBP) e realizar testes in vitro para analisar tanto a bioatividade quanto
a viabilidade celular dessa superficie. Essa pesquisa busca contribuir significativamente
para o avango no entendimento e desenvolvimento de materiais bioativos e revestimentos
de implantes que promovam uma adesao eficaz e duradoura ao osso vivo, aumentando

assim a eficicia e a seguranca desses biomateriais.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo é investigar o impacto da imobilizacao do peptideo de
ligacdo a hidroxiapatita pVTK em superficies microrrugosas de éxido de titanio, tanto na

auséncia quanto na presenca de uma etapa prévia de bioativagdo por tratamento alcalino.

1.2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar e comparar a rugosidade e a molhabilidade das superficies de éxido
de titdnio ap6s cada uma das trés etapas de preparagao das amostras (condicionamento

acido, tratamento alcalino com NaOH e silanizagao).

Realizar a biofuncionalizagao da superficie de titanio, com e sem silanizagao, por

meio da imobilizacao do peptideo pVTK.

Avaliar a eficicia da deposicao do peptideo pVTK na superficie de titdnio com e

sem silanizacao.
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Avaliar através de testes in wvitro a viabilidade celular do peptideo de ligagao a

hidroxiapatita pVTK imobilizado na superficie de 6xido de titanio.

Caracterizar quimicamente a superficie do titanio funcionalizado com peptideo

pVTK apdés imersao em meio McCoy.

Analisar a morfologia da superficie do titanio funcionalizado com peptideo pVTK

apos imersao em meio McCoy.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microtopografia de Superficie

Na literatura especializada, é amplamente reconhecido que, durante o processo de
instalacao de um implante de titanio, ocorre uma resisténcia a rotacao, principalmente
devido ao atrito gerado entre o implante e o tecido 6sseo circundante. A magnitude dessa
resisténcia estd diretamente relacionada & estabilidade priméria do implante. E relevante
destacar que essa reten¢ao mecéanica nao é afetada pelo material do implante em si, mas sim
por diversos fatores relacionados ao design do implante e as caracteristicas da superficie.
Estes incluem, mas nao se limitam a, sua rugosidade, dimensoes do furo, presenca de

ranhuras, a geometria da rosca e o nimero de filetes (22).

Contudo, é importante ressaltar que, nas semanas subsequentes a insercao do im-
plante, a estabilidade primaria tende a diminuir. Esse declinio gradual é uma consequéncia
das interacoes complexas entre a superficie do implante e o tecido ésseo circundante. A
medida que o tempo avancga, essas interagoes culminam no desenvolvimento progressivo
de uma estabilidade secundaria, que se torna cada vez mais significativa e vital para o

sucesso a longo prazo da osseointegracao (2).

A macrogeometria do implante desempenha um papel crucial na determinacao
da estabilidade priméaria. Logo apds a instalacao do implante, uma série de eventos ¢é
desencadeada, envolvendo a interacao de numerosos elementos celulares com a superficie
do dispositivo. Essa interacao é o ponto de partida para o processo complexo que levara a
osseointegracao bem-sucedida. E importante destacar que a macrogeometria do implante,
incluindo sua forma e dimensoes, exerce uma influéncia significativa nesses mecanismos
biologicos. Além disso, a superficie do implante, incluindo sua composi¢do quimica e
rugosidade micrométrica, desempenha um papel fundamental nesse processo, pois as
células reagem de maneira distinta ao interagirem com superficies lisas em comparacao

com superficies rugosas (23).

Para otimizar a osseointegracao e melhorar os resultados clinicos, varias técnicas de
modificacao da superficie dos implantes osseointegraveis foram desenvolvidas. Estas técnicas
incluem tanto métodos subtrativos quanto aditivos. Entre os métodos mais amplamente
utilizados estao o jateamento de particulas seguido por tratamento de ataque acido (SLA) e
a anodizacao (ASD) (Figura 1). Essas abordagens tém o objetivo de aumentar a rugosidade
da superficie, o que, por sua vez, tem sido associado a uma cicatrizacao mais rapida e a

potencial reducao dos tempos necessarios para a aplicacado de carga nos implantes. No
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entanto, é importante ressaltar que cada método de modificacdo da superficie produz
caracteristicas topograficas ligeiramente distintas, mesmo quando suas médias aritméticas
de rugosidade (Ra) podem apresentar valores semelhantes. Além disso, essas modificagoes
na superficie do implante também podem afetar a molhabilidade e as caracteristicas
quimicas, o que, por sua vez, pode ter um impacto significativo na resposta celular inicial

ao material implantado (24).

Usinado

- .-.
- -..

Figura 1 — Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) de substratos de titanio

com diferentes tratamentos de superficie. SLA: jateamento de particulas seguido
de ataque acido; e ASD: Ti anodizado. Adaptado de KIM et al. (2015). (25)

A interagao entre a superficie dos implantes de titdnio e os tecidos circundantes
desempenha um papel fundamental na garantia do sucesso e da estabilidade a longo
prazo desses dispositivos biomédicos (26). Em muitos estudos encontrados na literatura
que buscam analisar o impacto da rugosidade na osseointegracao, é comum a utilizacao
convencional do pardmetro Ra como medida de rugosidade. Além disso, alguns desses
estudos estabelecem correla¢oes entre o valor de Ra e outras propriedades da superficie
do implante, como sua molhabilidade (27), a capacidade de adesdo das células in vitro e
a adsorcao de proteinas. No entanto, a escolha do Ra como tinico pardmetro de anélise
de rugosidade carece de justificativa adequada, uma vez que a avaliagdao isolada desse
parametro nao representa uma analise abrangente da morfologia da superficie. Deve-se

considerar que superficies com valores similares de Ra podem exibir morfologias distintas.
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Portanto, é fundamental a necessidade de correlacionar diversos parametros que caracteri-
zam a rugosidade e avaliar como eles interferem nas outras propriedades da superficie dos
implantes. No entanto, apesar de haver uma ampla variedade de parametros disponiveis
para a analise e caracterizacao da rugosidade, o papel especifico de cada um desses para-
metros na osseointegragao ainda nao esté definitivamente estabelecido (28). Para obter
uma avaliacao mais precisa da rugosidade e da adesao celular, é aconselhavel considerar a
combinacao dos valores de pelo menos um parametro de altura, um espacial e um hibrido
(29).

A rugosidade de superficie pode ser subdividida em trés niveis, cada um com
caracteristicas distintas e impacto na osseointegracao, dependendo da escala dos recursos
envolvidos: macro, micro e nano (30). O pardmetro Ra de rugosidade micrométrica das
superficies dos implantes osseointegraveis geralmente varia na faixa de 1 a 10 ym (Tabela
1). Essa faixa de rugosidade é especialmente eficaz na promogao do intertravamento entre o
osso mineralizado e a superficie do implante. As irregularidades presentes nesses implantes
permitem que células osteogénicas se conectem e depositem osso, contribuindo para a
formacao da interface osso-implante. Portanto, pode-se afirmar que as microrrugosidades

atuam diretamente no nivel celular da osseointegracao (31).

Alguns estudos tém destacado que perfis de superficie em nanoescala, com caracte-
risticas semelhantes as encontradas em receptores e proteinas de membrana, desempenham
um papel relevante na adsorcao de proteinas, na adesao de células osteoblasticas e na taxa
de osseointegracao (Figura 2). Acredita-se que, em nivel nanométrico, os receptores de
membrana celular, como integrinas e proteinas, contribuam para a melhoria da qualidade
geral da osseointegracio e de outras respostas bioldgicas entre o 0sso e o implante (32). No
entanto, é importante observar que a criacao de superficies com rugosidade nanométrica é
um desafio, muitas vezes exigindo métodos complexos e tratamentos quimicos especificos.
Além disso, ainda nao se definiu qual é a nanotopografia de superficie ideal para promover
a adsorcao seletiva de proteinas, resultando na adesao de células osteoblasticas e deposicao
6ssea rapida (31). Portanto, a pesquisa em novas tecnologias de nanopadroes é essencial,
pois pode abrir novas perspectivas para traduzir os resultados desses estudos em aplicagoes

clinicas mais amplas e eficazes (33).
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Figura 2 — Interagao da superficie osso-implante em diferentes rugosidades e condigoes
topograficas. Adaptado de LI et al. (2021). (32)

Tabela 1 — Parametro Ra para as principais técnicas de modificacdo da rugosidade super-
ficial do titdnio. Adaptado de GUEHENNEC et al. (2007). (31)

Tipo de Implante Rugosidade da Superficie (pm)
Ti Cp Ra = 0,22
TPS Ra = 7,01
SLA Ra = 1,15
SLA Modificado Ra = 1,16
Revestimento HAp Ra = 1,06
Revestimento biomimético de CaP Ra = 1,83

2.2  Mineralizacao Ossea

A mineralizagdo 6ssea é um processo no qual os cristais minerais sdo depositados
de maneira organizada na matriz extracelular organica (MEC). A MEC serve como um
molde que contém células responsaveis por guiar a mineralizagao, desde o local inicial até

as dimensoes finais dos cristais (34).

O osso é um tecido dindmico e altamente vascularizado, composto por aproxi-
madamente 70% de minerais, predominantemente cristais de hidroxiapatita (HAp) em
nanoescala, e cerca de 30% de material organico. Esse material organico inclui componentes

como coldgeno, glicoproteinas, proteoglicanos e sialoproteinas (35).

Uma vez que o 0sso é o principal elemento de sustentagao do corpo dos mamiferos,

ele esta constantemente passando por um processo de remodelacao em resposta as forcas e
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tensoes aplicadas. Essa continua regeneracao do osso desempenha um papel fundamental
na reparacao de danos causados pela fadiga e na preven¢ao do envelhecimento excessivo.
Além de suas fungbes estruturais, como a protecao dos 6rgaos internos e o suporte para os
musculos, o osso desempenha um papel essencial na regulagao rigida da concentragao de

fons de célcio, por meio da reabsorgao constante e da formagao de novos minerais (36).

Os tecidos mineralizados apresentam estruturas notaveis em diferentes niveis hi-
erarquicos, onde as fases organicas desempenham um papel crucial na sua organizacao
estrutural. Como resultado, suas matrizes frequentemente exibem uma composicao hibrida,
variando na proporc¢ao relativa de substancias organicas e inorganicas. Compreender a
complexa interacao entre os componentes organicos e inorganicos nas matrizes mineraliza-
das e sua relacao com as propriedades é de grande importancia no campo da engenharia

de materiais (37).

Apesar de compartilharem a mesma composi¢do mineral, que é a hidroxiapatita, o
0sso e 0 esmalte dentario apresentam diferencas significativas em termos de morfologia
e conteudo organico. O esmalte dentario é quase inteiramente composto por materiais
inorganicos, enquanto o 0sso possui um teor organico consideravelmente maior. O entendi-
mento dessa composicao é essencial para o desenvolvimento de novos materiais hibridos e
estruturas a base de apatita, que tém potencial aplicagao na regeneracao de tecidos 6sseos
e dentarios em seres humanos. Esse conhecimento é fundamental para avangos na sintese

quimica e na engenharia de materiais biomiméticos com aplicacoes clinicas promissoras

(37).

2.2.1 Hidroxiapatita

O termo "apatita'é utilizado para descrever uma estrutura mineral com a férmula
quimica geral AyBg(MO4)sXs, na qual A e B representam fons de célcio, MOy é um grupo

fosfato e X é um fon hidréxido (38).

A hidroxiapatita (HAp), representada pela férmula quimica C'a;o(PO4)s(OH )2, é
uma variedade cristalina do fosfato de célcio (CaP). Ela desempenha um papel fundamental
como componente mineral predominante em tecidos duros, como osso, dentina dentaria e
esmalte. Nessas estruturas biolégicas, a HAp contribui para a formagao de uma hierarquia
altamente organizada, interagindo com diversas proteinas e apresentando propriedades
morfoldgicas, estruturais e mecénicas tnicas (39). Essa combinacao de caracteristicas faz da
HAp um material de grande importancia na area da engenharia biomédica e biomateriais,

com aplicagoes promissoras em uma variedade de contextos clinicos e de pesquisa.
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2.2.2 Componentes Moleculares do Osso

O osso é uma estrutura complexa composta por diversas biomacromoléculas. A
matriz 6ssea ¢ formada por macromoléculas estruturais, como o coldgeno, que geralmente
sdo hidrofébicas. Essas macromoléculas podem ser reticuladas para fornecer suporte e
localizar proteinas soliiveis em agua, que desempenham um papel crucial na nucleagao
e no crescimento mineral, orientando a organizagao e o transporte de ions. Embora o
coldgeno seja o componente organico mais abundante no osso, as verdadeiras nucleadoras
da componente mineral sdo outras proteinas associadas a matriz do colageno. Portanto,
as proteinas nao coldgenas (NPCs), que constituem cerca de 10% do contetdo total de

proteinas na matriz éssea, desempenham uma funcao essencial na biomineralizagao (40).

A sialoproteina 6ssea (BSP ou BSP-II) demonstra uma afinidade significativa
por fons de célcio e é uma fosfoproteina que contém extensas sequéncias de poli(acidos
glutdmicos). Além disso, possui a sequéncia RGD de ligagao a integrina em seu terminal
carboxila (41). Sua expressao geralmente é restrita aos estagios posteriores da diferenciagao
dos osteoblastos e aos estagios iniciais da mineralizacao. No entanto, também pode ser

encontrada em niveis mais baixos nos osteoclastos (42).

Outra proteina relevante é a osteonectina (ON), uma glicoproteina que desempenha
um papel fundamental na ligacdo do calcio aos ossos. Ela é secretada por osteoblastos,
fibroblastos, células epiteliais e hepatdcitos durante o processo de formagao dssea, iniciando
a mineralizagdo e promovendo a formacao de cristais minerais. A osteonectina é encontrada
em quantidades significativas em ossos imaturos. Também conhecida como “proteina
secretada, dcida e rica em cisteina” (SPARC ou PSPARC), ela possui uma leve fosforilagao
e apresenta miultiplos residuos de acido aspartico e acido glutamico repetidos em sua
estrutura. Essa glicoproteina ¢ capaz de regular tanto positivamente a nucleagao quanto,

de forma inibitéria, a mineralizacdo de hidroxiapatita (HAp) (37).

Outra proteina de interesse é a osteopontina (OP ou BSP-I), que também é uma
glicoproteina. A osteopontina possui uma série de residuos de acido poliaspartico e uma
sequéncia RGD préxima ao meio de sua sequéncia primaria. Ela desempenha um papel
crucial como reguladora da atividade dos osteoclastos, e o grau de fosforilagao da OP é

determinante na regulagdo da nucleagdo ou inibi¢ao da hidroxiapatita (HAp) (43).

J& a osteocalcina (OC) é a proteina nao coldgena mais abundante presente no osso,
sendo sintetizada exclusivamente pelos osteoblastos. Por esse motivo, é considerada um
marcador eficaz da diferenciagao dessas células (44). A osteocalcina possui a capacidade de

inibir a formagao déssea, mas nao exerce influéncia sobre o processo de mineralizagao (45).
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2.2.3 Componentes Celulares do Osso

As células mais relevantes no processo de mineralizacao dssea sao os osteoblastos e
os osteoclastos (Figura 3). Os osteoblastos tém origem em células-tronco mesenquimais
que se diferenciam em preosteoblastos, e sua diferenciacao final em osteoblastos requer
uma complexa regulagdo celular e molecular, envolvendo a transcricao de fatores como
Runx2 e Osterix. Por outro lado, os osteoclastos originam-se de células hematopoiéticas
da linhagem de mondcitos/macréfagos da medula dssea, que se diferenciam em células
gigantes multinucleadas sob a regulagao de fatores como o ligante ativador do receptor do

fator nuclear kappaB (RANKL) e o fator estimulador de colonias de macréfagos (cFms)

(46).

Os osteoblastos desempenham um papel fundamental na formagao do material
ostedide, que constitui a porgao organica do tecido 6sseo e é composto por colageno,
proteinas nao colagenas e polissacarideos. Além disso, os osteoblastos estao envolvidos
no processo de mineralizagao, regulando as concentragoes locais de calcio e fosfato para
promover a mineralizacao da apatita. Conforme os osteoblastos ficam incorporados na
matriz por eles secretada, eles sofrem uma diferenciacao final em ostedcitos. Essas células,
em forma de estrela, constituem aproximadamente 90 a 95% de todas as células do osso
maduro e estao interconectadas entre si e com as células da superficie 6ssea por meio de

prolongamentos dendriticos (36).

Por outro lado, os osteoclastos sao células responsaveis pelo processo de "reabsor¢ao
dssea’ (47). Eles possuem um citoesqueleto de actina que se reorganiza em um anel conhecido
como "zona de vedacao', enquanto sua membrana celular forma uma "borda ondulada'que
entra em contato com o tecido Osseo, facilitando a dissolu¢ao do mineral apatita e a
hidrélise da matriz orgénica rica em colageno. O processo de reabsor¢ao 6ssea desempenha
um papel essencial no crescimento, na cicatrizagao e na remodelagao do osso adulto, além

de regular a disponibilidade de célcio no organismo (48).

A interacao entre os osteoblastos e os osteoclastos na fase celular do processo
de mineralizacao da matriz ostedide é regulada por diversos fatores, sendo o ligante do
receptor ativador do fator nuclear kappaB (NF-kappaB), conhecido como RANKL, um dos
principais atores nesse processo (Figura 4). O RANKL pode existir em uma forma soliivel
e se liga ao receptor RANK dos osteoclastos, desencadeando a diferenciacao dessas células
por meio da translocacao do NF-kappaB para o ntucleo. A ativacao do RANKL também
envolve fatores intermediarios, como o Fator 6 Associado ao Receptor do Fator de Necrose
Tumoral (TNF) (TRAF6). Para regular essa interagao, os osteoblastos produzem um
receptor de ligagao solivel ao RANKL, chamado osteoprotegerina (OPG), que atua como
um receptor "chamariz'para o RANKL, bloqueando sua agao e impedindo a diferenciagao

excessiva dos osteoclastos (46).
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Figura 3 — Diferencia¢io dos osteoblastos (A) e osteoclastos (B). Adaptado de MARQUIS
et al. (2009). (46)

- Matriz 6
Figura 4 — Interagao osteoblastos / osteoclastos. Adaptado de MARQUIS et al. (2009).
(46)
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2.3 Biomineralizacao

A biomineralizacao é um processo instigante em que ions inorgénicos sao acumulados
de forma coordenada juntamente com moléculas de proteinas organicas, desempenhando
um papel crucial na formagao de tecidos ricos em minerais in vivo (49, 50). Além de sua
importancia biologica, o estudo da biomineralizacao também tem implicacoes significativas
no desenvolvimento de materiais avancados, uma vez que serve como uma fonte de

inspiracao.

Existem teorias concorrentes que buscam explicar como os materiais inorganicos
sao depositados de forma sistematica (Figura 5). As interpretagoes tradicionais se baseiam
em modelos classicos que descrevem a adigdo mondémero por monoémero. No entanto,
a cristalizacao por fixagdo de particulas (crystallization by particle attachment, CPA)
é reconhecida como um fenémeno comum, envolvendo desde complexos com multiplos
ions até a formacgao de nanocristais completamente desenvolvidos. Apesar das evidéncias
experimentais que confirmam a cristalizacao por fixacdo de particulas, muitos aspectos
fundamentais ainda permanecem desconhecidos, incluindo a influéncia da estrutura da
solucao, das forcas interfaciais e do movimento das particulas nesse processo complexo
(51).

A fixacao de particulas é fortemente influenciada pela estrutura do solvente e
dos ions nas interfaces solido-solucao, bem como nas regices confinadas de solucao entre
superficies solidas. A composicao da solucao e a estrutura do sélido desempenham papéis
essenciais na geragao das forcas que impulsionam o movimento das particulas. A medida
que as particulas se deslocam, a estrutura local e as forcas correspondentes mudam,
levando as particulas de interagoes de longo alcance para interagoes de curto alcance e,

eventualmente, para eventos de fixacao de particulas (51).

2.4 Superficies Metalicas Bioativas

Os estudos de Hench (2006) desempenharam um papel fundamental na definigao
do conceito de bioatividade. Em uma revisao abrangente que abordou cerca de 40 anos
de desenvolvimento de biovidros, ele discutiu seu proprio modelo tedrico de 1971. Esse
modelo descreveu como um biovidro poderia estabelecer uma ligacdo quimica forte com o

osso, resultando na formagao de uma interface de hidroxiapatita cristalina (13, 52).

A aplicagao de revestimentos de biovidro em implantes metdlicos teve seu inicio
na década de 1970. Estudos envolvendo proteses de quadril feitas de ago cirtrgico 316L
revestidas com biovidro e testadas funcionalmente em animais revelaram uma clara
formagao de ligagao entre o implante e o fémur. No entanto, a mobilidade limitada do

implante e a resisténcia do substrato na interface foram fatores essenciais para aumentar a
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Figura 5 — Processo de mineralizagao. Teorias gerais que explicam a deposi¢ao de biomi-
nerais. Adaptado de SHARMA et al. (2021). (50)

taxa de sucesso desses implantes revestidos (53).

Observando as interfaces entre osso e materiais bioativos, KOKUBO (1991) fre-
quentemente identificou camadas de apatita em suas superficies, indicando sua capacidade
potencial de se ligar ao osso. Para reproduzir esse processo in vitro, Kokubo desenvolveu
um fluido corporal simulado acelular (SBF) com composicao ionica e pH semelhantes aos
encontrados no plasma sanguineo humano. Esse SBF simulado foi projetado para induzir
a formagao de apatita, permitindo testes laboratoriais da capacidade de ligacao dssea de

materiais (54).

A condicao crucial para que materiais, como biovidros e vidros cerdmicos, sejam
considerados bioativos é a formagao in vivo de uma camada de apatita dssea semelhante a
do osso em suas superficies. Isso foi confirmado em ceramicas, metais e polimeros organicos

quando esses materiais foram submetidos a um SBF em presenca de fons CaO e PO, (54).

A formulacdo original do SBF nao continha fons SO, presentes no plasma
sanguineo humano. Posteriormente, foram realizadas modificagoes em sua composicao.
No entanto, o SBF revisado ainda difere do plasma sanguineo humano em relacao a
concentragao de fons Cl~ e HCO3 (55, 56).

Apods uma avaliagao rigorosa de sua estabilidade e capacidade de induzir a formagao
de apatita em materiais sintéticos, o SBF revisado com uma férmula refinada, que facilita

sua preparacao, foi registrado em 2007 pelo Comité Técnico da Organizacao Internacional
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de Padronizagao (ISO) como a solugdo padrao para a avaliagao in vitro da capacidade de

formacao de apatita em materiais de implantes (57).

Embora algumas ceramicas, como biovidros, hidroxiapatita sinterizada e vitrocera-
mica AW, se liguem espontaneamente ao 0sso vivo e sejam clinicamente utilizadas como
substitutos 6sseos, elas apresentam uma tenacidade a fratura menor e um moédulo de

elasticidade maior em comparagao com o osso cortical humano (14).

Os mecanismos subjacentes a reacao bioativa in vivo envolvem o controle genético
do ciclo celular dos osteoblastos (Figura 6). A proliferagao e diferenciacao dessas células
sao essenciais para a formacgao do novo osso. Para entrar nas fases ativas do ciclo celular,
que comegam apos a conclusao da mitose anterior, as células osteoprogenitoras precisam
receber os estimulos quimicos adequados de seu ambiente local. Caso contrario, elas podem

entrar em apoptose, um processo de morte celular programada (13).

O papel dos materiais bioativos esta principalmente em liberar fons biologicamente
ativos em concentragoes criticas e na taxa necessaria para estimular a proliferacao e
diferenciacao celular. Se as condigbes quimicas locais nao favorecerem a progressao do ciclo
celular das células osteoprogenitoras, essas células podem seguir o caminho da apoptose
(13).

Figura 6 — Ciclo celular do osteoblasto instruido por produtos bioativos de dissolucao
idnica liberados por biovidro. Adaptado de HENCH (2006). (13)

Os biomateriais evoluiram por diferentes estagios ao longo do tempo, que podem ser
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categorizados em trés geragoes distintas (Figura 7). Os biomateriais de primeira geragao
sao frequentemente denominados bioinertes, caracterizados pela auséncia de reatividade
com o tecido hospedeiro na interface entre o material e o corpo. Os biomateriais de segunda
geracao sao conhecidos como materiais bioativos, pois tém a capacidade de estabelecer
ligagoes interfaciais com o tecido. Por fim, os biomateriais de terceira geracao estao sendo
desenvolvidos para estimular respostas celulares especificas em nivel molecular, utilizando
moléculas bioativas como parte de seu design e funcionalidade. Essa evolugao reflete o
constante avanco na compreensao e na engenharia de biomateriais, com o objetivo de
melhorar sua interacdo com o corpo humano e promover beneficios terapéuticos mais

eficazes (58).
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Figura 7 — Geragoes dos Biomateriais. Adaptado de FARAG (2023). (58).

A utilizacao do titanio como um material bioativo de terceira geracao representa
um avanco significativo na area de biomateriais. Tradicionalmente considerado bioinerte, o
titdnio pode ser transformado em um material bioativo quando carregado com proteina
6ssea morfogenética (BMP), como a BMP-2, que induz a formacao dssea ectépica. A
imobilizacao dessa proteina na superficie de um implante de titdnio permite que ela
mantenha sua atividade osteoindutora, estimulando a deposi¢ao de osso mesmo quando

implantada em regioes ectopicas do corpo (59).

Surpreendentemente, estudos demonstraram que modificagdes termoquimicas espe-
cificas aplicadas ao titdnio, um material reconhecido como nao bioativo, podem resultar
na induc¢do de formacao éssea em uma regiao ectdpica, sem a necessidade de células
osteogénicas adicionais ou agentes osteoindutores. O tratamento termoquimico alcalino
envolve uma série de etapas, incluindo imersao em solugdo aquosa de NaOH, imersao
em agua destilada e tratamento térmico subsequente. Esse processo leva a formacgao de

uma camada fina e porosa de titanato de s6dio na superficie do titanio. Inicialmente, essa
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camada é amorfa, mas com o tempo, ela sofre uma cristalizacao gradual, adquirindo uma

estrutura semelhante a apatita dssea quando submetida a imersao em um fluido corporal

simulado (SBF) (12).

O tratamento alcalino faz com que grupos funcionais hidroxila na superficie do
titdnio assumam uma carga negativa, o que desencadeia a formacao de apatita por meio
da formagcao de um composto amorfo. Posteriormente, esse composto amorfo se transforma
em apatita mineral éssea (Figura 8). Essa transformacao é essencial para promover a
bioatividade da superficie do titanio e sua subsequente ligagdo ao osso, tornando-o um
material altamente desejavel para aplicacoes biomédicas, como implantes ortopédicos e
odontoldgicos (14, 60, 61, 62).

A capacidade bioativa de blocos de titanio tratados quimicamente e termicamente
foi avaliada tanto in vitro quanto in vivo. Os resultados indicam a capacidade desses blocos
de formar apatita in vitro e de atuar como osteocondutores in vivo, ao contrario de blocos
de titdnio nao tratados submetidos as mesmas condigoes (12). Esse avanco na bioatividade
do titanio representou um marco importante no desenvolvimento de biomateriais e suas

aplicagoes clinicas.

2.5 Peptideos de Ligacao a Hidroxiapatita

A regeneracao de tecidos mineralizados, como osso e dentina, em casos de defeitos
traumaticos ou patolégicos, requer uma abordagem biomimética que possa fornecer orien-
tacdo molecular precisa para a restauracao do tecido danificado. A complexidade desses
tecidos exige nao apenas a inducao de respostas celulares especificas para a formagao da
matriz extracelular, mas também a capacidade de controlar o processo de mineralizacao

de forma temporal e espacial adequada (19).

Proteinas desempenham um papel fundamental na biomineralizacao, influenciando
aspectos como nucleacao, cristalografia, polimorfismo e morfologia de minerais biogénicos.
Isso levou ao interesse em usar proteinas em processos controlados de mineralizagao in
vitro. No entanto, a utilizagdo de proteinas isoladas pode ser limitada devido as dificuldades

de extragao, purificacao e caracterizagao de suas fungoes a partir de sistemas biologicos

(20).

Uma abordagem eficaz para modular as propriedades de biomateriais é a funci-
onalizagdo com sequéncias peptidicas especificas que atuam como elementos de ligagao
entre células especificas e caracteristicas quimicas do material. Os peptideos sintéticos de
curta extensao (compostos por 9-30 aminoacidos) sao particularmente vantajosos nesse
contexto, pois podem ser projetados para evitar respostas imunologicas e oferecer maior
especificidade em comparagao com proteinas de tamanho integral, que geralmente contém

multiplos dominios funcionais. Além disso, a sintese de peptideos curtos é mais acessivel e
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Figura 8 — Relacao entre as mudancas na estrutura da superficie e o potencial do titanato
de s6édio amorfo no processo de formacao de apatita em sua superficie em um
SBF. Adaptado de KOKUBO et al. (2003). (14)

econdmica, com menor probabilidade de induzir mudangas conformacionais, uma vez que

nao tém tendéncia tao acentuada a formar estruturas secundarias ou tercidrias (63).

Uma abordagem pratica e promissora ¢é a utilizagdo de peptideos selecionados por
meio de técnicas como a exibicao de fagos, provando ser eficaz na criacao de sequéncias de

polipeptideos que tém afinidade especifica com vérias superficies inorganicas (20).

Nesse contexto, os peptideos de ligagao a hidroxiapatita (HBPs), descobertos por
meio da exibicao de fagos, surgem como uma alternativa promissora para o desenvolvimento
de biomateriais funcionais destinados a regeneragao eficaz de tecidos 6sseos e dentarios. Eles
oferecem uma abordagem promissora para influenciar o desenvolvimento desses tecidos,

buscando emular a precisao observada na regulacao biolégica in vivo (19).

O osso é um material compédsito natural com uma estrutura hierarquica tnica,
abrangendo escalas que variam desde o nivel molecular até o macroscépico. Seu componente
mineral consiste em apatita com uma estequiometria altamente substituida, geralmente
idealizada como hidroxiapatita (HAp, Ca;o(PO4)s(OH)s). Os cristais de apatita em
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forma de placa desempenham diversos papéis essenciais, contribuindo para as notaveis

propriedades mecanicas do osso e mantendo a homeostase como um reservatorio de ions

Ca** (17).

Portanto, a compreensao dos mecanismos de nucleacao e crescimento da HAp é
fundamental, pois pode beneficiar o desenvolvimento de tratamentos para condigoes de
mineralizacao patoldgica em varias doencas 6sseas, bem como impulsionar o avanco de

biomateriais na engenharia de tecidos dsseos e dentérios (17).

A mineralizacao da matriz extracelular (MEC) por meio da cristalizacao da Hi-
droxiapatita (HAp) é uma etapa critica no processo de formagao 6ssea normal. A MEC,
composta por coldgeno insolivel e proteinas nao coladgenas soliveis (NCPs), desempenha
um papel vital interagindo com fons inorganicos ou outros polimorfos de fosfato de célcio
(CaP), regulando assim a nucleagao e o desenvolvimento da fase final de HAp. A introdugao
in vivo de peptideos com alta afinidade pela HAp oferece um potencial significativo para
direcionar a cristalizacao dessa substancia de maneira biomimética, abrindo perspectivas

promissoras para aprimorar ainda mais a regeneracao do tecido 6sseo (17).

Os peptideos de ligacao a hidroxiapatita desempenham papéis importantes em
diferentes estagios da cristalizacao do C'a — POy, desde a formacao de aglomerados amorfos
até a transicao da fase amorfa para a fase cristalina e, finalmente, o crescimento cristalino.
Os resultados indicam que a magnitude da carga liquida dos peptideos controla suas
afinidades de ligacao, que, por sua vez, apresentam uma correlacdo positiva com sua

eficdcia em direcionar a nucleagdo e o crescimento da HAp (17).

Em estudos anteriores, foram identificadas sequéncias peptidicas que demonstram
alta afinidade tanto pelo mineral semelhante ao osso (BLM - bone — like mineral) quanto
pela Hidroxiapatita (HAp) por meio da aplicagdo combinada de técnicas como exibigao de
fagos, ELISA e modelagem computacional. Notavelmente, algumas sequéncias peptidicas
especificas de 12 mers, como APWHLSSQYSRT, STLPIPHEFSRE e VITKHLNQISQSY,
foram identificadas por sua ligagao preferencial a apatita. Como resultado, essas sequéncias
passaram a ser objeto de pesquisas mais aprofundadas no campo da engenharia de tecidos

6sseos, com o objetivo de explorar seu potencial aplicativo nessa area (64, 65).

Em um estudo realizado por ADDSON et al. (2010), o objetivo principal foi
aprimorar a especificidade de um dos peptideos previamente identificados devido a sua
afinidade pela apatita, tornando-o capaz de se ligar a diferentes materiais. Além disso,
buscaram compreender os fatores criticos que influenciam a afinidade desse peptideo pelo
mineral, considerando aspectos como carga liquida, distribuicao de carga, sequéncia e
composicao de aminoacidos. Para atingir esses objetivos, conduziram investigagoes que
avaliaram os efeitos da fosforilacao e variagao na sequéncia do peptideo em sua adsorgao
a quatro tipos diferentes de apatitas, incluindo uma semelhante ao osso (BLM) e trés

variantes de apatitas com niveis variados de carbonato (0%, 5%, 6% e 10,5%). (19) .
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Os resultados revelaram que a fosforilagao do peptideo VITKHLNQISQSY (peptideo
VTK) resultou em um aumento de 10 vezes na aderéncia do peptideo a apatita semelhante
ao 0sso e um aumento de 2 vezes na aderéncia a apatita carbonatada. No entanto, essa
modificacdo nao teve um efeito significativo na afinidade do peptideo pela hidroxiapatita
pura (sem carbonato). Ao manipular a sequéncia do peptideo VTK nao fosforilado,
observou-se um aumento na especificidade do peptideo em relagao a apatita semelhante ao
osso. Porém, o peptideo VTK fosforilado (pVTK) com sequéncia alterada nao apresentou
mudancas significativas em sua ligagao ao mineral. Esses resultados indicaram que, embora a
sequéncia e a distribuicao de carga fossem importantes para a ligagao mineral, a fosforilagao

foi mais eficaz na melhoria da aderéncia em comparac¢ao com as modifica¢oes sequenciais.

(19).

Além disso, o estudo também mostrou que os peptideos fosforilados, especialmente
o pVTK, eram capazes de inibir a mineralizacao de osteoblastos MC3T3 apds 12 dias
de cultivo, quando a mineralizacao estava no maximo. A inibi¢do da mineralizacao foi
dependente da dose para o pVTK e, em menor grau, para o pVTK com sequéncia
alterada, enquanto as formas nao fosforiladas e com sequéncia alterada nao tiveram efeitos
significativos. Isso indicou que a capacidade de inibir a mineralizacao dependia tanto da

sequéncia do peptideo quanto de sua carga.(19).

Os estudos também incluiram modelagem computacional das interagdes entre
peptideos e minerais, revelando uma melhoria favoravel na energia de ligagao apods a
fosforilacao, que nao foi afetada pela alteracdo da sequéncia do peptideo. Em resumo, a
fosforilagao de residuos de serina aumentou a especificidade do peptideo para a apatita
semelhante ao o0sso, cuja aderéncia foi principalmente determinada pela composicao da
sequéncia e carga liquida, enquanto a sequéncia do peptideo influenciou a mineraliza¢ao em
culturas de osteoblastos. Essa capacidade de inibir a mineralizagao pode ter implicacoes

promissoras no tratamento de calcificagoes patoldgicas (19).

Em um estudo subsequente, RAMASWAMY et al. (2015) confirmaram esses resul-
tados, demonstrando que o pVTK causou uma inibicao dose-dependente da mineralizacao
em células pré-osteoblasticas MC3T3, sem causar efeitos citotoxicos significativos. Embora
tanto o peptideo VTK quanto o pVTK demonstrassem afinidade por minerais sintéticos
e secretados por células, a importancia relativa da sequéncia e da carga do peptideo
diferia entre essas duas formas de apatita. A fosforilagao e a carga liquida eram mais
importantes na ligagao do peptideo ao mineral sintético, enquanto a sequéncia peptidica
e a fosforilagdo/carga eram igualmente essenciais na inibi¢do da mineralizagao biolégica.
Isso sugere que entender como o peptideo fosforilado interage com minerais e células pode

viabilizar sua aplica¢do no tratamento de processos patolégicos de mineraliza¢ao (21).

A fosforilagado de residuos de tirosina, treonina e serina desempenha um papel

fundamental em proteinas associadas a regulacao da mineralizagao éssea, destacando a
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relevancia desse processo na compreensao das interacoes entre peptideos e minerais, bem

como em seu potencial terapéutico. (19, 20, 66).

Com base nisso, ZHAO et al. (2016) conduziram um estudo para investigar quatro
peptideos derivados do peptideo VTK (Tabela 2). O primeiro, denominado VTK _ s,
resultou do embaralhamento da sequéncia primaria do VTK. O segundo, VITK _7E,
envolveu a mutagao do residuo de glutamina (Gin) do VTK para acido glutdmico (Glu),
resultando em um peptideo com carga liquida neutra. O terceiro, o pVTK, foi obtido
pela fosforilagao de ambos os residuos de serina (pSer) no VTK, conforme descrito por
ADDISON et al. (2010). Esse ultimo peptideo apresentou uma carga liquida de -3 em pH
fisiol6gico. Dos quatro peptideos analisados em relagao a sua afinidade a hidroxiapatita,
o pVTK, resultante da fosforilagao dos residuos de serina no VTK, demonstrou a maior
carga liquida absoluta em pH fisiologico, emergindo como o peptideo com a ligacao mais
forte & HAp, conforme indicado pela simulacao realizada. Em termos de estrutura (Figura
9), observou-se que tanto o VITK quanto o VTK _7E apresentaram predominantemente
uma estrutura helicoidal. Em contrapartida, o VITK s e o pVTK demonstraram uma

estrutura aleatéria ("Random coil") (16).

Figura 9 — Estrutura secundaria de peptideos de ligagao a hidroxiapatita: (A) VTK, hélice
(B) VIK s, aleatéria (C) VIK 7E, hélice (D) pVTK, aleatéria. Adaptado de
ZHAO et al. (2016). (16)

Tabela 2 — Carga liquida (Net Charge) de peptideos de ligacao a HAp. Adaptado de
ZHAO et al. (2016). (16)

Peptideo Sequéncia Carga liquida em pH 7 | Estrutura secundaria
VTK VTKHLNQISQSY +1 Helicoidal
Aleatoria
VTK, IYQSKHTLSNQV +1
(random coil)
VTK,;E VTKHLNEISQSY 0 Helicoidal
Aleatoéria
pVTK | VTKHLNQISPQSPY -3

(random coil)
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A regulacao da mineralizacao do fosfato de célcio in vitro foi observada na presenca
de Proteinas de Ligacao ao Hidroxiapatita com alta afinidade de ligagdo, o que promoveu
um crescimento mais significativo dos cristais de hidroxiapatita (Tabela 3). Essas proteinas,
de forte ligacao, demonstraram eficicia em retardar a transformacao da fase amorfa
para a cristalina, resultando em um crescimento preferencial com niveis superiores de
cristalinidade quando comparadas as HBPs com menor afinidade de ligacao ou a testes

conduzidos sem a presenga das HBPs (Figura 10) (17).

Tabela 3 — Afinidade de Ligagdo dos HBPs. Adaptado de LING et al. (2020). (17)

Peptideos | Carga Liquida | Energia Livre de Ligacdo (kcal.mol™Y
VTK +1 -17.9
VTK s +1 -15.3
VTK_7E 0 -26.1
pVTK -3 -34.7
o Say Ca?*, PO,*> e
Precipitacio  COmMplexo de ions
Sem HBPs VTK_7E VTK, VTK s pVTK
—210 min o % w %
Fase d e‘lavq‘sj_cvarg FasedeTrans sicio Fase dETIENILS,[QEO Parcial

o B B AR -

Fase de Trarlsvgau Completa

Awd

B B MW -

]
Cresmmemu*ie Agregados. Fase de Tranﬂggo

ﬁ% %%

Direcdes Prefi erenaans de Crescimento

o
S,

Figura 10 — Precipitagao e crescimentos de cristais de HAp x HBPs. Adaptado de LING
et al. (2020). (17)



Capitulo 2. revisdo de literatura 41

Durante o teste de bioatividade conduzido por DO NASCIMENTO et al. (2023)
em amostras de fosfato de calcio associadas fisicamente ao peptideo pVTK no meio
McCoy, observou-se um incremento significativo na bioatividade. Esse aumento resultou na
precipitacao de apatita déssea, destacando assim o potencial de mineralizacao apresentado
pelo peptideo pVTK. Essa descoberta sugeriu uma maior capacidade do peptideo em

influenciar positivamente o processo de formagao de apatita em superficies bioativadas.

A escolha do peptideo de ligagao a hidroxiapatita pVTK para este estudo foi
motivada por sua marcante for¢a de adesao em comparagdo com outros Peptideos de
Ligagao ao Hidroxiapatita. Além disso, havia uma lacuna na pesquisa sobre o entendimento
de como esse peptideo poderia regular a etapa inorganica da mineralizacao em superficies

metalicas bioativadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para avaliar e discutir o potencial de mineralizacao e a viabilidade celular do
peptideo de ligagao a hidroxiapatita pVTK imobilizado na superficie do titanio, foram

realizados diferentes testes e analises.

A silanizacao, apesar de ser relativamente demorada e exigir diversas etapas, foi
escolhida no presente estudo por ser um método consagrado e muito bem documentado

para imobiliza¢do de peptideos na superficie de metais (67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74).

3.1 Preparacao das Amostras

No presente trabalho foram usados 76 discos de titanio comercialmente puro grau
4 (ASTM F67) com 2mm de espessura, cortados de uma barra de didmetro 6mm. Apds
o corte, os discos foram polidos e divididos igualmente em quatro grupos distintos: o
grupo de controle negativo, que consistiu em amostras de Titanio sem silanizacao e sem a
presenga do peptideo pVTK (Ti); o grupo de controle positivo, constituido por amostras
de Titanio Silanizado, porém sem a presenga do peptideo pVTK (TiSi); e, por fim, os dois
grupos experimentais compostos por amostras de Titanio com pVTK, sendo um sem a
etapa prévia de silanizacdo (TiP), e o outro com a silanizacdo e a presenca do peptideo
pVTK (TiSiP) (Tabela 4).

Tabela 4 — Grupos Estabelecidos para o Teste de Bioatividade

AMOSTRA REPRESENTACAO | CONDICAO
Titanio Grau 4 Ti Controle negativo
Titanio Silanizado TiSi Controle positivo
Titanio ottt /pYTK TiP Experimental
(adsorcao fisica)
Titanio silanizado e pVTK TiSiP Experimental

(ligagdo covalente)

3.1.1 Uniformizacao das Superficies

O processo de uniformizagao das amostras foi realizado no Departamento de Ciéncias
de Materiais do Instituto Militar de Engenharia, desempenhando um papel importante na
replicacao da microtextura encontrada em implantes biomédicos comerciais. Essa etapa
contribuiu significativamente para simular a textura necessaria para a interacao efetiva
com o tecido 6sseo, essencial para a funcionalidade dos implantes. Os discos de titanio

foram cortados, polidos e submetidos a tratamento de superficie através de submersao em
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uma solugao composta por HySO4 / HF /| HCI. Essa etapa visava criar uma superficie
microrrugosa uniforme, com um parametro de rugosidade (Ra) entre 1 e 2 um, que é
conhecida por promover interagoes bioativas eficazes entre os implantes e o tecido 6sseo
circundante. A replicagdo dessa textura ¢é crucial, uma vez que influencia diretamente
a adesao celular, a osteointegracao e, consequentemente, a viabilidade dos implantes.
Vale destacar que as formulagoes detalhadas dos componentes, bem como o tempo e a
temperatura de condicionamento, foram mantidas como informagoes confidenciais, por

tratar-se de procedimento usado no tratamento de implantes comerciais.

Apébs o condicionamento acido, os discos foram lavados com agua destilada e
secos utilizando nitrogénio (Ns). A eficicia do condicionamento acido foi avaliada por
Microscopia Eletronica de Varredura com Fonte de Emissdao de Campo (MEV-FEG),
enquanto a caracterizagao da superficie foi realizada por meio do Interferometro a Laser

Zygo.

3.1.2 Ativacdo das Amostras

A ativacao da superficie das amostras dos grupos TiSiP e TiSi por meio do
tratamento alcalino teve como objetivo facilitar a adesao do silano a superficie do titanio.
O tratamento alcalino foi conduzido imergindo as amostras em uma solucao de NaOH 5M
durante 8 horas a 60°C, promovendo a formagao dos grupos funcionais hidroxila (OH ™).
Esses grupos hidroxila sao essenciais para facilitar e estabelecer a ligagao covalente entre
o titanio e o silano, promovendo uma ancoragem robusta e duradoura do revestimento.
Apos essa etapa, as amostras passaram por um processo de lavagem com agua destilada

por 30 minutos e posterior secagem individual utilizando nitrogénio (Ny) (Figura 11).

Figura 11 — Amostras dos grupos TiSi e TiSiP ativadas apds secagem em N,
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A analise da superficie das amostras ativadas foi realizada por Microscopia Ele-
tronica de Varredura com Fonte de Emissao de Campo (MEV-FEG) e caracterizada por
meio do Interferometro a Laser Zygo. Essa andlise visou identificar possiveis modificagoes
na uniformidade da microtextura superficial e nos parametros de rugosidade, comparativa-
mente aos resultados obtidos apds o condicionamento acido. Essa etapa é crucial, pois a
verificagdo dessas alteragoes pode indicar a eficacia do tratamento alcalino na preparagao
da superficie para o subsequente processo de silanizagao, influenciando diretamente a
aderéncia e a estabilidade do revestimento aplicado. Essa metodologia é apoiada e descrita
em estudos anteriores, como mencionado por GODOY et al. (2009) e SANCHEZ-BODON
et al. (2021), destacando a relevancia desses procedimentos para a funcionalizac¢ao eficaz

de implantes biomédicos (67, 68).

3.1.3 Silanizacdo

Para a técnica de silanizagao, empregou-se o silano 3(cloropropil)-trietoxisilano
(CPTES), pentano anidro como solvente e N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) como base,
adquiridos da Sigma-Aldrich Brasil. Esse método é reconhecido por sua eficicia na formagao
de uma camada orgénica sobre a superficie do titanio, facilitando a ancoragem do peptideo
pVTK.

As amostras ativadas (TiSiP e TiSi) foram imersas em uma solugdo composta por 7
ml de pentano anidro, 1,2 ml de CPTES e 0,6 ml de DIPEA, sob atmosfera saturada de N,
por 1 hora, conforme protocolos similares empregados em estudos anteriores (67, 68, 69).
Apos essa etapa, as amostras foram lavadas meticulosamente trés vezes com agua destilada
e secas por meio de nitrogénio, visando a remogao de excessos e a obtengao de uma camada

uniforme e estével de silano na superficie do titdnio (Figura 12).

Apods a conclusao desse processo, novamente as amostras foram analisadas por
Microscopia Eletrénica de Varredura com Fonte de Emissao de Campo (MEV-FEG),
enquanto a caracterizagao da superficie foi realizada por meio do Interferometro a Laser

Zygo para compreensao dos efeitos da silanizagao sobre as superficies previamente ativadas.
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Figura 12 — Silanizacao das amostras dos grupos TiSi e TiSiP em atmosfera saturada de
Ny

3.1.4 Imobilizacao do Peptideo pVTK

A funcionalizagao das superficies das amostras silanizadas com o peptideo de
ligacao a hidroxiapatita pVTK representa um passo crucial para o estudo da bioatividade
dessas superficies. O procedimento foi realizado visando conferir propriedades especificas
aos discos de titanio dos grupos TiSiP e TiP. Para esta funcionalizagdao, uma solucao de
tampao de fosfato com pH 7.4 (Phosphate Buf fered Saline - PBS, Sigma-Aldrich Brasil)
foi preparada, seguida pela reconstituicao do peptideo pVTK a uma concentracao de 0,4

mM, conforme descrito em estudos anteriores (16, 17, 18).

A aplicacao controlada do peptideo foi realizada gotejando suavemente 10 nL. da
solugdo contendo o peptideo pVTK 0,4 mM sobre a superficie dos discos de titanio dos
grupos TiSiP e TiP, garantindo a cobertura completa da area. Subsequentemente, os discos
foram deixados secar naturalmente a temperatura ambiente, permitindo a formacao de
uma camada uniforme do peptideo sobre a superficie dos implantes. Esse procedimento visa
conferir propriedades especificas as amostras, aprimorando sua interagdo com o ambiente

biolégico e promovendo uma maior efetividade das amostras funcionalizadas.
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A Figura 13 ilustra de forma esquematica o processo de imobilizacao do peptideo
pVTK na superficie de titanio utilizando o Método de Silanizacao. O procedimento comeca
com a ativacao da superficie do titanio para gerar grupos hidroxila com carga negativa,
essenciais para a subsequente ligacao covalente com o silano. Em seguida, a por¢ao N-
terminal do peptideo pVTK ¢ ancorada a superficie do titdnio previamente tratada com
CPTES por meio de uma reacao de substituicao nucleofilica, onde o grupo amina do
peptideo substitui o 4&tomo de cloro do CPTES ligado ao silano, resultando na formagao

de uma ligacao Silano-N estavel.

Tratamento alcalino com NaOH Silanizagdo S,.2
N
]
Cl HN
10 o] \* (o]
OH OH CPTES 1 Sl ‘r H2N - O S.l O -"
—_— ) o S— O
p % |

Figura 13 — Representacao esquematica da imobilizacao do pVTK na superficie de titanio
através do Método de Silanizacao. Adaptado de SANCHEZ-BODON, et al.
(2021). (67)

3.2 Rugosidade Superficial e Molhabilidade

Para a medicao da rugosidade superficial, o parametro Ra foi avaliado utilizando
um Interferdmetro Optico Zygo New View 7100. Essa técnica é reconhecida por sua
precisao na obtencao de informacdes quantitativas sobre a textura da superficie, sendo

amplamente aplicada em estudos de biomateriais.

A molhabilidade da superficie foi determinada por meio da medicao do angulo de
contato, utilizando um goniémetro First T'en Angstroms FTA-100 (First Ten Angstroms
Co., Portsmouth, VA, EUA). Esta andlise foi conduzida empregando uma solugao de NaCl
0,9%, permitindo avaliar a capacidade da superficie em interagir com liquidos, o que é
crucial para entender a resposta dos materiais quando em contato com fluidos biolégicos

(75, 76, 77).
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3.3 Testes tn vitro

3.3.1 Testes de Bioatividade

Os ensaios de bioatividade e viabilidade celular desempenham um papel essencial
na avaliacao da eficacia e seguranga de biomateriais, especialmente aqueles destinados a

implantes biomédicos.

Para a avaliagao da bioatividade, foi utilizado o meio McCoy’s 5A com HEPES 25
mM, adquirido da Atena Biotecnologia, Campinas, SP. Reconhecido como um substituto
eficaz do SBF (Simulated Body Fluid), esse meio é conhecido por induzir sinais positivos
de bioatividade, tais como a formagao espontanea de bone — like apatite, o que tem sido
amplamente documentado em estudos anteriores para avaliar a capacidade bioativa de
materiais (18, 78, 79, 80, 81, 82). Este teste foi conduzido em trés amostras de cada
grupo, incluindo o grupo controle, permitindo avalia¢oes em intervalos distintos (3, 7 e
14 dias), totalizando 36 amostras. Essa abordagem temporal diversificada proporciona
uma compreensao abrangente das interagdes entre os materiais e o ambiente bioldégico em
diferentes estagios temporais, essencial para avaliar a viabilidade desses materiais para

aplicagao em implantes biomédicos.

3.3.2 Testes de Viabilidade Celular

Para o ensaio de viabilidade celular pelo método de citotoxicidade indireta, foram
utilizadas as células-tronco mesenquimais de polpa dentaria (Lonza, PT-5025), cultiva-
das em frasco de cultura de células de 175 ¢m?, utilizando o meio de cultura Human
Mesenchymal Stem Cell Expansion Medium (HM) (Millipore - Merck), suplementado
com 8% de soro humano (Sigma-Aldrich), 1% de antimicrobianos (penicilina e estrep-
tomicina, Sigma-Aldrich), 1% de L-glutamina (Sigma-Aldrich) e 1% de acido ascorbico
(Sigma-Aldrich). As células foram incubadas em uma atmosfera com 5% de CO; a 37°C,
com substituigdo do meio de cultura a cada 2-3 dias. As células foram destacadas do recipi-
ente utilizando a enzima TrypLE™ Express (Gibco), quando atingiram aproximadamente
80% de confluéncia. A seguir, foram imediatamente semeadas a uma densidade de 5 x 10*

células em uma placa de cultura de 96 pogos, obtendo-se o volume final de 100 uL/pogo.

Para o teste de viabilidade celular, foram formados quatro grupos experimentais:
Ti, TiP, TiSiP e TiSi. Para a producao dos extratos utilizados neste ensaio, os grupos
experimentais foram incubados nas mesmas condi¢oes das células, ou seja, em meio de
cultivo com uma atmosfera de 5% de C'Oy a 37°C', em uma placa de 48 pocgos. Além disso,
o ensaio foi realizado em quintuplicata (n = 5). Apds um periodo de incubagao de 24h,
100 pL dos extratos obtidos dos grupos experimentais foram transferidos para a placa de
cultura de 96 pocos. Para este estudo, foram avaliados dois tempos de exposicao: 24h e 48h.

Apés esses periodos, para a obtencao dos resultados de viabilidade, foram adicionados 10
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uLi de solugao WST-1 (Roche) em cada pogo, e as células foram incubadas a 37°C' em 5%
de CO, durante 4h. Apds este periodo, as amostras foram agitadas suavemente durante 1
min, e a absorbancia foi medida a 450 nm por um leitor de microplacas (Promega, GloMax
E8032).

Como controles para o ensaio de cultura colorimétrico, o meio de cultura contendo
WST-1 sem células foi utilizado para definir o limiar de fundo, enquanto o meio de cultura
contendo WST-1 com células foi utilizado como controle da viabilidade celular. Os testes
de viabilidade celular foram realizados no Departamento de Bioengenharia da R-Crio

Células Tronco, em Campinas, Sao Paulo.

A andlise de dados foi realizada com o software GraphPad Prism (versao 5.00,
GraphPad Software Inc., San Diego, Califérnia). A interagdo entre parametros indepen-

dentes foi explorada. O significado estatistico foi definido para p < 0,05.

3.4 Carcterizacao das Superficies das Amostras

3.4.1 Comprovacao da Unido Titanio-silano, Silano-pVTK e Titanio-PVTK

A avaliacao da integracao entre o silano e a superficie de titanio foi conduzida por
meio da Espectrometria por Fluorescéncia de Raios X (FRX). Esta andlise detalhada foi
realizada em dois equipamentos: o primeiro, um Espectrometro por Fluorescéncia de Raios
X Panalytical Epsilon-3; e o segundo, o equipamento Panalytical Axios Max, garantindo,

assim, a qualidade, precisao e confiabilidade dos resultados.

Essa abordagem, destaca-se pela sua precisao na deteccao e quantificacao de
elementos quimicos nas interfaces, possibilitando uma anéalise abrangente das unides
formadas. A andlise das interacoes entre Silicio-Peptideo e Titanio-Peptideo foi conduzida
utilizando a mesma técnica de Espectrometria por Fluorescéncia de Raios X (FRX) nos
mencionados laboratorios, o que permitiu a confirmacdo da presenca e integridade do

revestimento de peptideo, bem como sua ligacao efetiva a superficie de titanio.

Os procedimentos de analise foram conduzidos em duas etapas. Primeiramente,
ap6s a conclusao do processo de silanizagao nas amostras dos grupos TiSi e TiSiP, foi
realizado um exame por FRX para verificar a presenca do elemento siicio nos grupos
mencionados. Em seguida, apés a incorporagao do peptideo pVTK nos grupos TiP e TiSiP,
as analises por FRX foram repetidas para também aferir semi-quantitativamente nestes

grupos, a presenca do elemento fosforo oriundo da fosforilagao do pVTK.

3.4.2 Caracterizacao Morfolégica das Amostras Apos o Teste de Bioatividade

A caracterizacao morfologica das superficies dos discos de titdnio dos quatro grupos

estudados foi conduzida por meio de um Microscépio Eletronico de Varredura com Fonte
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de Emissao de Campo (MEV-FEG) Zeiss DSM 940. Esse método permite uma analise
detalhada das caracteristicas topograficas das superficies dos discos, fornecendo informagoes

sobre a estrutura e a textura desses materiais.

3.4.3 Caracterizacao Quimica das Amostras Apds o Teste de Bioatividade

Adicionalmente, a caracterizacao quimica das superficies das amostras apds o
ensaio de bioatividade foi realizada por Espectroscopia por Dispersao de Energia (EDS)
no mesmo laboratério. Esse procedimento é fundamental para identificar e quantificar
os elementos presentes na superficie dos discos apds a exposicao ao meio McCoy’s HA,
fornecendo informagoes valiosas sobre possiveis alteragoes quimicas ou composicionais

decorrentes da interagao entre o material e o meio utilizado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Preparacao das Amostras

Antes da incorporacao do peptideo, procedeu-se a caracterizacao das superficies
das amostras por meio de Interferometria a laser, seguida de anédlises em MEV-FEG. As
amostras investigadas englobaram aquelas de titanio submetidas ao tratamento éacido,
bem como as amostras apds o tratamento alcalino e a subsequente etapa de silanizagao. O
propoésito dessa andlise consistiu em comparar as superficies das amostras ao longo das

varias etapas que compoem o método de silanizacao para a incorporacao de peptideos.

As imagens 3D das microtopografias das superficies apds cada etapa de preparacao
das amostras estao representadas nas Figuras 15, 16A e 16B; enquanto os valores dos
parametros da rugosidade encontrados apods cada etapa sao mostrados nas Tabelas 5 a 7,
e discutidos a partir dos valores médios encontrados na analise de diferentes regioes de

cada amostra (Tabela 8).

IE [Z499 | Roughness 3D Model Plot 4]
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Figura 14 — Imagem 3D da microtopografia da superficie da amostra apés condicionamento
acido - Interferémetro Zygo
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Tabela 5 — Parametros de rugosidade em diferentes regides da superficie da amostra apos
condicionamento acido - Interferometro Zygo.

Ra Rq Picos | Vales | Densidade picos | Densidade vales | Distancia picos
pm | pm 1/mm? 1/mm? pm

1 1,013 | 1,380 | 84 480 3.185,323 18.201,848 17,718

2 0,990 | 1,303 | 85 457 3.223,391 17.330,467 17,613

3 1,002 | 1,313 | 87 464 3.299,397 17.596,782 17,409

4 1,105 | 1,453 | 86 403 3.261,101 15.281,670 17,511

5 1,083 | 1,424 | 92 418 3.491,314 15.862,711 16,924

Média | 1,038 | 1,374 | 87 444 3.292,105 16.854,696 17,435

Desvio | 0,052 | 0,066 | 3 32 119,188 1.229,869 0,308

Figura 15 — Imagem 3D da microtopografia da superficie da amostra apds apos tratamento
alcalino (A) e silanizagao (B) - Interferémetro Zygo

Tabela 6 — Parametros de rugosidade em diferentes regides da superficie da amostra apos

tratamento alcalino - Interferémetro Zygo.

Ra Rq Picos | Vales | Densidade picos | Densidade vales | Distancia picos
pm pm 1/mm? 1/mm? pm

1 1,497 | 1,881 | 335 653 2.074,292 4.043,321 21,957

2 1,463 | 1,848 | 484 922 3.133,691 5.969,552 17,864

3 1,457 | 1,842 | 713 1374 | 4.980,133 9.597,060 14,170

4 1,522 | 1,895 | 396 569 2.429,805 3.491,310 20,287

5 1,550 | 1,927 | 295 626 1.797,977 3.815,368 23,583

Média | 1,498 | 1,879 | 445 829 2.883,180 5.383,322 19,572

Desvio | 0,039 | 0,035 | 166 334 1274508 2.546,225 3,687
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Tabela 7 — Parametros de rugosidade em diferentes regides da superficie da amostra apos
silanizacao - Interferdmetro Zygo.

Ra Rq Picos | Vales | Densidade picos | Densidade vales | Distancia picos
pm | pm 1/mm? 1/mm? pm

1 1,231 | 1,619 | 621 620 3.769,170 3.763,101 16,288

2 1,157 | 1,554 | 676 634 4.101,644 3.846,808 15,614

3 1,365 | 1,828 | 667 498 4.053,691 3.026,594 15,706

4 1,255 | 1,664 | 765 551 4.641,971 3.343,433 14,677

5 1,213 | 1,622 | 617 651 3.743,953 3.950,265 16,343

Média | 1,244 | 1,657 | 669 591 4.062,086 3.586,040 15,726

Desvio | 0,076 | 0,103 | 60 64 362,253 388,538 0,673

Tabela 8 — Valores médios dos parametros de rugosidade observados em diferentes regices
das superficies ao longo das trés etapas do processo de preparacao das amostras.

- Interferémetro Zygo.

Valores Médios Ra Rq | Picos | Vales | Densidade de Picos | Densidade de Vales | Distancia de Picos
m pm 1/mm? 1/mm? m
Tratamento acido | 1,038 | 1,374 87 444 3292,105 16854,696 17,435
Tratamento alcalino | 1,498 | 1,879 | 445 829 2883,180 5383,322 19,572
Silanizagao 1,244 | 1,657 | 669 591 4062,086 3586,040 15,726

A Tabela 8 resume os valores médios de parametros de rugosidade para amostras
de titanio apds cada etapa de preparacao: tratamento acido, alcalino e silanizagao. Ao
incorporar os desvios padrao obtidos nas Tabelas 5, 6 e 7, uma analise estatistica mais
completa é alcangada, permitindo melhor avaliar a consisténcia e a significancia das

mudancas observadas.

Observou-se que o tratamento alcalino (Etapa 2) aumentou a rugosidade da super-
ficie (Ra e Rq) em relacdo ao tratamento dcido (Etapa 1), com valores médios passando
de 1,038 para 1,498 pym e de 1,374 para 1,879 um, respectivamente. No entanto, o desvio
padrao mais baixo para Ra (0,039 um) e Rq (0,035 um) apds o tratamento alcalino sugere
uma homogeneidade maior na rugosidade induzida por essa etapa, em comparagao com o

tratamento acido, cujos desvios padrao foram 0,052 um para Ra e 0,066 ym para Rq.

A transigao para a silanizagao (Etapa 3) resultou em uma diminuigao desses valores
para Ra e Rq, com desvios padrao de 0,076 um e 0,103 pum, respectivamente. Embora
essa etapa tenha apresentado a maior variabilidade, indicada pelos desvios padrao, ela
também resultou em uma superficie com rugosidade moderada e valores compativeis com

os implantes comerciais.

Em relacao aos picos e vales, o tratamento alcalino (Etapa 2) resultou em um
aumento no numero de picos, com uma média de 445 e desvio padrao de 166, o que sugere

uma maior rugosidade e heterogeneidade da superficie. No entanto, apds a silanizacao
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(Etapa 3), houve um incremento ainda maior no nimero médio de picos para 669, embora o
desvio padrao tenha diminuido para 60. Este menor desvio padrao indica uma consisténcia
maior na formagcao dos picos apos a silanizacao, apesar do aumento na média de picos em

comparacao com o tratamento alcalino.

A densidade de picos seguiu uma tendéncia semelhante, aumentando da Etapa 1
para a Etapa 3, indicando que a silanizagao nao apenas manteve o nimero elevado de
caracteristicas superficiais introduzidas pelo tratamento alcalino, como também promoveu
uma distribuicdo mais uniforme dessas caracteristicas, como sugerido pela reducao do
desvio padrao. Em contrapartida, a densidade de vales teve um pico apds o tratamento
acido e diminuiu posteriormente, sugerindo que as etapas subsequentes podem ter atenuado

as depressoes mais pronunciadas na superficie.

A distancia média entre picos, que aumentou progressivamente, sugere que o
tratamento alcalino nao somente aumentou o niimero de picos mas também os distribuiu

de maneira mais uniforme, uma tendéncia que foi revertida pela silanizacao.

Esses resultados reforcam a interpretacao de que o tratamento acido promoveu vales
pronunciados e uma superficie rugosa, o tratamento alcalino aumentou essa rugosidade e
a quantidade de picos, enquanto a silanizacao ajustou a rugosidade para uma superficie

mais uniforme.

Em resumo, o tratamento acido inicial resultou em uma superficie com menor
rugosidade e vales mais proeminentes, o que é coerente com a agao corrosiva e mais seletiva
do acido. O tratamento alcalino subsequente aumentou a rugosidade e o nimero de picos,
possivelmente devido a precipitacao de hidroxidos ou a formacao de uma camada mais
porosa na superficie do titdnio. Finalmente, a silanizacao contribuiu para a formacao de
uma camada mais uniforme e menos rugosa, tipica da formacao de silanos que podem
criar uma superficie mais funcional. A partir destes resultados, pode-se afirmar que as

superficie apresentaram homogeneidade ao término da preparacao das amostras.

A abordagem multivariada para analise dos pardmetros de rugosidade confirma que
Ra, isoladamente, nao é suficiente para descrever completamente a morfologia da superficie.
Os resultados obtidos corroboram a idéia de que a combinagao de diferentes parametros
oferece uma avaliacdo mais abrangente da topografia da superficie. Os desvios padrao
destacam que, embora o Ra seja um indicador 1til e amplamente adotado, é necessario
considerar a variabilidade implicita nas superficies. Superficies com valores semelhantes
de Ra podem exibir morfologias distintas. Além disso, ainda nao existe um consenso
definitivo sobre o papel de cada parametro na osseointegracao. Para obter uma avaliacao
mais precisa da rugosidade e adesao celular, é recomendavel considerar a combinacao de
diversos parametros. No entanto, o Ra ainda ¢é o parametro mais comumente utilizado na

literatura como parametro para indicacao de conformidade com implantes comerciais.
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Os resultados confirmam também que as alteracdes ocorridas na superficie das
amostras de titanio durante as etapas do processo de silanizagdo mantiveram os padroes
de microrrugosidade recomendados por diversos estudos experimentais sobre a influéncia
da topografia da superficie na resposta dssea e sao consistentes para os tratamentos das
superficies dos implantes comerciais. E amplamente aceito que superficies lisas (Ra < 0,5
pum) ou levemente rugosas (0,5 < Ra < 1 um), bem como superficies excessivamente rugosas
(Ra > 2 pm), tendem a resultar em respostas dsseas menos favordaveis em comparagao com

superficies moderadamente rugosas (1 < Ra < 2 um).

Apoés o tratamento com acido, as superficies das amostras tornaram-se homogéneas,
com microcavidades caracteristicas do ataque acido. O tratamento com acido foi eficiente
para criar uma superficie microrrugosa uniforme em toda a sua extensao. As morfologias

das amostras sao mostradas nas Figuras 16 e 17.

Ao comparar as imagens obtidas por MEV-FEG em diferentes areas da superficie
da amostra de titanio apds o condicionamento acido, foi possivel verificar a consisténcia e
uniformidade desse tratamento ao longo de toda a superficie da amostra. Esse resultado
reforga a confiabilidade e a precisao do processo de criagao da superficie microrrugosa, que

foi fundamental para os objetivos deste estudo.

Figura 16 — Micrografia (MEV-FEG) da superficie da amostra de titdnio apds condiciona-
mento acido. Aumento de 500X, 1000X, 5000X e 10000X
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Figura 17 — Micrografia (MEV-FEG) da superficie da amostra de titdnio apés condiciona-
mento acido. Aumento de 20000X

As imagens de microcavidades, que apresentam uma estrutura reticulada com
formato e tamanho uniformes, observadas nas amostras apos o tratamento alcalino con-
duzido neste estudo, estao em concordancia com os resultados obtidos por LEE et al.
(2002), que também identificaram essa caracteristica em suas amostras de ligas de titdnio
submetidas a tratamentos alcalinos e térmicos (62). No estudo de Lee, as morfologias
superficiais das ligas de titanio foram analisadas por meio de técnicas de microscopia
6tica e microscopia eletronica de varredura (MEV), enquanto, neste estudo, a anélise foi

realizada exclusivamente por MEV.

A similaridade nas caracteristicas morfologicas entre as amostras deste estudo e
as amostras de LEE et al. (2002) sugere que o tratamento alcalino empregado resulta na
formagao de um padrao de microcavidades reticuladas. Essas microcavidades podem ser

atribuidas a influéncia do radical OH~ durante o processo de tratamento alcalino, que
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tem o potencial de desencadear corrosao localizada na superficie do titanio. Além disso,
estao principalmente relacionadas a contracao térmica desigual durante o resfriamento
apos o tratamento alcalino, provocando as microcavidades nos contornos de grao (Figuras
18A e 18B), uma vez que as diferentes regioes da amostra podem responder de maneira
diferente as variagoes de temperatura, sendo um comportamento comum na formagao de

Oxido em metais.

A comparagao com os resultados da etapa anterior, que descrevem a formacao de
uma superficie microrrugosa uniforme, sugere que o tratamento alcalino pode ter efeitos
complexos na superficie das amostras de titanio. Enquanto o processo de condicionamento
acido mencionado anteriormente foi projetado para criar uma textura superficial uniforme

e desejada, o tratamento alcalino pode introduzir microcavidades nao intencionais.

Portanto, neste estudo, também investigamos os efeitos do tratamento alcalino
nas propriedades da superficie das amostras, abrangendo também as alteracdes na estru-
tura quimica e na rugosidade da superficie, considerando ainda a etapa subsequente de
silanizacao e a incorporacao do peptideo pVTK. Essa andalise abrangente permitiu uma
compreensao mais completa de como essas modificacoes afetam a bioatividade e outras
caracteristicas das amostras, fornecendo assim informacoes valiosas para a pesquisa em

biomateriais.

Nos aumentos de 5000X e posteriores (Figuras 18C, 18D e 19), foi possivel observar
a presenca de uma camada superficial microporosa apods a realizagdo do tratamento
alcalino. Esses resultados sao semelhantes aos obtidos por KIM et al. (1997), os quais
investigaram as superficies de metais de titdnio submetidos a um tratamento com NaOH e,
subsequentemente, a tratamentos térmicos em diferentes temperaturas. No estudo de KIM
et al. (1997), foi identificada uma estrutura em forma de rede porosa, que foi interpretada
como sendo um gel de titanato de sédio formado na superficie do metal de titanio devido
ao tratamento com NaOH. Essa estrutura comegou a densificar e a se fortalecer, resultando

na eliminagao dos poros em temperaturas aproximadas de 600°C (60).

Os resultados do presente estudo e de trabalhos anteriores sugerem a ocorréncia
da formacgao de uma camada de hidrogel porosa apds o tratamento alcalino. Conforme
relatado em estudos prévios, essa camada se torna mais densa e resistente em temperaturas
mais elevadas. Esses processos podem influenciar as caracteristicas da estrutura cristalina

da superficie das amostras de titanio. (60, 83).

A formacao de um hidrogel de titanato de sédio na superficie do titdnio durante o
tratamento alcalino é um processo complexo que envolve varias etapas e reagoes. O processo
nao ¢é totalmente delineado por uma tnica equagao quimica, mas pode ser representado de
forma simplificada por uma série de reagoes que descrevem a transformacao da superficie

do titanio, conforme apresentado pelas equagoes (Equagoes 4.1a a 4.1d) a seguir:
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a. Hidrolise e oxidagao do titanio: O titdnio é oxidado pelos ions hidréxido proveni-
entes do NaOH, formando éxido de titdnio (7903) e dgua (H20).

b. Formacao inicial de hidréxido de titanio: O éxido de titdnio reage com a agua
para formar hidréxido de titdnio (Ti(OH),), que é um precursor para a formagao do

hidrogel.

c. Intercalacdo de ions sddio e formacao de hidrogel: Os ions s6dio da solugao
de NaOH se intercalam no hidréxido de titanio, contribuindo para a formagao de uma
estrutura de hidrogel que contém fons sodio ligados ao hidréxido de titanio. O produto é

um composto de tipo hidrogel, rico em dgua e com uma estrutura porosa.

d. Evolugao do hidrogel para titanato de s6dio: Com o tempo e, possivelmente,
com o auxilio de um tratamento térmico suave, o hidrogel pode evoluir para uma forma
mais consolidada de titanato de sédio hidratado NasT@O3 - x H,O, onde x representa o

numero de moléculas de dgua ligadas a estrutura do titanato de sédio.
Equacoes 4.1
Ti+20H — TiOy + HyO + 2¢~  (a)
TiOy + 2H,0 — Ti(OH)4 (b)
Ti(OH)y + Nat — Na™[(Ti(OH),)]” + HyO (c)
Na*[(Ti(OH)4)]” = NaxTiO5 - tH50 + (4 — x)H,O  (d)

A andlise por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV/FEG) das superficies
das amostras apos o processo de silanizacao nao revelou diferencas significativas em com-
paracao com as imagens das superficies obtidas na etapa anterior. O fenémeno observado
anteriormente, caracterizado pelo surgimento de microcavidades nos contornos de graos
e pela formagao de uma superficie microporosa, repetiu-se nessa fase do experimento
sugerindo que a camada de titanato de sédio, formada anteriormente, foi mantida, mesmo
apos a imersao das amostras em uma solucao contendo CPTES para a incorporac¢ao do
silano (Figuras 20 e 21). Esses resultados apontam para a resisténcia da camada de titanato
de sodio as condigoes do processo de silanizagao, indicando que essa camada pode atuar

como uma base solida para a posterior incorporacao do silano.
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Figura 18 — Micrografia (MEV-FEG) da superficie da amostra de titdnio ap6s tratamento
alcalino. Visualizacdo de micocavidades noscontornos de graos (A) e (B) em

aumentos de 500X e 1000X; e de uma camada superficial microporosa (C) e
(D) em 5000X e 10000X.
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Figura 19 — Micrografia (MEV-FEG) da superficie da amostra de titdnio apds tratamento
alcalino. Aumento de 20000X.

Apos o tratamento alcalino com NaOH, a imersao das superficies de titanio com uma
camada de hidrogel de titanato de sédio (grupo TiSi e TiSiP) em uma solugdo composta
por pentano anidro, (3-cloropropil)trietoxissilano (CPTES) e N,N-diisopropiletilamina
(DIPEA), sob atmosfera saturada de nitrogénio (N), ou seja, processo conhecido como

silanizacao, e que pode ser resumido quimicamente da seguinte forma:

a. Preparacao da Solucao: O pentano anidro foi usado como solvente para dissolver
o CPTES e o DIPEA. O pentano foi escolhido por ser nao-polar e pode solubilizar

eficientemente o CPTES, que também é nao-polar.

b. Ativagao com CPTES: O CPTES é um silano com um grupo funcional cloropropil
que pode reagir com grupos hidroxila na superficie do hidrogel de titanato de sédio. O

grupo etoxi do CPTES sofreu hidrolise na presenca de dgua da estrutura do hidrogel
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formando grupos silanol, que reagiram com os grupos hidroxila do hidrogel para formar
ligagoes siloxano (-Si-O-Si-).

O resultado deste processo foi a formagao de uma camada de silano ligada co-
valentemente a superficie do titanato de sddio, com grupos cloropropil pendentes que
posteriormente foram usados para a funcionalizacao da superficie com o peptideo pVTK

no grupo TiSiP.

As reacgoes quimicas envolvidas sao complexas e podem ser representadas de forma
simplificada pelas Equacoes 4.2a e 4.2b:

Equacoes 4.2:

(CaH50)351(CHy)3Cl+ HyO — (CoH50)2S1(CHs)3sClUHOH) + CoHsOH - (a)

(CoH50)9Si(CHy)3CI(OH)+ HO —Ti — —O—=Ti— 0O — Si(CH,)3Cl+ CoHsOH
(b)

Figura 20 — Micrografia (MEV-FEG) da superficie da amostra de titdnio apés silanizagao.
Visualizagdo de microcavidades nos contornos de graos (A) e (B) em aumentos
de 500X e 1000X; e de uma camada superficial microporosa (C) e (D) em
5000X e 10000X.
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Figura 21 — Micrografia (MEV-FEG) da superficie da amostra de titanio apés silanizagao.
Aumento de 20000X.

Para analisar a influéncia da energia da superfivie e molhabildade antes da incor-
poracgao do peptideo, foi realizada a medida do dngulo de contato das amostras utilizando
um Gonidémetro FTA100 (First Ten Angstroms, Portsmouth, VA, USA). Os valores dos
angulos de contato nas trés etapas de preparo das amostras foram os seguintes: 70.56° apés
o condicionamento acido, 23.39° apds o tratamento alcalino e 39.13° apés a silanizagao
(Figura 22). Os resultados apontam para uma maior hidrofilicidade das superficies apés o
tratamento alcalino e silanizacdo em comparagao com a superficie submetida apenas ao

condicionamento acido.

Comparando a metodologia aplicada e os resultados encontrados neste trabalho
com o estudo de TUGULU et al. (2010), ambos investigaram os efeitos do tratamento
alcalino na superficie de amostras de titdnio. No presente estudo, as amostras foram
submetidas a um tratamento alcalino especifico, imersas em uma solu¢ao de NaOH 5M a
uma temperatura de 60°C por 8 horas, com o objetivo de promover a formagao de grupos
funcionais hidroxila (OH~) na superficie das amostras de titdnio. TUGULU et al. (2010)
também trataram amostras de titdnio com NaOH, porém posteriormente as submeteram a
tratamentos térmicos em diversas temperaturas diferentes. Ambos os estudos observaram
a formacao de uma camada microporosa na superficie das amostras apds o tratamento
alcalino, o que sugere a formacao de um gel de titanato de sédio. No entanto, as diferencas

nas condigoes do tratamento, como concentracao de NaOH e temperatura, conduziram a
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resultados distintos (84).

O estudo de TUGULU et al. (2010) destacou que a superhidrofilicidade foi alcangada
somente apds o tratamento com solugoes de pH acima do ponto isoelétrico do Ti0,, que
¢é cerca de pH = 4-6. Eles também observaram a troca de prétons por ions de sédio nas
superficies de TiOs, mesmo em concentragoes tao baixas quanto 1 mM de NaOH. Em
contraste, o presente estudo empregou um tratamento alcalino com NaOH 5M, resultando

na formagao de uma camada microporosa, mas sem atingir a superhidrofilicidade (84).

De acordo com DRELICH & CHIBOWSK (2010), nos materiais definidos como
superhidrofébicos, a dgua forma angulos de contato iguais ou maiores que 150°. Ja os
materiais superhidrofilos se referem a materiais texturizados e/ou estruturados com um
fator de rugosidade superficial (definido pela equa¢ao de Wenzel) maior que um (r >
1), onde a dgua se espalha completamente e apresenta um angulo de contato aparente
quase zero, geralmente inferior a 5-10° nas condicoes de funcionamento do material. Essas
defini¢oes conceituais ajudam a contextualizar as observagoes e diferencas em relagao a
superhidrofilicidade alcangada no presente estudo e no de TUGULU et al. (2010). Embora
ambos os estudos demonstrem a formacao de uma camada microporosa, as condigoes

especificas de tratamento determinam se a superhidrofilicidade é alcancada de acordo com
as defini¢coes de DRELICH & CHIBOWSKI (2010) (84, 85).

Figura 22 — Imagem das andlises de Medida do Angulo de Contato e Molhabilidade
realizadas nas superficies das amostras nos estagios inicial (A), intermediario
(B) e final (C) do processo de silanizagao.

No contexto do ambiente bioldgico, as caracteristicas da superficie de um implante,
incluindo sua composicao quimica, topografia e capacidade de reter liquidos, desempenham
um papel crucial na regulacao da resposta das células e podem influenciar na interacao
do material com o microambiente. Em um estudo conduzido por HOTCHKISS et al.
(2016), que envolveu o cultivo de macréfagos em superficies de titanio com diferentes
niveis de rugosidade e capacidade de molhabilidade, foi observado que materiais com

alta molhabilidade superficial criam um microambiente que tende a ser anti-inflamatério.
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Isso ocorre através da ativacao de macrofagos com caracteristicas anti-inflamatoérias e da
produgao de interleucinas especificas, o que sugere que essa propriedade pode ser utilizada

para aprimorar a resposta na cicatrizagao Gssea (27).

Portanto, fica claro que ao término da preparacao das amostras de titanio que
foram usadas posteriormente para incorporacao do peptideo pVTK e que formaram os
quatro grupos do presente estudo apresentam propriedades superficiais propicias para
uma resposta 6ssea favoravel, sendo compativeis com os implantes dentarios e ortopédicos
disponiveis no mercado. Isso real¢a a importancia de considerar nao apenas a composicao
quimica, mas também as caracteristicas topogréaficas e de molhabilidade da superficie dos

implantes na busca por materiais ideais para aplicagdes biomédicas.

4.2 Ensaios Apds a Incorporacao do pVTK

Concluida a etapa de preparacao e analise das amostras, as superficies dos discos
de titanio dos grupos TiP e TiSiP foram submetidas ao processo de funcionalizagao. Esse
processo envolveu o gotejamento controlado de 10 pL da solugdo contendo o peptideo
pVTK a uma concentragao de 0,4 mM sobre as superficies dos implantes, garantindo
uma cobertura completa da area e possibilitando a formacao de uma camada uniforme do

peptideo sobre as superficies dos implantes.

No presente estudo, foi analizada a funcionalizacao da superficie de titanio utilizando
o peptideo pVTK, o qual é composto por aminoacidos com grupos funcionais variados. O
grupo amina (N Hj) é o principal reativo para a ligagdo em superficies modificadas com
(3-cloropropil)trietoxissilano (CPTES). Este grupo amina esté presente tanto no terminal

N-terminal quanto nos residuos de lisina dos peptideos.

O grupo amina N-terminal do peptideo pVTK é predominantemente o mais reativo
e acessivel para as reacoes de acoplamento. Apesar da presenca de um residuo de lisina,
observou-se que a sua amina lateral é menos acessivel devido a sua localiza¢ao interna e as
interagoes estéricas com outros residuos na cadeia peptidica, o que restringe sua exposicao

e reatividade.

A amina N-terminal foi identificada como o sitio primario para a ligacao a superficie
do titanio tratada com CPTES. Esta ligacao se concretiza através de uma reacao de
substituicao nucleofilica, na qual o grupo amina ataca e substitui o atomo de cloro do
CPTES ligado ao silicio, formando uma ligagdo Si-N robusta e estavel. Este mecanismo de
ligacao eficiente permite a funcionalizacao da superficie de titanio com o peptideo pVTK,

resultando em uma superficie modificada (TiSiP).
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A reacgdo quimica simplificada envolvida na formagao da superficie TiSiP pode ser

representada conforme a Equacao 4.3:

Equagao 4.3:

Onde:

HyN — pVTK representa o peptideo pVTK com uma amina N-terminal livre para

a reacao.

R — Si(CHy); — NH — pVTK representa o produto final, onde o peptideo pVTK
esta covalentemente ligado a superficie de titanio tratada com CPTES através de uma

ligacao Si-N.

HC' é o cloreto de hidrogénio liberado como subproduto da reacao.

Apébs a conclusao deste procedimento, todas as amostras dos quatro grupos de
estudo foram submetidas a uma série de testes, incluindo os Testes de Bioatividade e
de Viabilidade Celular, bem como caracterizadas por meio de técnicas analiticas, tais
como Espectrometria por Fluorescéncia de Raios X (FRX), Espectroscopia por Energia
Dispersiva (EDS) e Microscopia Eletronica de Varredura com Emissao de Campo (MEV-
FEG). Essa abordagem abrangente permitiu a avaliagdo detalhada das propriedades e
comportamento das amostras funcionalizadas, fornecendo informacoes valiosas para a
compreensao do impacto da funcionalizagdo na bioatividade e viabilidade celular desses

implantes.

4.2.1 Espectrometria por Fluorescéncia de Raios X (FRX)

Na analise de FRX realizada com Espectrometro por Fluorescéncia de Raios X
Panalytical Epsilon-3 (Tabela 9), as amostras do grupo Ti apresentaram 99.795% de titanio
e alguns contaminantes residuais. Em contrapartida, as amostras do grupo TiP revelaram a
presenca de 1.037% de fésforo (P), o qual é parte integrante do peptideo pVTK. Conforme
ja citado anteriormente, esse peptideo é formado por meio da fosforilagdo de dois residuos
de serina presentes no peptideo VTK (16, 17, 19). Adicionalmente, nas amostras desse
grupo, observou-se a presenca de 3.367% do elementos cloro (Cl) e de residuo de sédio
(Na), que estao relacionados a solugdo de PBS utilizada na preparacao do peptideo pVTK,

com uma concentragao de 0,4 mM.

As amostras do grupo TiSi, por sua vez, exibiram a presenca de 1.091% do elemento
silicio (Si) em conjunto com o titanio, confirmando a eficiéncia do processo de silanizagao.
No grupo TiSiP, além do titdnio (95.288%) e do silicio (1.222%), detectou-se também
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0.216% do elemento fésforo, confirmando assim a presenca do peptideo pVTK na superficie

silanizada.

Tabela 9 — Percentual (%) em massa dos componentes da superficie das amostras em
Espectrometria por Fluorescéncia de Raios X — Panalytical Epsilon-3.

TI (%) | P (%) | Si (%) | Na (%) | CL (%) | Fe (%)
GRUPO Ti | 99,829 | 0,077 | 0,000 | 0,039 | 0,000 | 0,089
GRUPO TiP | 95,490 | 1,037 | 0,000 | 0,049 | 3,367 | 0,061
GRUPO TiSi | 98,671 | 0,035 | 1,091 | 0,083 | 0,000 | 0,194
GRUPO TiSiP | 95,288 | 0,216 | 1,222 | 0,025 | 3,030 | 0,219

Os resultados da andlise de FRX realizada no equipamento Panalytical Axios Max
(Figuras 23 e 24) corroboraram os testes preliminares (Tabela 9). A comparagao dos picos
dos elementos silicio (Si) e fésforo (P) nos espectros de fluorescéncia de raios X nos quatro
grupos de estudo revelou picos mais acentuados desses elementos em grupos especificos. A
eficacia do processo de silanizacao foi evidenciada por um pico mais pronunciado de silicio
(Si) no grupo TiSi em comparag¢ao com o grupo Ti. Vale ressaltar que a presenca de um
pico desse elemento no grupo Ti foi justificada pela inclusao desse elemento na composicao

da base da amostra necessaria para o teste.

A detecgao do fésforo (P) no espectro do grupo TiSi pode ser atribuida a presenca
desse elemento na composicao do porta-amostras utilizado na analise. Entretanto, ao
analisar os espectros das amostras do grupo TiSi em comparagdo com as do grupo TiSiP,
fica claramente visivel que o 1ltimo exibe um pico de fésforo (P) mais acentuado devido &
presenca desse elemento no peptideo pVTK, que estd covalentemente ligado a superficie

silanizada.
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Figura 23 — Espectros de Fluorescéncia de Raios X comparando picos de silicio (Si) em
amostras dos grupos Ti e TiSi (A), e fésforo (P) em amostras dos grupos
TiSiP e TiSi (B).

Demais graficos comparando os espectros de Fluorescéncia de Raios X das amostras
dos grupos do presente estudo corroboraram com os resultados encontrados nos espectros
da Figura 26. A comparacao dos picos dos elementos fésforo (P) entre os grupos TiSi e
TiP revelou de forma evidente um pico significativamente mais pronunciado no grupo
funcionalizado, confirmando a eficacia da adsorcao fisica do peptideo pVTK neste grupo
(Figura 27A). Enquanto isso, a comparagdo dos picos dos elementos silicio (Si) entre
os grupos TiSiP e TiP apresentou claramente um pico muito mais acentuado no grupo
silanizado, comprovando a eficidcia do método de silanizacao neste grupo (Figura 27B).
E importante destacar que, embora em menor intensidade quando comparado ao pico
observado no grupo TiSiP, a presenca de um pico de silicio no espectro do grupo TiP é

atribuida a sua ocorréncia na composi¢ao da base da amostra.
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Figura 24 — Espectros de Fluorescéncia de Raios X comparando picos de fésforo (P) em
amostras dos grupos TiSi e TiP (A), e silicio (Si) em amostras dos grupos
TiSiP e TiP (B).

No estudo conduzido por NALBAND et al. (2014), foi discutido o emprego da técnica
de Fluorescéncia de Raios X (FRX) para a quantificagdo da capacidade de peptideos se
ligarem a ions metalicos especificos. Este método foi destacado por suas diversas vantagens,
sendo amplamente utilizado na ciéncia dos materiais para determinar a composicao
elementar de amostras, tornando-se, assim, uma ferramenta versatil para a analise de
interagoes entre superficies metdlicas e compostos quimicos. A técnica FRX possibilita a
analise simultanea das linhas de emissao de raios X de cada elemento quimico presente na
amostra, independente da sua forma quimica. Isso ocorre porque as transicoes eletronicas
envolvidas no FRX dizem respeito a orbitais eletronicos internos, tornando a técnica
insensivel a forma quimica dos elementos analisados. Tal caracteristica é de grande
relevancia pois a técnica depende apenas da presenca e quantidade do atomo de interesse,
independentemente de sua forma quimica (por exemplo, estado de oxidagao ou ligantes)

ou do tipo de ligacao estabelecida (por exemplo, covalente ou nao covalente) (86).

Essa particularidade adquire especial importancia no contexto do presente estudo,
no qual o peptideo pVTK foi incorporado a superficie do titdnio de duas maneiras distintas

nos grupos TiP (por meio de adsor¢ao fisica) e TiSiP (por ligagdo covalente a superficie
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silanizada). Assim, com base nesses principios, é possivel justificar plenamente a adogao
da técnica FRX para a comprovagao da ligacao do silano a superficie de titanio apods
a etapa de silanizagao, bem como para a deteccao da presenca do peptideo pVTK nas
superficies de titdnio puro (TiP) e titanio silanizado (TiSiP). A técnica FRX se mostra
uma escolha adequada para tais andlises devido a sua habilidade tinica de quantificar
elementos especificos (como o silicio do silano e o fésforo do peptideo pVTK) nas superficies

de interesse, independentemente de sua forma quimica ou do tipo de ligacao estabelecida.

Consequentemente, a aplicacao da técnica FRX viabilizou uma avaliacao das
interagoes superficiais de forma inequivoca, confirmando de maneira incontestavel a ligagao
do silano a superficie de titdnio e a presenca do peptideo pVTK nas superficies de
titdnio puro (TiP) e silanizado (TiSiP). A notédvel vantagem da técnica XRF, devido a
sua capacidade intrinseca de quantificar elementos especificos em amostras complexas,
a consolida como uma ferramenta inestimével para a investigagdo de superficies em

biomateriais.

4.2.2 Teste de Citotoxicidade / Viabilidade Celular

A avaliacao de citotoxicidade é uma pratica comum em pesquisas biomédicas, essen-
cial para identificar compostos nao toxicos e garantir a biocompatibilidade de dispositivos
médicos, como estipulado pela ISO 10993. A citotoxicidade refere-se a capacidade de uma
substancia prejudicar células vivas, e é um aspecto critico a ser considerado na pesquisa

de novos materiais e na seguranca clinica (87, 88).

No contexto das avaliagoes de citotoxicidade, os testes em cultura celular sao
particularmente relevantes, pois permitem uma analise detalhada da resposta das células a
exposicao a diferentes materiais e substancias. Esses testes sao valiosos para determinar o
nivel de toxicidade que um composto possui nas células, observando alteragdes morfologicas

e funcionais.(89).

Existem diferentes categorias de testes de citotoxicidade definidos pela ISO 10993,
incluindo o teste de dilui¢ao de extrato, o teste de contato direto e o teste de contato indireto.
O teste de diluigao de extrato é comumente utilizado para avaliar a citotoxicidade in vitro
de materiais e dispositivos médicos. Este método visa detectar substancias citotoxicas
lixiviadas de superficies expostas por meio da andlise de extratos de materiais. A avaliagao
da citotoxicidade dos extratos é baseada nas alteragoes morfolégicas e funcionais das

células expostas a esses extratos (88, 90).

Varios ensaios, como o ensaio a base de sal de tetrazélio (MTT), o ensaio MTS, o
ensaio WST e o ensaio vermelho neutro (NR), sdo utilizados para o teste de dilui¢do de
extrato. Esses ensaios apresentam desempenho semelhante na avaliacao da citotoxicidade

quimica e produzem correlacoes consistentes. A porcentagem de viabilidade celular é
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calculada com base na taxa de sobrevivéncia das células expostas aos extratos (91).

Além disso, o método de formazan solivel em dgua (WST) é uma alternativa
ao ensaio MTT e demonstra maior sensibilidade e eficiéncia na medi¢ao da viabilidade
bacteriana. O WST é 1til para determinagoes robustas de NAD(P)H e oferece uma faixa
linear mais ampla e maior sensibilidade. No entanto, apesar dessas vantagens, o ensaio

MTT ainda é amplamente empregado (87).

No presente estudo, os resultados foram analisados em software estatistico Prism
versao 5.00 (GraphPad Software, Califérnia, Estados Unidos), e foram realizados testes para
verificar se os dados seguem uma distribui¢ao normal. O ensaio de citotoxicidade/viabilidade
celular utilizando o método WST-1 também nao mostrou diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos. Isso significa que nenhum dos materiais testados demonstrou

ser citotoxico quando expostos aos extratos.

Conforme mostrado na Figura 25, o percentual de células viaveis de cada grupo
apos 24h de exposicao ao extrato foi de: TiSiP 85% (+ 6,71), TiSi 89% (£ 5,99), Ti 111%
(£5,45) e TiP 104,4% (45,40). Apds 48h de exposicao ao extrato, o percentual de células
viaveis foi de: TiSiP 116,6% (£13,78), TiSi 98% (£15,21), Ti 93% (£7,92) e TiP 99,6%
(+8,96)

Figura 25 — Percentual de células vidveis apds exposicao 24 h (A) e 48 h (B) ao extrato.

Os resultados do teste de citotoxicidade das amostras contendo pVTK sao con-
sistentes com os resultados de DO NASCIMENTO et al. (2023), no qual também foi
avaliada a viabilidade de células expostas a esse peptideo, utilizando o ensaio WST-1.
No estudo mencionado, os autores investigaram o percentual de viabilidade celular em
pastilhas de fosfato de cédlcio biofuncionalizadas com pVTK, obtendo os resultados de 106%
ap0Os 24 horas e 129% apds 48 horas. Os resultados de Do Nascimento sao semelhantes

aos encontrados no presente estudo reforcando a evidéncia de que o peptideo pVTK nao
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demonstra capacidade citotéxica significativa em ensaios de exposicao celular e sugere sua

potencial aplicagdo em materiais biomédicos (18).

A razao pela qual alguns dos resultados obtidos no teste de viabilidade celular
pelo método WST-1 estao acima de 100% pode ser devido ao uso do grupo controle como
referéncia. Nesse tipo de teste, a absorbancia do grupo controle (que representa células
vivas sem exposicao a substancias téxicas) é usada como base para calcular a viabilidade

celular dos grupos experimentais.
A Equacao 4.4 representa a formula geral para o calculo da viabilidade celular:

Absorbancia (grupo experimental)

Viabilidade celular (%) = x 100 (4.1)

Absorbancia (grupo controle)

Se a absorbancia do grupo experimental for menor do que a do grupo controle, o
resultado serd inferior a 100%, o que indica que as células experimentais foram afetadas

negativamente e sua viabilidade é menor em comparacao com o grupo controle.

Por outro lado, se a absorbancia do grupo experimental for maior do que a do grupo
controle, isso pode ocorrer por varias razoes. Pode indicar que as células experimentais
estao mais ativas metabolicamente ou que a reacao colorimétrica foi mais intensa nas células
do grupo experimental do que nas do grupo controle. Portanto, em algumas situagoes, os

resultados podem superar 100%.

Essa ¢ uma razao pela qual ¢ importante incluir um grupo controle em experimentos
desse tipo, pois ele fornece uma base para a comparacao e interpretagao dos resultados

dos grupos experimentais.

4.2.3 Espectroscopia por Dispersdo de Energia (EDS)

A caracterizacao quimica da amostra do grupo controle negativo (grupo Ti) apés
14 dias de imersao no meio McCoy confirmou nossas expectativas. Essa anélise nao revelou
a presenca de célcio (Ca) ou fésforo (P) em sua composigao. Dentre as regides analisadas,
uma delas representada na Figura 26, a superficie foi essencialmente caracterizada pela
presenga quase exclusiva do elemento titdnio (Ti), que correspondeu a um valor médio

superior & 98,00% em peso da composicao (tabela 10).
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Figura 26 — Espectro de EDS da superficie da amostra do grupo controle negativo (grupo
Ti) apds 14 dias em Meio McCoy.

Tabela 10 — Caracterizagdo quimica (EDS) da superficie da amostra do grupo controle
negativo (grupo Ti) ap6s 14 dias em Meio McCoy.

Grupo Ti - 14 dias Regiao 1 Regiao 2 Média

Peso % | % Atomico | Peso % | % Atomico | Peso % | % Atomico
Ti 98,80 95,40 98,55 94,45 98,67 94,92
C 1,20 4,60 1,45 5.55 1.33 5,08
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Os resultados da anélise de Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) da amostra
do grupo TiP (Figura 27), ap6s um periodo de 14 dias de imersao no meio McCoy, revelam
observagoes cruciais em relagao a bioatividade e mineralizacao da superficie do titanio. Neste
contexto, destaca-se que a auséncia dos elementos calcio (Ca) e fésforo (P) na superficie

amostral é um resultado de grande relevancia que requer uma analise aprofundada.

Inicialmente, merece destaque o fato de que a superficie da amostra apresentou
caracteristicas semelhantes ao grupo controle negativo, com uma predominancia de titanio
(98,49% de Ti) (Tabela 11). Isso indica que a incorporacao do peptideo de ligacao pVTK
a superficie do titanio por meio de adsorcao fisica nao resultou na promocao esperada da
mineralizacao. Este resultado nao permite estimar resultados futuros, conforme indicado
por pesquisas prévias (18), onde a introducao do peptideo pVTK era prevista para acelerar
o processo de formacao de minerais, um aspecto fundamental para a bioatividade de

biomateriais.

A bioatividade das superficies de implantes é crucial para a integracao bem-
sucedida de dispositivos biomédicos com os tecidos hospedeiros. Nesse sentido, a auséncia

de mineralizacao na superficie de titanio do grupo TiP apos 14 dias de funcionalizada com
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o peptideo pVTK nao apresenta eficacia desse agente de funcionalizacao quando aderido

fisicamente a superficie do titanio.

Figura 27 — Espectro de EDS da superficie da amostra do grupo experimental TiP apds
14 dias em Meio McCoy.

Tabela 11 — Caracterizagao quimica (EDS) da superficie da amostra do grupo experimental
TiP apods 14 dias em Meio McCoy.

Grupo TiP - 14 DIAS
Elemento | Concentracao Normalizada | Concentracao Atomica
[Peso %] [% Atémico]
Ti 98,49 94,26
C 1,51 5,74
TOTAL 100,00 100,00

Os resultados obtidos na andlise por Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)
revelaram a presenga dos elementos cédlcio (Ca) e fésforo (P) na superficie das amostras
dos grupos submetidos a silanizagdo (TiSi e TiSiP). Isso sugere que a formagao da camada
superficial de apatita estd principalmente relacionada aos grupos que passaram pelo
processo de silanizacao, independentemente da presenca do peptideo em sua superficie.
Essa observacao é facilmente explicada pelo tratamento alcalino necessario para a criacao

de grupos hidroxilas (OH ™) antes da etapa de silanizagao.

Embora a técnica de silanizacao permita a adesado eficaz do silano a superficie
do titanio, a etapa de ativagao da superficie por meio do tratamento alcalino tem como
consequéncia a formacgao de uma camada amorfa de titanato de sédio sobre o metal.
Quando essa camada entra em contato com um fluido que apresenta condi¢oes iGnicas
ideais, ela tem a capacidade de passar por um processo de cristaliza¢ao, resultando na
transformacao em apatita. Esse fendomeno confere ao material um nivel significativo de

bioatividade, como previamente abordado em estudos cientificos anteriores (14, 15).
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Na analise por MEV-FEG, sob uma magnificacao de 1250X, representada pela
Figura 28 e pelas regides 1 e 2 da Tabela 12, observou-se que as amostras do grupo
TiSi, apés 14 dias em meio McCoy, apresentaram a formacao de particulas esferoidais de
apatita ao longo de sua superficie. No entanto, ao aumentar a magnificacdo para valores
superiores a 10.000X, como representado pela Figura 29 e nas regioes 3 e 4 da Tabela
13, também foi possivel observar a presenca de precipitacoes que formavam regides mais
texturizadas e nao aglomeradas. A analise das diferentes regioes dessa mesma superficie
revelou proporgoes distintas dos elementos célcio (Ca) e fésforo (P) em sua composigao.
Essa deteccao indica que o tratamento quimico do titanio com NaOH teve um impacto
na formacao de apatita, semelhante ao osso, na superficie das amostras desse grupo. A
formacao de apatita semelhante ao osso estd associada a variagoes na concentragao de
fosfatos e calcio na solugao, embora o processo nao seja completamente uniforme e possa
também ser influenciado pelas caracteristicas da superficie do titdnio de acordo com seu

processo de tratamento.

Esses resultados estdao em conformidade com o estudo realizado por JONASOVA et
al. (2004), que se concentrou na preparagao de amostras de titdnio comercialmente puro
e sua exposicao a diferentes condigoes quimicas, incluindo imersdes em solugdao de SBF,
para avaliar a formacao de apatita hidroxicarbonatada (HCA) na superficie das amostras

tratadas com HCI e, posteriormente, com NaOH, antes de serem submetidas ao SBF (92).

Figura 28 — Espectro de EDS da superficie da amostra do grupo controle positivo TiSi
apos 14 dias em Meio McCoy - 1250X.
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Tabela 12 — Caracterizagdo quimica (EDS) da superficie da amostra do grupo controle
positivo (grupo TiSi) ap6s 14 dias em Meio McCoy - 1250X.

Grupo TiSi - 14 dias Regido 1 Regiao 2 Média
Peso % | % Atomico | Peso % | % Atomico | Peso % | % Atomico

@) 41,14 60,40 41,31 60,80 41,22 60,60
Ti 21,88 10,74 22.36 11,00 22,12 10,87
Ca 21,20 12,43 22.55 13,25 21,88 12,34

p 10,66 8.03 8.05 6.81 9.81 7.44

c 3.30 6,63 3,16 6,79 3,43 6,71
Mg 0,00 0,87 0,69 0,67 0,79 0,77
Na 0,83 0,85 0,67 0,69 0,75 0,77
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

As andlises de EDS em baixa magnificagdo (1250X) permitiram detectar um
percentual atomico de cdlcio de 12,43% e f6sforo de 8,08% na regido 1, enquanto na regiao
2, os valores foram de 13,25% para célcio e 6,81% para fosforo (Tabela 12). O cédlculo

da propor¢ao Ca/P com base na média dos percentuais atdémicos dessas regides resultou

em um valor de 1,72, o qual é compativeis com a propor¢ao Ca/P estequiométrica da

hidroxiapatita. A relacdo entre célcio e fosforo possui relevancia, com sua importancia

variando de acordo com o campo de estudo. Em biologia e ciéncia de materiais biomédicos,

uma relacao Ca:P adequada influencia na formacao e estabilidade de materiais e tecidos

mineralizados, como ossos e dentes. Embora essa proporcao possa variar em diferentes

contextos, frequentemente uma relacdo Ca/P préxima a 1,67 é associada a hidroxiapatita,

que constitui o principal componente mineral dos tecidos duros do corpo humano (93).

Figura 29 — Espectro de EDS da superficie da amostra do grupo controle positivo TiSi
apos 14 dias em Meio McCoy - 10.000X.
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Tabela 13 — Caracterizagdo quimica (EDS) da superficie da amostra do grupo controle
positivo (grupo TiSi) ap6s 14 dias em Meio McCoy - 10.000X.

Grupo TiSi - 14 dias Regiao 3 Regiao 4 Média
Peso % | % Atomico | Peso % | % Atomico | Peso % | % Atomico

O 37,71 61,60 41,76 65,32 39,73 63,46
Ti 53,92 29,43 18,02 25,57 51,41 27.50
Ca 147 2.01 5.16 3.22 182 3.06

p 1,18 0,99 154 1,25 1,36 112

c 1,89 411 1.80 3,76 185 3.04
Na 0,84 0,95 0,81 0,88 0,83 0,02
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Nas andlises de EDS das regioes 3 e 4 do grupo TiSi, observou-se que, a partir de
magnificagoes superiores a 10.000X (Tabela 13), as concentragoes normalizadas (% em
peso) dos elementos calcio (Ca) e fésforo (P) diminuiram consideravelmente. Isso ocorreu
devido a auséncia de particulas aglomeradas de apatita semelhante ao osso nessas regioes.
Esse fenomeno foi observado de forma consistente em todas as regioes analisadas do grupo

TiSiP, independentemente da regiao e da magnificacdo selecionada para a anélise.

Os resultados do grupo TiSi estavam em conformidade com as expectativas devido
ao tratamento alcalino com NaOH aplicado nas amostras desse grupo. Esse tratamento teve
como objetivo ativar a superficie de titanio para facilitar a ancoragem do peptideo pVTK.
Como consequéncia desse processo, formou-se uma camada de titanato de sédio com
grupos Ti-OH em sua superficie, que possui carga negativa. Em um ambiente adequado,
como o SBF ou McCoy, esses grupos Ti-OH se ligam seletivamente aos fons Ca?* do meio,
que tém carga positiva, formando assim o titanato de calcio. Com o actiimulo gradual de
ions calcio na superficie, ela adquire uma carga global positiva e se combina com ions
fosfato, que sao carregados negativamente, resultando na formacgao de fosfato de calcio
amorfo. Esse fosfato de célcio, por sua vez, espontaneamente se converte em apatita, que é

a fase mais estavel em um ambiente corporal (14, 15).

Na anélise de EDS do grupo TiSiP, independentemente da ampliacdo no MEV-FEG
e da regiao selecionada, nao foi possivel detectar a presenca de particulas aglomeradas
em formato esférico em nenhum ponto durante a exposicao ao meio McCoy. As figuras
30 e 31 ilustram essa constatagao, apresentando os espectros de EDS e micrografia de
MEV-FEG em diferentes regioes, com ampliagoes de 1250X e 10.000X, respectivamente.
Essa observagao sugere uma menor precipitagao de apatita semelhante ao osso no grupo
TiSiP em comparacao com o grupo TiSi. Esse resultado indica uma diferenga significativa

na capacidade de formacao de apatita semelhante ao osso entre os dois grupos.
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Figura 30 — Espectro de EDS da superficie da amostra do grupo experimental TiSiP apés
14 dias em Meio McCoy - Regiao 1.

Figura 31 — Espectro de EDS da superficie da amostra do grupo experimental TiSiP apds
14 dias em Meio McCoy - Regiao 2.

Tabela 14 — Caracterizagao quimica (EDS) da superficie da amostra do grupo experimental
(grupo TiSiP) apods 14 dias em Meio McCoy - Regiao 1 (1250X) e Regido 2
(10.000X).

Grupo TiSiP - 14 dias Regiao 1 Regiao 2 Média
Peso % | % Atomico | Peso % | % Atomico | Peso % | % Atdmico

0 32.85 55,55 40,04 62,37 36,44 53.96
Ti 58,43 33,02 50,1 26,50 54,67 29,76
Ca 3.86 2.61 3.81 2.37 3.83 2.49

p 0,69 0,60 0,67 0,54 0,64 0,57

C 3,09 6,97 3,32 6,89 3,21 6,93
Na 117 1,26 1.01 1,08 1,09 117
Mg 0,00 0,00 0.24 0,25 0,12 0,12
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
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Considerando a média dos percentuais em peso de calcio e fésforo encontrados nas
regioes 1 e 2 do grupo TiSi, o resultado para o célcio (Ca) foi de 21,88%, enquanto para
o fésforo (P) foi de 9,81% (Tabela 12). Em contraste, na primeira regido analisada do
no grupo TiSiP, esses percentuais foram significativamente reduzidos, com 3,86% para o
calcio e 0,69% para o fésforo (Tabela 14).

Sendo assim, é importante destacar que os percentuais de peso dos elementos calcio
(Ca) e fosforo (P) encontrados nos dois grupos com amostras silanizadas sao significati-
vamente diferentes. Ao comparar os resultados dos grupo experimental (TiSiP) e grupo
controle positivo (TiSi), observou-se uma concentragao de peso percentual aproximada-
mente 5 vezes superior para o Ca e 15 vezes superior para o P nas amostras do grupo TiSi

em comparacao com o grupo TiSiP.

Os espectros de EDS representativos dos grupos estudados fornecem uma clara
evidéncia da auséncia dos elementos calcio (Ca) e fésforo (P) nos grupos Ti e TiP, que
nao foram submetidos ao tratamento alcalino. Esse resultado reforca a indicagao de que a
funcionalizacao da superficie de titanio bioinerte com o peptideo pVTK nao possui um

efeito positivo na bioatividade desse material quando imerso em meio McCoy.

Em contrapartida, nos grupos silanizados, e portanto bioativados previamente
pelo tratamento alcalino, a presenca desses elementos foi identificada com percentuais
significativamente diferentes, com destaque para o grupo TiSi, que apresentou uma maior

concentracao em comparagao ao grupo TiSiP.

4.2.4 Morfologia Apds Imersdo em Meio McCoy

Mostra-se da Figura 32 até a Figura 46 a morfologia das superficies das amostras
apds a imersao em meio Mccoy. A andlise das imagens de micrografia de MEV-FEG das
amostras pertencentes aos quatro grupos de estudo, coletadas apds 3, 7 e 14 dias em Meio
McCoy, apresentou coeréncia com os resultados das anélises de EDS e FRX. Durante os
periodos analisados nao foi possivel identificar a formagao de precipitagoes de apatita

semelhante ao osso nas amostras dos grupos de Ti e TiP.

Apoés a imersao durante 3 dias em meio McCoy, a andlise das amostras silanizadas
(TiSi e TiSiP) indicou a presenga de precipitagoes, visiveis em aumentos superiores a
1.000X. No entanto, ao aumentar a magnificacdo para 10000X e 20000X, as amostras apre-
sentam comportamento semelhante em ambos os grupos (Figuras 32 a 36), possivelmente

influenciadas pela bioatividade intrinseca das superficies devido ao tratamento alcalino.
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Até o periodo de 3 dias, nao foi observada nenhuma influéncia do peptideo pVTK
no perfil das precipitagoes. Estes resultados estao em consonancia com os estudos de
JONASOVA et al. (2004), que em analise da superficie de titdnio submetida a tratamento
alcalino (10 M de NaOH a 60°C por 24 h) e mantida em Soluc¢ao de Fluidos Simulados
(SBF) por diferentes periodos (2, 10, 14 e 20 dias), ndo encontraram aglomerados esféricos

de particulas de apatita durante o primeiro periodo de estudo (92).

Figura 32 — Micrografia de MEV-FEG das superficies das amostras dos grupos Ti (A),
TiSi (B), TiP (C) e TiSiP (D) apés 3 dias em Meio McCoy - 500X.
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Figura 33 — Micrografia de MEV-FEG das superficies das amostras dos grupos Ti (A),
TiSi (B), TiP (C) e TiSiP (D) apds 3 dias em Meio McCoy - 1000X.
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Figura 34 — Micrografia de MEV-FEG das superficies das amostras dos grupos Ti (A),
TiSi (B), TiP (C) e TiSiP (D) apéds 3 dias em Meio McCoy - 5000X.
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Figura 35 — Micrografia de MEV-FEG das superficies das amostras dos grupos Ti (A),
TiSi (B), TiP (C) e TiSiP (D) apés 3 dias em Meio McCoy - 10000X.



Capitulo 4. Resultados e Discussdo 82

Figura 36 — Micrografia de MEV-FEG das superficies das amostras dos grupos Ti (A),
TiSi (B), TiP (C) e TiSiP (D) apés 3 dias em Meio McCoy - 20000X.
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Em consonancia com os resultados das andlises de EDS e FRX, as amostras dos
grupos TiSi e TiSiP exibiram niveis apreciaveis de bioatividade ao longo dos trés periodos
de estudo. Ao analisar as imagens de micrografia obtidas por MEV-FEG das amostras dos
dois grupos silanizados, especialmente ap6s o periodo de 7 dias (Figuras 37 a 41), tornou-se
mais evidente uma reduzida precipitagao de apatita, de caracteristicas semelhantes ao osso,
no grupo funcionalizado (TiSiP) em comparac¢do com o grupo apenas silanizado (TiSi).
Isso sugere, portanto, a possibilidade de uma influéncia negativa do peptideo pVTK na
bioatividade das amostras de titanio silanizado quando submetidas ao teste de bioatividade

em meio McCoy.

Figura 37 — Micrografia de MEV-FEG das superficies das amostras dos grupos Ti (A),
TiSi (B), TiP (C) e TiSiP (D) apés 7 dias em Meio McCoy - 500X.
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Figura 38 — Micrografia de MEV-FEG das superficies das amostras dos grupos Ti (A),
TiSi (B), TiP (C) e TiSiP (D) apds 7 dias em Meio McCoy - 1000X.

Embora nao tenha sido observado aglomerados esféricos nas amostras dos grupos
TiSi e TiSiP apdés um periodo de 7 dias mantidos em meio McCoy, é possivel notar
uma diferenca significativa, especialmente em magnificacoes de MEV-FEG superiores a
5000X. A partir desses aumentos, observa-se uma camada mais texturizada e uniforme
de precipitagao de apatita nas amostras do grupo TiSi em comparagdo com o grupo
TiSiP. Essa diferenca é mais acentuada em aumentos de 20.000X, onde no grupo TiSiP
observamos uma superficie mais porosa com falhas ou gaps, sugerindo regides que nao

receberam precipitacao de apatita.
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Estas observagoes constituiram as primeiras indicacoes obtidas no presente estudo,
por meio da Microscopia Eletronica de Varredura de Emissao de Campo (MEV-FEG), de
uma possivel influéncia in vitro da presenca do pVTK na superficie das amostras TiSiP.
Essa influéncia pode afetar a uniformidade e a textura das precipitagoes de apatita em

comparagao com as amostras do grupo TiSi.

Figura 39 — Micrografia de MEV-FEG das superficies das amostras dos grupos Ti (A),
TiSi (B), TiP (C) e TiSiP (D) apds 7 dias em Meio McCoy - 5000X.
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Figura 40 — Micrografia de MEV-FEG das superficies das amostras dos grupos Ti (A),
TiSi (B), TiP (C) e TiSiP (D) apds 7 dias em Meio McCoy - 10000X.
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Figura 41 — Micrografia de MEV-FEG das superficies das amostras dos grupos Ti (A),
TiSi (B), TiP (C) e TiSiP (D) apés 7 dias em Meio McCoy - 20000X.
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As amostras dos grupos TiSi e TiSiP imersas durante 14 dias em meio McCoy
(Figuras 42 a 46) apresentaram morfologias diferentes. A partir de uma amplia¢ao de 1000X
(figura 43), as amostras do grupo TiSi apresentam uma alta densidade de aglomerados
esféricos, sugerindo uma intensa bioatividade. Este comportamento é ainda mais perceptivel
nas ampliagoes de 10000X e 20000X (Figuras 45 e 46). Esses aglomerados esféricos sao
consistentes com resultados semelhantes relatados por JONASOVA et al. (2004), onde
amostras de titanio bioativadas por tratamento alcalino também exibiram aglomerados a
partir de 10 dias de imersao em SBF (92).

No grupo TiSiP, apesar de algum potencial bioativo, a auséncia de precipitacoes
em formato de esferas, mesmo em ampliacoes mais elevadas apds 14 dias em meio McCoy,
sugere uma menor bioatividade em comparagao com o grupo nao funcionalizado. Isso é
um forte indicio da regulagdao negativa exercida pelo peptideo pVTK na precipitagao e

aglomeracao de particulas de apatita em meio McCoy.

Esses resultados vao de encontro aos relatados por DO NASCIMENTO et al.
(2023), que sugeriram uma maior bioatividade in vitro de pastilhas de fosfato de célcio
biofuncionalizadas com pVTK. No entanto, a inibicao da mineralizacdo devido a agao
do peptideo pVTK ja havia sido documentada em estudos anteriores que avaliaram a

capacidade de mineraliza¢ao de células pré-osteoblasticas em meios osteogénicos (21, 94).

Um estudo anterior realizado por Ramaswamy et al. (2015) envolveu culturas de
células MC3T3 em meio osteogénico puro e no mesmo meio suplementado com 300 pm de
peptideo pVTK. Os autores constataram a inibicdo da mineralizacao pelas células entre o
sétimo e o décimo segundo dia de observagao (21). No entanto, a interferéncia negativa
do peptideo pVTK no processo de mineralizagao, que foi associada a uma reducgao das
atividades enzimaticas e a interrupc¢ao da diferenciacao osteogénica, ainda nao havia sido
observada em testes in vitro de bioatividade, simulando apenas a etapa inorganica da
mineraliza¢ao, por meio da troca idnica entre a superficie de um biomaterial e o meio

circundante, e portanto, sem a presenca de células.
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Figura 42 — Micrografia de MEV-FEG das superficies das amostras dos grupos Ti (A),
TiSi (B), TiP (C) e TiSiP (D) apds 14 dias em Meio McCoy - 500X.
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Figura 43 — Micrografia de MEV-FEG das superficies das amostras dos grupos Ti (A),
TiSi (B), TiP (C) e TiSiP (D) apés 14 dias em Meio McCoy - 1000X.
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Figura 44 — Micrografia de MEV-FEG das superficies das amostras dos grupos Ti (A),
TiSi (B), TiP (C) e TiSiP (D) apéds 14 dias em Meio McCoy - 5000X.
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Figura 45 — Micrografia de MEV-FEG das superficies das amostras dos grupos Ti (A),
TiSi (B), TiP (C) e TiSiP (D) apés 14 dias em Meio McCoy - 10000X.
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Figura 46 — Micrografia de MEV-FEG das superficies das amostras dos grupos Ti (A),
TiSi (B), TiP (C) e TiSiP (D) apds 14 dias em Meio McCoy - 20000X.



94

5 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho mostraram que:

a. A imobilizacdo do peptideo pVTK em superficies bioinertes de 6xido de titdnio
nao altera o comportamento dessa superficie em meio McCoy, enquanto a imobilizacao do
pVTK em superficies previamente bioativadas regula negativamente a fase inorganica da
mineralizacao, reduzindo a precipitacao e a formacao de aglomerados de apatita semelhante

a0 0SS0;

b. As modificagoes na superficie de titdnio durante as etapas do processo preparacao
das amostras preservam os padroes de microrrugosidade e molhabilidade preconizados por
diversos estudos experimentais sobre o impacto da topografia da superficie na resposta

Ossea, e estdo em consonancia com os tratamentos das superficies de implantes comerciais;

c. A adsorcao fisica e a ligagdo covalente pelo método de silanizacao sao métodos

eficazes para a incorporacao do peptideo pVTK a superficie do titanio;

d. O peptideo pVTK nao apresenta citotoxicidade quando incorporado a superficie

de titanio;

e. O peptideo pVTK regula negativamente a deposi¢do de célcio e fésforo em

superficies de titanio bioativas quando imersas em meio McCoy;

f. O peptideo pVTK regula negativamente a precipitagdo e aglomeracao de apatita

semelhante ao osso em superficies de titanio bioativas quando imersas em meio McCoy.
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6 PERSPECTIVAS DE PESQUISA

Os resultados do estudo sao fundamentais para o campo da engenharia biomédica,
pois evidenciam a capacidade tnica do peptideo pVTK de interagir com superficies
funcionalizadas e sequestrar ions calcio, destacando-se como um mecanismo promissor para
inibir a mineralizacao. Esta descoberta aponta para a necessidade de investigagoes futuras
altamente técnicas e especializadas, focadas nao apenas em compreender os mecanismos
moleculares especificos que permitem essa bioatividade, mas também em aplicar esses
conhecimentos para o design avancado de materiais biomédicos. A importancia desses
resultados reside na sua aplicacao potencial para o desenvolvimento de novas terapias e
materiais inovadores que podem ser utilizados em tratamentos in vivo, transformando
radicalmente as estratégias atuais de regeneragao tecidual e reparo 6sseo. Este estudo,
portanto, nao apenas contribui significativamente para a base de conhecimento cientifico,
mas também abre caminho para avancos tecnolégicos cruciais na engenharia de materiais

biomédicos
Algumas das perspectivas de pesquisa e trabalhos futuros incluem:

1. Estudos In Vitro: Recomenda-se a realizacao de novos estudos in vitro, nos quais
o peptideo pVTK seja utilizado para funcionalizar superficies de titanio microrrugosas pre-
viamente revestidas com hidroxiapatita. A incorporacao do pVTK a superficies revestidas
com esse material ceramico pode estabelecer uma conexao com pesquisas anteriores que
obtiveram resultados divergentes em relagdo ao presente estudo, uma vez que avaliaram a
influéncia do pVTK na precipitacao de apatita semelhante ao osso quando incorporado a

ceramicas bioativas em meio McCoy.

2. Testes com Células e Estudos In Vivo: Apds a conclusao dos estudos in wvitro,
seria de extrema importancia avancar para testes com células e estudos in vivo utilizando
essas novas superficies de titanio biofuncionalizadas, tanto com quanto sem o revestimento
de hidroxiapatita. Isso permitiria avaliar a interferéncia desse peptideo em diversas etapas

da biomineralizacao em um contexto mais proximo do ambiente bioldgico real.

3. Analise das Interferéncias Moleculares: Além das avaliagoes de bioatividade,
uma investigacao mais detalhada das interagoes moleculares entre o peptideo pVTK e
as superficies funcionalizadas é essencial. Isso incluiria a analise de enzimas e proteinas
envolvidas na mineralizagao 6ssea, bem como os mecanismos subjacentes a inibicao ou

promocao da formagao de apatita semelhante ao osso.

4. Aprimoramento de Biomateriais: Com base nos resultados dessas pesquisas,
sera possivel aprimorar o design de biomateriais bioativos para aplica¢gdoes em implantes

biomédicos. Isso pode incluir a criacdo de materiais que sejam mais eficazes na promoc¢ao
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da osseointegracao ou na prevencao de calcificagoes patologicas.

Em resumo, essas perspectivas de pesquisa representam uma extensao natural do
presente estudo e tém o potencial de fornecer percepgoes valiosas para o desenvolvimento

futuro de biomateriais bioativos e sua aplicacao pratica em implantes biomédicos.
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