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RESUMO

As ligas de titanio estdo entre os materiais mais utilizados na area da saude para a producgéo de
dispositivos implantaveis. Atribuicao que se da em funcao de suas propriedades mecanicas e da
elevada biocompatibilidade apresentada nos meios de interesse. A liga Ti-6Al-4V tem sido
amplamente utilizada para aplicacGes ortodénticas (brackets e/ou implantes). No entanto, a
permanéncia destes dispositivos, em meio fisioldgico, desencadeia processos de oxirreducéo e
de proliferacdo de microorganismos, que impactam tanto em sua vida Util quanto na qualidade
de vida de seus usudarios. A imobilizacdo de moléculas biofuncionais na superficie desses
materiais tem se mostrado uma forma eficaz de funcionaliza-las com diversas propriedades
bioldgicas, a citar: antimicrobianas, antifungicas e antioxidantes. Além disso, essa estratégia
pode contribuir tanto para o aprimoramento da biocompatibilidade quanto das propriedades
corrosivas desses materiais. Tendo em vista esses aspectos, essa pesquisa teve como objetivo
imobilizar um novo peptideo antimicrobiano JI-Chis-2 (JI-2), analogo da Jelleine-1, na liga Ti-
6Al-4V. Para entdo, promover a melhoria das propriedades antimicrobiana do biomaterial. A
imobilizacdo do peptideo ocorreu apds a deposicdo de PAA via PECVD. As superficies
funcionalizadas e ndo funcionalizadas foram caracterizadas por meio de AFM, FTIR, MEV e
EDX. Os resultados indicam o sucesso da deposicdo de PAA e da imobilizacdo do peptideo na
superficie metalica. Por meio das caracterizacbes morfologicas e topograficas, verificou-se que
0 peptideo possui a tendéncia de formar aglomerados na superficie metalica. Adicionalmente,
foi realizado um teste de imersdo em meio agressivo, buscando explorar os efeitos
desencadeados pelo tratamento de superficie em ambiente agressivo. Com esses ensaios, foi
possivel verificar que a deposicdo do filme fino de acido acrilico age como uma barreira
protetora de corrosdo no material. Esse efeito também foi evidenciado por testes de corrosao
localizada realizados via SVET em diferentes tempos de imersdo. Entretanto, o processo de
corrosdo foi intensificado nas superficies contendo JI-2 devido a interacdo eletrostatica entre os
aglomerados catidnicos de peptideo e os ions agressivos do meio. Ademais, realizou-se uma
investigagdo sobre o comportamento eletroquimico global do Ti-6Al-4V funcionalizado com
PAA/JI-2 em meio agressivo. Para tal, foi utilizado as técnicas de OCP e EIS. A atividade
antimicrobiana do JI-2 foi avaliada contra a bactéria Gram-negativa E. coli. Além disso, ensaios
bioldgicos mostraram que o material funcionalizado possui a capacidade de prevenir a formagéo
de biofilme de E. coli. Esses achados evidenciam que a estratégia de imobilizar JI-2 na liga Ti-
6Al-4V via PECVD de PAA resultou no desenvolvimento de um material funcional com
propriedades antibiofilme.

Palavras-Chave: Peptideo Antimicrobiano. Ti-6Al-4V. Polimerizacdo a plasma. Dispositivos
dentérios.



ABSTRACT

Titanium alloys are among the most used materials in the health area for the production of
implantable devices. Attribution that is due to its mechanical properties and the high
biocompatibility presented in the media of interest. Ti-6Al-4V alloy has been widely used for
orthodontic applications (brackets and/or implants). However, the permanence of these devices,
in a physiological environment, triggers oxidation-reduction processes and the proliferation of
microorganisms, which impact both their useful life and the quality of life of their users. The
immobilization of biofunctional molecules on the surface of these materials has proven to be
an effective way to functionalize them with various biological properties, namely:
antimicrobial, antifungal and antioxidant. In addition, this strategy can contribute to both the
improvement of the biocompatibility and the corrosive properties of these materials. In view of
these aspects, this research aimed to immobilize a new antimicrobial peptide JI-Chis-2 (JI-2),
analogue of Jelleine-I, in the Ti-6Al-4V alloy. To then promote the improvement of the
antimicrobial properties of the biomaterial. Peptide immobilization occurred after PAA
deposition via PECVD. Functionalized and non-functionalized surfaces were characterized
using AFM, FTIR, SEM and EDX. The results indicated the successful deposition of PAA and
immobilization of peptides on the metallic surface. Through the morphological and
topographical characterizations, it was verified that the peptide tends to form agglomerates on
the metallic surface. Additionally, an immersion test was carried out in an aggressive
environment, seeking to explore the effects triggered by surface treatment in an aggressive
environment. With these tests, it was possible to verify that the deposition of the acrylic acid
thin film acts as a protective barrier against corrosion in the material. This effect was also
evidenced by localized corrosion tests performed via SVET at different immersion times.
However, the corrosion process was intensified on the surfaces containing JI-2 due to the
electrostatic interaction between the cationic peptide clusters and the aggressive ions in the
medium. Furthermore, an investigation was carried out on the electrochemical behavior of Ti-
6AI-4V functionalized with PAA/JI-2 in aggressive media. For this, the techniques of OCP and
EIS were used. The antimicrobial activity of JI-2 was evaluated against Gram-negative bacteria
E. coli. Furthermore, biological assays have shown that the functionalized material has the
ability to prevent the formation of E. coli biofilms. These findings show that the strategy of
immobilizing JI-2 on the Ti-6Al-4V alloy via PAA PECVD resulted in the development of a
functional material with antibiofilm properties.

Keywords: Antimicrobial Peptide. Ti-6Al-4V. Plasma polymerization. Dental devices.
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1 INTRODUCAO

As superficies metélicas sdo amplamente utilizadas em diversas areas, tais como na
industria aerondutica, industria de alimentos, engenharia naval e engenharia biomeédica. Na area
da saude, o uso de metais é imprescindivel na fabricacdo de dispositivos para aplicacfes
ortopédicas, odontoldgicas e cardiovasculares. De fato, as aplicabilidades dessas superficies se
concentram na producédo de stents vasculares, implantes dentarios, ortopédicos ou de cOrnea,
entre outros (CASTELLANOS et al., 2017b; KASTELLORIZIQOS, et al., 2012; SEO et al.,
2010; HUANG et al., 2003; PARK et al., 2011). Nessa perspectiva, dentre os biomaterias
metalicos mais utilizados para as finalidades terapéuticas citadas, destacam-se as ligas de
titanio, o aco inoxidavel de grau médico e ligas de cobalto-cromio (PANAYOTOQV et al., 2015;
MAHAPATRO et al., 2006; CASTELLANOS et al.,, 2017b). Uma consequéncia das
propriedades mecénicas e da elevada biocompatibilidade apresentadas por esses materiais no
meio de interesse (BEKMURZAYEVA et al., 2018).

De acordo com Panayotov et al. (2015), o titdnio € o material mais utilizado para a
fabricacdo de implantes dentarios. Esse material pode ser usado como titdnio comercialmente
puro (cp) ou como ligas de titanio (Ti-6Al-4V). Além das propriedades mecénicas e
compatibilidade com o corpo humano, o incessante uso desse material na odontologia e
ortodontia é justificado por sua resisténcia aos processos corrosivos em comparagao a outros
metais (LEYENS; PETERS, 2006). Em uma perspectiva estrutural desse material, Leyens e
Peters (2006) salientam que a estrutura cristalina do titdnio e suas ligas sdo dependentes de
intervalos especificos de temperatura. Em baixas temperaturas, o titdnio puro e a maioria de
suas ligas apresentam estrutura cristalina do tipo hexagonal compacta (HC), conhecida como
fase a. Entretanto, em altas temperaturas (882 + 2°C) a estrutura cristalina apresentada é do tipo
cubica de corpo centrado (CCC), conhecida como fase . Portanto, as ligas de titdnio podem
ser classificadas em fases do tipo a, B, a + B e quase o (CALLISTER; RETHWISCH, 2018).

Os fatores estruturais do titanio e suas ligas impactam diretamente na diversidade de
suas propriedades, tais como: na deformacdo pléstica, na taxa de difusdo e em propriedades
mecénicas (LEYENS; PETERS, 2006). A taxa de difusdo e a deformacdo plastica estdo
relacionadas com a estrutura cristalina do material. Como os atomos da fase a estdo densamente
empacotados, 0s materiais na fase a apresentam menores taxas de difusdo em comparagdo
aqueles na fase  (LEYENS; PETERS, 2006). Na perspectiva das propriedades mecanicas, a
liga Ti-6Al-4V apresenta limite de resisténcia a tracdo de 947 MPa, limite de escoamento de
877 MPa e ductilidade de 14% AL em 50 mm (CALLISTER; RETHWISCH, 2018). As ligas
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de titanio bifasicas do tipo a + P possuem a capacidade de produzir dispositivos com
propriedades terapéuticas de alta resisténcia. Nesse sentido, a liga Ti-6Al-4V é uma liga do tipo
a + B amplamente utilizada na ortodontia ¢ em dispositivos dentarios (ZORN et al., 2007).
Nessa liga, o vanadio ¢ utilizado como um estabilizador da fase f ¢ o aluminio como
estabilizador da fase a. Assim, o uso da Ti-6Al-4V em dispositivos dentarios é justificado pela
sua alta resisténcia mecénica e menor mddulo de Young em comparagdo a outros materiais
(NICHOLSON, 2020). Segundo Niinomi (2008), os valores baixos de modulo de Young séo
considerados uma vantagem para a cicatrizacdo e remodelacdo Ossea em dispositivos

implantaveis. A Figura 1, representa a estrutura cristalina do titdnio nas distintas fases, a e f.

Figura 1 — Representacao de células unitarias do titdnio HC na fase a ¢ CCC na fase 8

0.468 nm

0.332 nm

o (0001) a
0.295 nm Y
a.’.

Fonte: Leyens e Peters, 2006

Os materiais implantaveis a base de titanio sdo considerados bioinertes, isto €, ndo
ocorre nenhuma interacdo ativa entre esses materiais metalicos e o tecido hospedeiro
(MUTREJA et al., 2020). Em principio, a natureza bioinerte desses biomateriais pode ser uma
grande vantagem devido a sua estabilidade quimica. No entanto, o fato de ser bioinerte pode
dificultar o crescimento de celulas 0sseas na regido dos dispositivos, podendo acarretar em
falhas cirdrgicas e afetar a estabilidade a longo prazo do implante no corpo (CHEN et al., 2013).

Desta forma, pesquisas apontam sobre a necessidade de realizar modificagcbes em
materiais metalicos utilizados para implantes dentarios e brackets visando melhorar a
integracdo aos tecidos circundantes e propriedades antimicrobianas (CHEN et al., 2017;
HUANG et al., 2003; ROESSLER et al., 2001). Nesse sentido, uma das formas eficazes de
obter materiais biocompativeis é via imobilizacdo de moléculas biofuncionais, como:

peptideos, proteinas e lipossomas carregados com drogas especificas (PARK et al., 2011,
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KASTELLORIZIOS, et al., 2012; HARVEY, et al., 2012). Panayotov et al. (2015) mencionam
alguns efeitos que as funcionalizacGes de ligas de titdnio com biomoléculas podem proporcionar
em implantes dentarios, entre elas estdo: melhorar as propriedades de osseointegracdo de
implantes dentarios e aumentar as propriedades antibacterianas e antibiofilme das superficies.

Em vista disso, esse trabalho teve o intuito de imobilizar um novo peptideo
antimicrobiano JIChis-2 (JI-2) analogo da Jelleine-1 na liga Ti-6Al-4V. Para tal, foi realizada a
deposicdo de acido acrilico, que € um acido monocarboxilico, com o intuito de formar um filme
fino polimérico e biocompativel via Deposicdo Quimica a Vapor Assistida por Plasma, do
inglés, Plasma Enhanced Chemichal Vapor Deposition (PECVD). Assim, foi possivel realizar
a ligacdo covalente da superficie metalica com um dos terminais do peptideo. A Figura 2
representa as etapas que foram realizadas para a imobilizacdo do JI-2 em Ti-6Al-4V.

O capitulo 1 desse trabalho apresenta as propriedades estruturais dos peptideos
bioativos com enfoque nos peptideos antimicrobianos, do inglés, Antimicrobial Peptides
(AMPs) e as Jelleines. Além disso, é apresentado uma contextualizagdo dos estudos pioneiros
envolvendo a funcionalizacéo de superficies metalicas com peptideos bioativos, bem como as
potencialidades e os desafios dos principais métodos utilizados atualmente. O capitulo 2
envolve o objetivo geral e 0s objetivos especificos desse trabalho. O capitulo 3 discorre sobre
0s materiais e métodos utilizados no desenvolvimento desta pesquisa. Em suma, as superficies
funcionalizadas e ndo funcionalizadas com o JI-2 foram caracterizadas estruturalmente e
morfologicamente via Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier, do
inglés, Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Microscopia de Forca Atdmica, do
inglés, Atomic Force Microscopy (AFM), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e
Espectroscopia dispersiva de energia de raios-X, do inglés, Energy-Dispersive X-ray
Spectroscopy (EDX). A resisténcia ao processo de corrosdo da liga Ti-6Al-4V com e sem
revestimento foi verificada inicialmente através de testes de imersdo em solugdo contendo ions
cloreto. As morfologias das superficies, apos os testes de imerséo, foram acessadas via a técnica
de microscopia oOtica (MO) e MEV/EDX. Com o intuito de verificar a estabilidade
termodinamica dos materiais com e sem revestimento e a natureza do filme passivo e/ou de
qualquer outro filme na superficie da liga Ti-6Al-4V utilizou-se as técnicas de Potencial de
Circuito Aberto, do inglés, Open Circuit Potential (OCP) e Espectroscopia de Impedéancia
Eletroguimica, do inglés, Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS). Por fim, ensaios
bioldgicos foram realizados para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima, do inglés,
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) do peptideo e atividade antibiofilme do

revestimento, ambos contra a bactéria gram-negativa E. Coli. O capitulo 4 envolve os
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resultados obtidos e, por fim, as conclusbes alcangadas no decorrer dessa pesquisa s&o
apresentadas no capitulo 5.

Figura 2 — Esquema representativo da imobiliza¢do do peptideo em Ti-6Al-4V
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~ . Capitulo 1
2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 PEPTIDEOS BIOATIVOS

A imobilizacdo de peptideos bioativos em superficies € um dos métodos mais
promissores funcionalizacdo (HUANG et al., 2003). Basicamente, os peptideos sdo cadeias de
aminoacidos que compdem proteinas e possuem atividades bioldgicas (BHANDARI et al.,
2020). As proteinas e os peptideos podem ser constituidos por até 20 aminoacidos distintos
ligados covalentemente por meio de liga¢Ges peptidicas. De acordo com Nelson e Cox (2019),
0s aminoacidos possuem propriedades estruturais semelhantes entre si, no qual cada um ¢é
composto de um grupo amina e um grupo carboxila ligados a um carbono central, conhecido
como carbono a. Entretanto, o que difere cada um dos aminoacidos ¢ a sua cadeia lateral, que
possui um papel crucial na determinacdo de aspectos fisico-quimicos dos aminodcidos, tais
como: tamanho, carga elétrica e estrutura (NELSON; COX, 2019; SLADE, 2014). Desta forma,
as extremidades da cadeia polipeptidica sdo denominadas de aminoterminal (N-terminal) e
carboxiterminal (C-terminal). A Figura 3 representa a classificacao estrutural, distincdes das

cadeias laterais e as propriedades dos 20 aminoacidos presentes em proteinas e peptideos.

Figura 3 — Formulas estruturais dos aminoacidos e suas propriedades
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Os aminoécidos podem ser representados por abreviaturas de uma ou trés letras. Desta

forma, a Tabela 1 representa a nomenclatura dos aminoacidos e suas abreviagoes.

Tabela 1 — Nomenclatura dos aminoacidos presentes em proteinas e peptideos e suas
respectivas abreviaturas

Abreviatura

Abreviatura

Abreviatura

Abreviatura

Aminoacidos com trés Aminoacidos com trés
com uma letra com uma letra
letras letras
Alanina Ala A Metionina Met M
Cisteina Cys C Asparagina Asn N
A?'d.o Asp D Prolina Pro P
aspartico
Acido ;
glutamico Glu E Glutamina Gln Q
Fenilalanina Phe F Arginina Arg R
Glicina Gly G Serina Ser S
Histidina His H Treonina Thr T
Isoleucina lle | Valina Val \V
Lisina Lys Triptofano Trp w
Leucina Leu L Tirosina Tyr Y

Fonte: adaptado de Voet e Voet, 2013

2.2 AMPs

Os AMPs possuem a funcdo de proteger seres humanos de diversos patdgenos
bacterianos, incluindo atividade contra um amplo espectro de bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas (TOKE, 2005; GODOY-GOLARDO et al., 2014; KAZEMZADEH-NARBAT
et al., 2021). De acordo com o banco de dados de peptideos antimicrobianos, do inglés
Antimicrobial Peptide Database (APD)?!, existem 3.569 AMPs relatados nos reinos dos seres
vivos, dos quais 32 deles foram imobilizados na superficie. Esses peptideos apresentam
atividade membranolitica contra células bacterianas (TOKE, 2005; BHANDARI et al., 2020;
KAZEMZADEH-NARBAT et al., 2021) e a seletividade para as membranas alvo é atribuida a
presenca de fosfolipidios acidos em sua composicdo lipidica (SHAI, 1999; KAZEMZADEH-
NARBAT et al. 2021).

! Antimicrobial Peptide Database. University of Nebraska Medical Center. Disponivel em: https://aps.unmc.edul.
Acesso em: 27 de fevereiro de 2023.
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Desta forma, uma caracteristica crucial dos AMPs é a presenca de grupos catiénicos e
anfipaticidade estrutural (PETRIN et al., 2019). A carga positiva dos AMPs € devido ao excesso
dos aminoacidos arginina, lisina e histidina que possuem grupos R carregados positivamente,
conforme visto na Figura 3 (KAZEMZADEH-NARBAT et al., 2021). A amidacdo do C-
terminal também contribui para o aumento da cationicidade dos AMPs, o que proporciona
maior estabilidade in vivo e favorece a interacdo entre esses peptideos e as membranas
bacterianas (ZHU et al., 2021; MARTINS et al., 2020). Tendo em vista esses aspectos, as
atividades biologicas dos AMPs estdo relacionadas com a sua interacdo com a bicamada
lipidica. Portanto, as interacOes eletrostaticas sao responsaveis pela atracdo entre o peptideo e
a interface lipidica. Os peptideos catidnicos assumem uma estrutura helicoidal nas
proximidades da membrana e se acumulam na superficie da membrana bacteriana (SEO et al.
2012; KAZEMZADEH-NARBAT et al. 2021; BHANDARI et al. 2020). Esse acimulo induz
desequilibrio, formacdo de poros e, finalmente, lise celular (SEO et al. 2012; BHANDARI et
al. 2020).

Além disso, algumas propriedades biofisicas dos AMPs influenciam na sua agdo
antimicrobiana, entre elas estdo: a hidrofobicidade média, a carga elétrica liquida e o angulo da
face polar (SLADE, 2014). Em contrapartida, as membranas celulares de mamiferos possuem
colesterol e fosfatidilcolina, em que a caracteristica zwiteridnica desses fosfolipidios diminui a
interacdo com os AMPs (KAZEMZADEH-NARBAT et al. 2021). A Figura 4 representa a
interacdo eletrostatica entre a bicamada lipidica e os AMPs e a formacéo de poros na membrana
celular. O mecanismo de a¢do dos AMPs em solucdo é representado na Figura 5, sendo eles:
ripas de barril (Figura 5(a)), poro toroidal (Figura 5(b)) e carpete (Figura 5(c)).

Apesar das inumeras potencialidades descritas anteriormente de utilizar materiais a base
de titAnio como dispositivos implantaveis, existem alguns riscos de falha biolégica do implante
a longo prazo que propicia resultados clinicos negativos. Nesse sentido, uma das principais
causas de falhas associadas a estes dispositivos € a infeccdo bacteriana (GODOY-GALLARDO
etal., 2014). Em vista disso, 0s materiais implantaveis podem ser revestidos com os AMPs para
proporcionar uma agdo antimicrobiana no local do implante, no qual eles podem contornar
problemas envolvidos com os processos imunoldgicos na interface implante/tecido que estéo
relacionados com a formagao de biofilme bacteriano na superficie metalica (KAZEMZADEH-
NARBAT et al., 2021). Resumidamente, o biofilme bacteriano pode ser definido como um
conjunto de agregacdo de células bacterianas ligados a um substrato (GODOY-GALLARDO
et al., 2014). De acordo com Kazemzadeh-Narbat et al. (2021) os AMPs séo capazes de inibir

a adesdo de bactéria em estagios iniciais em uma superficie. Desta forma, 0os mecanismos
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celulares envolvidos na prevencao contra a formacao de biofilmes bacterianos proporcionados

pelos AMPs estéo representados na Figura 6.

Figura 4 — Esquema representativo da acdo antimicrobiana de AMPs
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Fonte: adaptado de Bhabdaril et al. 2019

Figura 5 — Mecanismo de acdo dos AMPs (a) ripas de barril (b) modelo toroidal (c) modelo
de carpete
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Fonte: Ebenhan et al. 2014
Nota: As regides peptidicas de cor vermelha sao hidrofilicas e as azuis hidrofébicas.



25

Figura 6 — Prevencéo contra a formacéao de biofilme dos AMPs
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Fonte: adaptado de Kazemzadeh-Narbat et al. 2021

2.3 JELLEINES

Dentre os AMPs existem as Jelleines que compdem uma familia de peptideos,
encontrada na geleia real, dotada de elevada acdo antimicrobiana. A geleia real é uma secrecéo
acida produzida pelas abelhas operarias jovens. Especificamente, a geleia real é produzida nas
glandulas hipofaringea e mandibular desse animal (RAMANATHAN et al., 2018). Além disso,
essa secrecdo € bastante nutritiva e rica em proteinas, vitaminas, minerais, entre outros
(FONTANA et al., 2004). De acordo com Martins et al. (2020), a geleia real possui diversas
outras propriedades terapéuticas além da atividade antimicrobiana, tais como: antitumoral, anti-
inflamatoria, cicatrizacdo de feridas, entre outras. Desta forma, as quatro Jelleines originais
isoladas da geleia real por Fontana et al. (2004) estdo indicadas na Tabela 2 abaixo, bem como
as respectivas massas moleculares e sequéncias dessas biomoléculas.

Petrin et al. (2019) apresentaram uma estratégia de funcionalizagdo de quitosana com
diferentes peptideos de cadeia de aminoacidos curta por meio de duas estratégias distintas, via
grupos tiol e glutationa. Nesse sentido, um dos peptideos utilizados neste estudo foi analogo ao
AMP Jelleine-I (J1). Desta forma, ao utilizar membranas modelo que mimetizam bactérias de
S. aureus e E. coli, os autores observaram que a funcionalizagdo com os peptideos aumentou a
atividade antimicrobiana da quitosana, em relagdo ao material ndo funcionalizado. Outro
aspecto importante, foi de que ao final dessa pesquisa obteve-se um biopolimero contendo a

espinha dorsal da quitosana, Jelleine-1 e glutationa.
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Tabela 2 — Caracteristicas dos peptideos da familia das Jelleines

Peptideo Sequéncia de aminoacidos Massa Molecular (g mol™?)
Jelleine-I PFKISIHL-NH: 953.24
Jelleine-11 TPFKISIHL-NH; 1054.30
Jelleine-I11 EPFKISIHL-NH; 1082.32
Jelleine-1V TPFKISIH-NH2 942.13

Fonte: adaptado de Fontana et al. 2004

O peptideo JIChis-2 (JI-2) € um analogo da Jelleine-1 é sua sequéncia de aminoacidos
foi desenhada pelo grupo da Professora Doutora Marcia Perez dos Santos Cabrera da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP). A sequéncia de
aminoacidos que compde o JI-2 e a previsdo de sua estrutura molecular simulada pelo PEP-
FOLD? e visualizada pelo software PyMOL pode ser observada na Figura 7. A Tabela 3
apresenta algumas propriedades fisico-quimica deste peptideo. Em suma, a modificacdo na
sequéncia de AMPs geralmente é utilizada para reduzir a citotoxicidade e melhorar as
propriedades antimicrobianas dessas biomoléculas. Substitui¢des de lisinas para residuos de
arginina e de fenilalanina para triptofano tem se mostrado estratégias interessantes para o
aprimoramento das propriedades dos AMPs. A arginina propicia interacfes mais fortes com os
fosfolipidios anidnicos do que os residuos de lisina, enquanto a presenca do triptofano auxilia
na fixacao e insercdo do peptideo nas bicamadas lipidicas (CHAN et al., 2006).

As modificacBes que deram origem ao peptideo JI-2 tiveram inicio com o estudo
realizado por Martins e colaboradores (2020). Estes autores realizaram o desenho de dois
anélogos da JI, JIF2W (PWKISIHL-NH>) e JIF2WR (PWRISIRL-NH2). Em ambos houve a
substituicdo da Phe2 por Trp2 e, adicionalmente, foram realizadas as substituicdes com Lys3 e
His7 resultando no peptideo JIF2W e com Arg3 e Arg7 para resultar no JIF2WR. Em
concordancia com Chan et al. (2006), os autores verificaram que a presenca das argininas e do
triptofano propiciaram uma atividade bioldgica aumentada do peptideo JIF2WR em rela¢do aos
outros peptideos analisados. Além disso, Petrin et al. (2019) realizaram o desenho de outro
analogo da JI, JIChis-1 (PWKISIHLAAC-NH), com o intuito de conjugé-lo com quitosana.

Nesse caso, a modificacdo se baseou na inser¢do de um residuo de Trp2, dois espagadores de

2 PEP-FOLD server. Disponivel em: https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/. Acesso em:
29 de maio de 2023.
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Ala9 e Alal0 seguida de um residuo de Cysl11. A conjugacdo desse peptideo com quitosana
apresentou melhoras nas propriedades antimicrobianas em comparagdo com outros peptideos.
Tendo em vista esses aspectos, a sequéncia JI-2 foi obtida com a insercdo dos dois espacadores
de Ala e a Cysl1l no JIF2WR. Para entdo, alcancar uma atividade antimicrobiana ainda mais
expressiva que a apresentada pela Jelleine-1 e os analogos citados. A Tabela 3 abaixo apresenta
as propriedades de carga elétrica liquida e hidrofobicidade média do JI-2.

Tabela 3 — Propriedades do peptideo JI-2
Carga liquida Massa molecular

Hidrofobicidade

Peptideo  Sequéncia de aminoacidos em pH (g mol™) média (H)
fisiologico
32 PWRISIRLAAC-NH; +3 1284.59 -0.086

Fonte: elaborado pela autora, 2023
Nota: Hidrofobicidade média calculada segundo a escala de Eisenberg et al. 1984

Figura 7 — Estrutura molecular do peptideo JI-2 (@) estrutura peptidica da JI-2 (b) estrutura
helicoidal da JI-2 em pH neutro

a)
¢ ‘
” H o = H = H
H H
OH

H,N?

SH

b)

Fonte: da autora, 2023
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2.4 PANORAMA DA FUNCIONALIZACAO DE SUPERFICES METALICIAS COM
PEPTIDEOS BIOATIVOS

De acordo com Cobb (2010), os estudos pioneiros envolvendo aco inoxidavel ocorreram
nos séculos 18 e 19 com a identificacdo do cromo como elemento quimico. Apesar disso, as
ligas de aco inoxidavel, entre outras, ndo foram desenvolvidas comercialmente até o inicio do
século 20 (COBB, 2010; ANANTH et al., 2015). O uso de biomateriais como implantes foi
impulsionado e as ligas de cobalto-cromo foram amplamente utilizados em 1925 (ANANTH et
al., 2015). Cerca de 25 anos depois, surgiram 0s primeiros estudos mostrando que as
propriedades mecéanicas dos materiais & base de titdnio sdo superiores as observadas para
cromo-cobalto e aco inoxidavel (CIVANTOS et al., 2017). Desde entdo, sua introducdo em
procedimentos cirdrgicos tem sido bem-sucedida (CIVANTOS et al., 2017).

Conforme relatado por Seal et al. (1987), os estudos na area de biologia molecular foram
impulsionados na década de 70 e 80. Naquela época, as propriedades dos sistemas biolégicos,
tecidos e conhecimento sobre a resposta celular foram significativamente compreendidas. Os
avancos cientificos e a experiéncia adquirida na area de biomateriais, quando os esforcos se
concentravam na substituicdo de o6rgdos, ddo origem a estudos que visam combinar
biomoléculas e biomateriais (SEAL et al., 1987). A partir disso, diversas pesquisas buscam
incessantemente o aprimoramento de biomateriais metalicos para implantes. Em consonancia a
isso, a imobilizacdo de peptideos bioativos teve inicio no final do século passado, surgindo
como alternativa potencial para aplicacGes biomédicas.

Na década de 1980, um conjunto de peptideos de adesdo celular foi identificado nas
sequéncias de aminoacidos de importantes proteinas (KOIVUNEN et al., 1994). Esses
peptideos sdo capazes de se ligar a receptores de adesdo celular e seu uso no revestimento de
superficies abriu um leque de oportunidades para aumentar a biocompatibilidade de
biomateriais. Os peptideos RGD e YIGSR pertencem a este grupo (PIERSCHBACHER et al.,
1984). Desta forma, a sequéncia de aminoacidos RGD foi encontrada em uma variedade de
proteinas de adesdo celular, tais como: fibronectina, vitronectina e fibrinogénio (MASSIA,;
HUBBELL, 1990a). O pentapeptideo YIGSR foi identificado na laminina, uma glicoproteina
que compde a ldmina basal e promove a adesdo celular. Massia e Hubbell (1990a) realizaram a
imobilizacdo covalente desses peptideos em vidro glicofasico na busca de contribuir para a
melhoria da adesdo celular em biomateriais utilizados para implantes. Além disso, os autores
sugerem que sequéncias menores ligadas covalentemente provavelmente seriam mais estaveis

a protedlise celular e degradacéo térmica (MASSIA; HUBBELL, 1990a). Os autores ressaltam
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que 0 uso desses pequenos peptideos é vantajoso em comparacao a utilizacao de proteinas. Essa
vantagem também foi enfatizada em um estudo posterior, em que esses mesmos autores
imobilizaram o peptideo RGD em filmes de polimeros de poli(hidroxietil metacrilato) e
politereftalato de etileno (MASSIA e HUBBELL, 1990b). Para isso, uma glicina foi inserida
no amino-terminal do peptideo e realizou-se 0 método de imobilizacdo do cloreto de tresil de
Nilsson e Mosbach (1981). Embora essa estratégia também fosse elegivel para a imobilizac&o
de proteinas inteiras, os resultados mostraram que as superficies modificadas apresentaram
caracteristicas estaveis que promoveram a adesdo especifica de células de mamiferos. Nesse
sentido, os estudos de Massia e Hubbell mostraram que, como alternativa ao uso de
macromoléculas macicas suscetiveis aos fendbmenos de protedlise, degradacdo e desnaturacdo
de proteinas, os peptideos curtos sdo suficientemente eficazes em funcionalizacdo para
promover a adesdo celular (MASSIA; HUBBELL, 1990a, MASSIA; HUBBELL, 1990b).
Nesse contexto, o polimero de poliuretano também foi utilizado em algumas pesquisas com
peptideos, pois apresenta boas propriedades mecénicas e compatibilidade sanguinea (LIN et al.,
1992; LIN et al., 1994).

A partir desse momento, alguns pesquisadores se concentraram em utilizar peptideos
para funcionalizar superficies metélicas agregando a elas as mais diversas propriedades
(HERSEL et al., 2003). Em 1998, Xiao e colaboradores funcionalizaram o titdnio com o0s
peptideos RGDC e GRGDSPC (XIAO et al., 1998). A superficie foi funcionalizada com um
procedimento de reacdo de trés etapas que envolveu i) silanizacdo da superficie, ii) conexao de
grupos amino primarios livres para um agente reticulante e iii) imobilizacdo dos peptideos por
meio de ligacdo covalente do grupo tiol (-SH). O trabalho mencionado acima focou na
funcionalizacdo e caracterizacdo da superficie modificada. Os resultados mostraram que a
silanizacdo em superficies de titanio é a etapa chave em termos de reprodutibilidade nas etapas
de modificacdo subsequentes (XIAO et al., 1998). Isso permitiu ampliar o uso dessa técnica até
entdo utilizada para modificacdes de superficies de titdnio com grupos terminais, tais como
CHzs, OH e Br.

Em 1999, Ferris e seus colaboradores consideraram a falta de estudos sobre a influéncia
das superficies funcionalizadas em respostas celulares in vivo e realizou uma pesquisa para
avaliar a formacéo de osso em titanio revestido com o peptideo RGDC (FERRIS et al., 1999).
Para isso, 0 método quimico de ligacéo entre ouro e tiol foi escolhido para a imobilizacdo do
peptideo. Assim, o material modificado foi implantado no fémur de 23 ratos machos adultos.
Segundo os autores, a cobertura de ouro na superficie e a inser¢do de cisteina no peptideo

formam substratos bioativos. Os resultados mostram que o material revestido com RGDC
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aumentou a formagao 6ssea em duas semanas quando comparado ao material base. Além disso,
houve aumento da espessura 6ssea em quatro semanas. Assim, esta abordagem foi indicativa
de que a imobilizacdo de peptideos em materiais metalicos poderia ser usada para melhorar e
controlar as propriedades do implante dentro do organismo (FERRIS et al., 1999).

No final do século XX, inimeros trabalhos investigaram a funcéo e as contribuicGes de
peptideos especificos na interface biomaterial/célula. Basicamente, a maior parte destas
pesquisas se concentraram em estudar essas interacdes principalmente em materiais como
polimeros e vidros, conforme mencionado anteriormente. Por outro lado, a compreenséo de
como ocorreram 0s processos biolégicos na funcionalizagdo de superficies metalicas apenas
com peptideos bioativos se intensificou no inicio dos anos 2000. Nesse sentido, de Giglio et al.
(2000) modificaram superficies de Ti de duas maneiras: (i) formacéo de filme fino de polipirrol
para fornecer um revestimento quimicamente estavel e (ii) imobilizar o peptideo CGRGDSPK
na superficie revestida via residuo de cisteina para estimular o processo de osseointegracdo. De
maneira geral, as superficies funcionalizadas com o peptideo tiveram aumento significativo na
adesdo osteoblastica em relacdo a superficie contendo apenas o polipirrol e com a laminula de
vidro utilizada como controle positivo.

Ainda no inicio dos anos 2000, algumas estratégias foram utilizadas para imobilizar
peptideos além da silanizacdo, tais como: polimerizacdo por plasma (SEO et al., 2010;
VREULS et al., 2010), monocamada automontada, do inglés, Self-assembled monolayers
(SAMs) (ZORN et al., 2010) e eletrodeposicdo de polietilenoglicol (PEG) (OYA et al., 2009).
Com o avanco no desenvolvimento de novos materiais, pesquisas comecaram a incluir AMPs
na funcionalizacdo de superficies. Por exemplo, Gabriel et al. (2006) investigaram a
possibilidade de imobilizar o AMP LL-37 ou LL-37 com residuo de cisteina no N-terminal
sobre titdnio (Ti) via silanizacdo. Para isso, um espacador de PEG também foi inserido no
sistema para promover uma atividade bactericida eficaz. Além disso, ensaios de deteccdo de
fluorescéncia in vitro da atividade bactericida de superficies modificadas e ndo modificadas
foram realizados sob vérias condi¢des de imobilizacdo. Assim, os substratos modificados
contendo cisteina conjugada no N-terminal do peptideo e o espacador PEG mostraram atividade
contra E. coli. Em contrapartida, as demais modifica¢cGes propostas ndo apresentam morte
bacteriana em relacdo ao material ndo modificado (GABRIEL et al., 2006). Makihira et al.
(2010) realizou a funcionalizagdo de uma superficie de titdnio com o AMP JH819 via
silanizagdo. Esses autores investigaram as propriedades desse sistema na formacdo de P.
gingivalis e na diferenciacdo de osteoblastos (MC3T3-E1). Com os resultados obtidos, os

autores sugerem que a imobilizacdo desse peptideo pode ser uma estratégia para conferir
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atividades antimicrobianas a superficie protegendo-a de infec¢des cirurgicas e auxiliando no

processo de osseointegracao.

25 METODOS DE FUNCIONALIZACAO DE SUPERFICES METALICAS COM
PEPTIDEOS BIOATIVOS

A imobilizacdo de biomoléculas como peptideos ou proteinas em materiais metalicos
visa melhorar suas propriedades como biomateriais. Os substratos mais utilizados para esta
finalidade sdo Titanio (Ti) e ligas de titanio, acos inoxidaveis, ouro (Au) e ligas de cobalto-
cromo. A Tabela 4 resume as informacdes sobre os métodos de funcionalizacdo de superficies

metalicas com peptideos, as aplicacdes e principais resultados encontrados na literatura.



Tabela 4 — Métodos de deposicao de peptideos bioativos em superficies metalicas e os principais resultados obtidos pela literatura
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Métodos Peptideos Materiais Aplicacdes Principais resultados Referéncias
hLf1-11 (sintético) Ticp Promoveu propriedades antibiofilme as superficies Godoy-Gallardo (2015)
GL13K (sintético) Ti (Mict_’ogroove) Implantes dentarios Promoveu citocompatibilid_ade e ativid_ade antiba_cteriana as superficies Zhou et al. (2015)
Ticp Reduziu a reagdo inflamatéria Zhou et al. (2017)
Silanizagéo Cys-Melimine (sintético) Ti Implantes Cirdrgicos Chen et al. (2016)
S Aco inoxidavel Implantes méd_icos, Promoveu propriedades antibiofilme as superficies
MAG Il (sintético) AISI 304 casco de navio e Cao et al. (2018)
industria alimenticia
hLf1-11 (sintético) Ticp . Promoveu propriedades antibiofi_lme a superficie e biocompatibilidade Godoy-Gallardo (2014)
Implantes dentarios com fibroblastos
CAAALLLKERGDSK (sintético) Ti Anodizado Melhora a osseointegragdo Ryu et al. (2013)
o K3G4RGDS e K3G4PHSRN Revestimento estavel, a co-imobiliza¢do dos dois peptideos melhorou a Chen et al. (2013)
Silanizagdo e (sintético) Ticp Implantes Cirdrgicos resposta osteobléstica '
adsorcdo fisica GL13K (sintético) Promoveu citocompatibilidade e atividade antibacteriana a superficies ~ Holmberg et al. (2013)
s Castellanos et al.
RGDS e YIGSR (sintético) CoCr Stents A combinacdo equimolar de peptl'fd,eps melhora a endotelizagéo das c t(|2|017a) o
o superficies astellanos et al.
RGDS, REDV e YIGSR (sintético) (2017b)
Silanizagéo,
Eletrodeposicéo s . - Os revestimentos diminuiram a absorcéo de albumina e melhoraram as Buxadera-Palomero et
_de PEG e RGD (sintético) Ticp Implantes dentérios propriedades ant?microbianas al. (2017)
polimerizacéo a
plasma
RGDC (sintético) Ti45Nb Implantes Cirurgicos Melhora a osseointegracéo Zorn et al. (2007)
RGDC e RDGC (sintético) Ticp Implantes dentarios Promoveu a adesdo de osteoblastos nas superficies Huang et al. (2003)
SAMs Magainin | (sintético) Au Dispositivos diversos Promoveu atividade antimicrobiana as superficies Humblot et al. (2009)
Pac-525 Derivatives (sintético) Au Implantes Cirdrgicos Promoveu a_t|V|da£1e antlmlcroblana as superf|C|es,e permitiu a Zhang et al. (2021)
proliferacdo de células-tronco da medula dssea
VnP-16 (sintético) Ti Implantes dentarios Melhora a osseointegracdo Cho et al. (2019)
Adsorcao fisica Nisin (sintético) Ti-6Al-4V-ELI Implantes ortopédicos _ leer,a(_;ao gradual _do peptideo sob condi¢des f|S|oIc_)_g|cas e Lallukka et al. (2022)
inflamatorias, o revestimento mostrou desempenho antiincrustante
Eletrodeposicao RGD (sintético) Ti (cp) Implantes dentarios Melhora a osseointegragio Park et al. (2011)
de PEG RGD (sintético) Implantes Cirtrgicos Oya et al. (2009)
Poli s RGD (sintético) Ti (cp) Implantes Cirrgicos Melhora a osseointegragao Seo et al. (2010)
olimerizagdo a N o Dispositivos ; ibiofi i
plasma Nisina, Trpll e 4K-C16 (sintético) 304 2B biomédicos Promoveu propriedades antibiofilme as superficies Vreuls et al. (2010)
MAG Il (sintético) Ao |n9X|d§v§I 304 Promoveu atividade antimicrobiana as superficies Cao etal. (20202)
Dopamina Aco inoxidavel Cascos de navios Cao et al. (2020b)
QAGSNKGASQKGMS S . .
(sintético) Aco inoxidavel 304 O revestimento mostrou desempenho antiincrustante Cao et al. (2022)

BMP-7 (sintético)

CoCr

Implantes Cirurgicos

Promoveu atividade antifibrotica

Tan et al. (2013)

Fonte: da autora, 2023
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2.5.1 Método de silanizacao

A silanizacdo é um método bioquimico que permite a imobilizacdo de peptideos
bioativos e outras biomoléculas em superficies metalicas (CHEN et al., 2013). Assim, esta
técnica permite obter superficies nas quais a biomolécula é ligada covalentemente. Uma
estratégia para ancorar a biomolécula de interesse € usar alcoxissilanos organofuncionais que
interagem com grupos hidroxila presentes na superficie do metal (GODOY-GALLARDO et
al., 2015). Nessa técnica, ndo ha limitacdes na escolha dos metais para realizar a silanizacéo,
mas sua eficiéncia pode estar relacionada com a sinergia entre a superficie do material e 0s
grupos organofuncionais. Recorrentemente, os grupos funcionais organicos 3-(cloropropil)-
trietoxisilano (CPTES) e/ou (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES) s&o utilizados em metais
como CoCr, aco inoxidavel e Ti. Em geral, os métodos de silanizacdo para imobilizar peptideos
sdo realizados em trés etapas: a ativacdo de superficie (etapa 1), a reacdo de silanizacéo (etapa
2) e a imersdo da superficie em solucdo de peptideo (etapa 3), Figura 8. Na silanizacéo, a
presenca de grupos hidroxila na superficie do substrato é de grande importancia para promover
a interagdo com 0s grupos metoxi e etoxi dos silanos. Além disso, a ativagdo da superficie pode
ser realizada por ataque alcalino, tratamento com plasma, entre outros. O ataque alcalino se
destaca com o uso de solugdes 5 mol L™ de NaOH para Ti e CoCr (CASTELLANOS et al.,
2017b; GODOY-GALLARDO et al., 2014). Ap6s a ativacdo, os silanos reagem com a
superficie metalica contendo as hidroxilas (Si-OH), e o grupo funcional organico é capaz de
interagir com o peptideo bioativo promovendo a ligagdo covalente. Algumas pesquisas também
inserem um crosslinker bifuncional entre os silanos e 0s peptideos para garantir a reatividade
quimica e promover a ligacdo de biomoléculas (CASS et al., 1998).

O processo de silanizacdo afeta algumas caracteristicas superficiais de metais em
diferentes estagios de funcionalizacdo, nos quais é possivel verificar alguns padrGes na
literatura (CHEN et al., 2013; HOLMBERG et al., 2013; GODOY-GALLARDO et al., 2014;
ZHOU et al., 2015). A etapa 1 resulta em uma superficie mais hidrofilica do que o material
base. De acordo com Chen et al. (2013), isso se deve a alta polaridade atribuida pelos grupos
OH que se formam na superficie metalica apos a ativacdo. Além disso, apos a etapa 2, 0s
valores do angulo de contato geralmente sdo aumentados em relacdo a etapa 1, podendo
permanecer menores, proximos ou até maiores do que o material base. Entretanto, a
molhabilidade da superficie funcionalizada na etapa 3 é dependente do peptideo escolhido no
estudo e sua respectiva hidrofilicidade. Além disso, o ataque alcalino, silanizacdo e posterior

imobilizacdo podem causar aumento da rugosidade da superficie metalica. Entre as vantagens
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do uso da silanizacdo estdo a obtencdo de imobilizacdo via ligagdo covalente,
termoquimicamente e mecanicamente estavel para uma variedade de metais e organossilanos
(HOLMBERG et al., 2013; CHEN et al., 2013; ZHOU et al., 2015). No entanto, a etapa de
ativacdo pode ser considerada um obstaculo, pois existem outros métodos que ndo requerem
esta etapa.

A silanizagdo tem sido amplamente utilizada na biofuncionalizacdo de metais com
peptideos, o0 que provavelmente pode estar relacionado a estabilidade da interacdo peptideo-
superficie e a simplicidade de sua atuacdo (CASS et al., 1998; HOLMBERG et al., 2013;
GODOY-GALLARDO et al.,, 2014; ZHOU et al., 2015). Godoy-Gallardo et al. (2014),
desenvolveram uma superficie antimicrobiana, em que o AMP hLf1-11 foi imobilizado em
tithnio via silanizacdo e adsorcdo fisica. Os autores realizaram estudos de morfologia,
rugosidade e molhabilidade para entender como as mudancas na superficie metalica afetam
esses parametros. Em relacdo ao material base, a rugosidade superficial aumentou apos
tratamento com NaOH, silanizacdo e imobilizacdo do AMP na superficie. Desta forma, foi
verificado que superficies funcionalizadas com AMP melhoram as propriedades
antimicrobianas do titanio, pois inibem a fixacdo e formacao de biofilme, principalmente para
dois tipos de microorganismos presentes no biofilme oral (S. sanguinis e L. salivarius)
(GODOY-GALLARDO et al., 2014). Cao et al. (2018) também tiveram sucesso ao usar a
silanizacdo para imobilizar um AMP, Maginin 2, em superficies de aco inoxidavel. O peptideo
foi ligado covalentemente ao metal resultando em uma superficie hidrofilica com atividade
contra a formacéo de biofilme de E. coli e S. aureus. Em outra perspectiva, Castellanos et al.
(2017b) projetaram trés peptideos para funcionalizar superficies de CoCr e melhorar as
propriedades de endotelizacdo de dispositivos cardiovasculares. Dentre esses estudos, é
possivel notar que o uso de espacadores pode ser uma estratégia interessante para separar a
sequéncia peptidica do material revestido e expor efetivamente a sequéncia bioativa. Além
disso, é possivel perceber que o uso da técnica de Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por
Raios X, do inglés, X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS) constitui uma ferramenta valiosa
na verificacdo da imobilizacdo dos peptideos citados, permitindo avaliar o aumento dos teores
de nitrogénio, carbono e oxigénio na superficie apds a imersao do peptideo (HOLMBERG et
al., 2013; RYU et al., 2013; CHEN et al., 2013; GODOY-GALLARDO et al., 2014; ZHOU et
al., 2015; CASTELLANOS et al., 2017b; ZHOU et al., 2017; CAO et al., 2018). No caso do
uso do organossilano CPTES, o XPS é capaz de mostrar o aumento dos picos de cloro e silicio
em amostras silanizadas e, consequentemente, uma reducao desses sinais em amostras contendo
peptideos (ZHOU et al., 2015, ZHOU et al., 2017, CASTELLANOS et al., 2017b).



Figura 8 — Esquema representativo da imobilizacdo de peptideos em superficies metalicas por silanizagdo sem moléculas reticulantes e
polimerizacgéo por plasma
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Holmberg et al. (2013) exploraram a estabilidade de superficies de Ti funcionalizadas
com peptideos distintos GL13K e GK7-NH2 por silaniza¢do. Esses autores avaliaram a perda
de peptideos por anélises de molhabilidade apos sonicacdo e também apés 8 dias de imersao
em PBS. Depois disso, as superficies permaneceram mais hidrofobicas do que o material de
base ativado, no entanto, as taxas de retencdo foram dependentes do nimero de sitios livres
para a ligacdo do peptideo a superficie.

Em relacdo ao mecanismo de acdo dos peptideos imobilizados, ndo ha na literatura uma
investigacdo aprofundada. Mas é possivel notar que o mecanismo de base é semelhante ao
apresentado pelos peptideos em solucdo, sejam eles AMPs ou peptideos adesivos celulares.
Assim, é essencial garantir que a regido ativa esteja disponivel para interagir com o sistema
alvo. Além de funcionalizar um material, é possivel utilizar a imobilizacdo como estratégia para
promover a protecdo do peptideo da degradacdo enzimaética e assim potencializar sua acao
(HOLMBERG et al., 2013).

2.5.2 SAMs

A técnica de SAMs também sdo Uteis para a funcionalizacdo de superficies metalicas
com peptideos bioativos. A estrutura dos SAMs é composta por um grupo principal ligado a
uma superficie metélica, um grupo espacador que possui a caracteristica de ordenamento
molecular e um grupo final que pode ser utilizado para a imobilizacdo de biomoléculas (SINGH
et al., 2020). Os grupos funcionais reativos de SAMs podem ser —COOH, —OH ¢ NH>
(KAUFMANN et al., 2010). Na imobilizacdo de peptideos, os SAMs podem conter tiol e
alquilfosfato (ZORN et al., 2007; HUANG et al., 2003), além de grupos organosilanos. As
monocamadas automontadas e altamente ordenadas sdo formadas espontaneamente no
substrato metalico (ULMAN, 1996; BEUTNER et al., 2010; SINGH et al., 2020). Além disso,
moléculas como fosfatos e fosfonatos possuem alta afinidade por 6xidos metalicos, permitindo
seu uso como grupos de ancoragem para a imobilizacdo de biomoléculas em superficies
metalicas (BEUTNER et al., 2010). Nesse sentido, Zorn et al. (2007) realizaram a enxertia do
peptideo RGDC na liga Ti45Nb atraves de uma monocamada aquifosfonica para aplicagdes em
implantodontia. O processo de biofuncionalizagdo do material metalico consistiu em duas
etapas, sendo: (i) insercdo e automontagem do &cido alquilfosfénico na superficie do material
e (i) reagdo cloreto de acetila do &cido alquilfosfénico com o grupo tiol no terminal do peptideo
contendo o residuo de cisteina. Segundo os autores, os grupos fosfonicos estavam em uma

configuracdo voltada para o substrato metalico e as caudas dos grupos finais de cloreto de
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acetila voltadas para a superficie livre. As medi¢des do angulo de contato mostraram que 0
revestimento com SAMs de cloreto de acetila tornou a superficie mais hidrofébica em
comparacdo com o material ndo funcionalizado. Além disso, estudos de cultura celular
mostraram que a superficie metalica funcionalizada com o peptideo proporcionou maior adeséo
de osteoblastos (ZORN et al., 2007).

Huang et al. (2003) também usaram SAMs para imobilizar dois peptideos distintos,
RGDC e RDGC, em superficies de Ti. Atraves desta estratégia ficou evidente que a acdo do
peptideo imobilizado ndo depende apenas de sua composicdo quimica, mas também de sua
estrutura. Da mesma forma que a silanizacdo, a orientacdo do peptideo enxertado na superficie
depende da escolha dos grupos funcionais e da posicao dos sitios reativos do peptideo, a fim de
garantir que ele seja capaz de se estruturar adequadamente. Nos exemplos citados (ZORN et
al., 2007; HUANG et al., 2003), a presenca do residuo de cisteina no final do peptideo
disponibilizou o dominio RGD para atuar como receptor de integrinas, permitindo que o
peptideo exerca sua funcao de adesdo celular.

A técnica de SAMs também foi utilizada para imobilizar AMPs como Magainin 1 e
peptideo derivado de Pac-525 em superficies de ouro preservando as atividades antimicrobianas
dos peptideos (HUMBLOT et al., 2009, ZHANG et al., 2021). Dentre eles, Humblot et al.
(2009) verificaram que ndo ha liberacdo do peptideo (Magainina 1) apos a realizacdo dos
ensaios bioldgicos, o que demonstrou a estabilidade da imobilizacdo do peptideo por este
método. Apesar dessa vantagem, possivelmente a necessidade de um residuo de cisteina no

terminal peptidico possa limitar um pouco seu uso.

2.5.3 Adsorcao fisica

A adsorc&o fisica é um processo de funcionalizacdo reversivel, simples e de baixo custo,
no qual biomoléculas sdo imobilizadas na superficie metalica por meio de interacdes fracas
(van der Waals, ligacGes de hidrogénio ou interacdes hidrofobicas) (RYU et al., 2013;
SANDHYRANI, 2019). No entanto, esse método fornece um revestimento mecanicamente
instdvel com baixa quantidade de peptideo imobilizado na superficie quando comparado a
métodos de imobilizacdo covalente, como a silanizagdo (HOLMBERG et al. 2013; GODQOY-
GALLARDO et al., 2014; ZHOU et al., 2015). Geralmente, o processo envolve a introducdo
do metal na solucdo do peptideo, que é armazenada por algumas horas ou dias em condicGes
pré-estabelecidas para imobilizacdo, seguida de enxague e secagem das superficies para

remover qualquer peptideo ndo imobilizado.
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Cho et al. (2019) usaram adsorcao fisica para funcionalizar Ti cp com peptideo VnP-16
em implantes dentérios. As superficies metalicas foram revestidas com a solucéo de peptideo e
secas por 7 dias sob vacuo a temperatura ambiente. Os autores utilizaram espectroscopia de
elétrons para analise quimica, do inglés, Electron Spectroscopy for Chemical Analysis (ESCA)
e confirmaram a imobilizacdo de peptideos a partir da observacdo de maiores teores de
nitrogénio nas superficies funcionalizadas em relagdo as ndo funcionalizadas. Testes in vitro e
in vivo mostraram que as superficies com VnP-16 aumentaram a resposta 0ssea inicial dos
implantes (CHO et al., 2019). Comumente, estudos que utilizam adsorcdo fisica para imobilizar
peptideos em superficies metalicas adotam outro método como foco principal dos trabalhos.
Ryu et al. (2013) utilizaram métodos de silanizacdo e adsorcdo para imobilizar o peptideo
CAAALLLKERGDSK em discos de Ti anodizados para aplicagcbes em implantologia. A
adsorcéo ocorreu por imersao dos discos na solugédo peptidica e posterior secagem, no qual a
adesdo celular foi significativamente reduzida para as amostras funcionalizadas por adsorc¢ao
fisica em comparagdo com as silanizadas (RYU et al., 2013).

Recentemente, Lallukka et al. (2022) realizaram a adsorcdo do peptideo nisina em
discos Ti6Al4V-ELI em busca do desenvolvimento de um material biocompativel e
antibacteriano. O processo de funcionalizagéo foi realizado em diferentes valores de pH (pH =
5/6/7). A adsorcdo de peptideos foi evidenciada por um conjunto de técnicas incluindo EDX e
XPS, revelando que a funcionalizacdo em pH 6 foi mais eficiente. Além disso, a
funcionalizacdo realizada no referido pH favoreceu a configuracdo da nisina compativel com
aquela responsavel por sua acdo antimicrobiana, em que sua cauda hidrofdbica fica exposta,
maximizando a fisissor¢do por atracdo eletrostatica. A liberacdo gradual de nisina foi avaliada
in vitro considerando as condices fisioldgicas e inflamatdrias, além disso, seu desempenho
antibacteriano revelou uma promissora atividade antimicroincrustante contra a cepa S. aureus.
Diferentemente da silanizacdo ou SAMs, a adsorcdo fisica ndo envolve o estabelecimento de
uma reacao quimica especifica entre o peptideo e a superficie. Como consequéncia, estratégias
adicionais como a variacdo do pH demonstrada por Lallukka et al. (2022), devem ser
consideradas na tentativa de obter uma orientagdo preferencial do peptideo na superficie
metalica. Além disso, 0 mecanismo de acdo pelo qual o peptideo adsorvido ira atuar pode diferir
daqueles imobilizados covalentemente devido a sua mobilidade extra que pode permitir sua

difusdo no meio circundante.
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2.5.4 Eletrodeposicdo de PEG

O polietilenoglicol (PEG) é uma molécula polimérica funcional que permite a
funcionalizacdo de superficies metalicas com peptideos bioativos. Além disso, as moléculas de
PEG permitem melhorar as superficies metalicas em termos de resisténcia a adsorcdo de
proteinas ndo especificas (TANAKA et al., 2010). Para promover a imobilizacdo, € necessario
adicionar dois grupos funcionais, um ligado a camada de 6xido do metal e outro ligado ao
peptideo bioativo. Geralmente, para funcionalizar o substrato metélico com PEG, utiliza-se um
potenciostato/galvanostato, uma célula eletroquimica e o eletrélito. Nesse sentido, o PEG
contendo os grupos funcionais € utilizado como eletrdlito e durante o processo de
eletrodeposicdo o polimero migra para o catodo, ou seja, para 0 material metélico de estudo.
Além disso, a eletrodeposicdo de PEG € considerada um método de funcionalizacdo rapido
(BUXADERA-PALOMERQO et al., 2017) e foi utilizada por Oya et al. (2009) para imobilizar
peptideo RGD em titanio. Para estratégias semelhantes, o PEG deve conter grupos funcionais
—NH2 e —-COOH na tentativa de proporcionar ligagdes estaveis entre 0 PEG e a camada de Oxido
do material metalico e permitir a imobilizagdo da biomolécula, respectivamente.

Para aplicacbes em implantes dentarios, Park et al. (2011) avaliaram a eficacia das
propriedades de cicatrizacdo 6ssea in vivo de uma superficie de titanio biofuncionalizada com
0 peptideo RGD via eletrodeposicdo de PEG. Os terminais —NH2 e -COOH do PEG foram
usados, pois esses grupos migram eletricamente para o catodo (titdnio). Posteriormente, as
superficies de Ti contendo PEG foram imersas em solucdo de peptideo. Os resultados indicaram
gue a imobilizacdo do peptideo foi capaz de melhorar a cicatrizacdo 6ssea do material metalico

implantavel.

2.5.5 Polimerizacao a plasma

A polimerizagdo por plasma é um metodo potencial de funcionalizagéo de superficies
metalicas com peptideos bioativos, principalmente em aplica¢fes na area da saude (VREULS
et al., 2010). Essa estratégia permite revestir a superficie metalica com polimeros contendo
grupos funcionais especificos, proporcionando uma futura imobilizacdo covalente entre esses
grupos e a biomolécula de interesse. Especificamente, o uso de monémeros como o acido
acrilico (AA) permite um revestimento hidrofilico contendo grupos carboxilicos (COOH) que

podem ser obtidos por descarga luminescente de plasma para formar um filme polimérico fino
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na superficie (LOPEZ et al., 2005; SEO et al., 2010). Em geral, os métodos de polimerizacdo
por plasma para imobilizar peptideos podem ser realizados em trés etapas, sendo elas: (i)
polimerizacdo a plasma, (ii) ativacdo de grupos funcionais e (iii) imobilizacdo do peptideo
bioativo. Em relacdo a primeira etapa, o tratamento com plasma é utilizado para formar filmes
finos na superficie do substrato e, consequentemente, enriquecé-lo com os grupos funcionais
responsaveis por estabelecer as ligacdes covalentes entre o peptideo e 0 material. Na segunda
etapa, esses grupos funcionais sdo ativados por meio de uma solucdo de 1-Etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida e N-hidroxissuccinimida (EDC/NHS), por exemplo. Por fim,
na terceira etapa, as amostras sao imersas em solucdo peptidica para realizar as ligacdes
covalentes para completar o processo de imobilizacdo. Esta técnica gera superficies
modificadas com muitos grupos ativos, ao contrario das obtidas por sintese quimica
(silanizacdo) que gera um menor grau de ligac6es (Figura 8).

A deposicdo por plasma para a polimerizagdo de AA, como outros mondmeros, ocorre
a partir de descargas incandescentes (LOPEZ et al. 2005). Além disso, algumas metodologias
propGem estratégias experimentais adicionais para a ativacdo de grupos carboxila (ou outros
grupos funcionais) e posterior imobilizacdo do peptideo pelo terminal amida (-NHz). Nesse
sentido, uma vantagem interessante dos métodos de polimerizacao a plasma é a capacidade de
ajustar a composicao quimica da superficie a ser funcionalizada (LOPEZ et al., 2005). A técnica
PECVD proporciona a formagéo de filmes finos que apresentam alta reticulacdo em suas
cadeias poliméricas. Em suma, a técnica PECVD pode ser descrita de forma simplificada: em
um sistema mantido no vacuo, gases e outros precursores (mondmeros) na fase vapor séo
ionizados por radiofrequéncia, micro-ondas ou descarga de corrente continua, do inglés, direct
current (DC). Nesse processo, ions e elétrons formados na descarga luminescente colidem com
as moléculas do monémero, gerando radicais livres e fragmentos moleculares, que podem reagir
entre si, ainda na fase vapor (ou ap6s adsorvidos no substrato), gerando moléculas estaveis, ou
permanecendo como radicais livres no filme ja formado, resultando em filmes com alto grau de
reticulagdo e grupos funcionais resultando em estruturas adequadas para aplicagdes como
materiais biocompativeis (d’AGOSTINO, 1990). A Figura 9 mostra em detalhes um exemplo
de um aparato PECVD experimental usado para deposicdo de filmes finos em superficies
metalicas. Ademais, formacao do filme fino formado pode ser caracterizada morfologicamente
e estruturalmente pelas seguintes técnicas: AFM, MEV, EDX, XPS, FTIR), entre outros. Além
disso, essas técnicas também podem ser Uteis para identificar a presenca de peptideos na
superficie metalica, independentemente dos métodos de imobilizacdo (VREULS et al., 2010;
SEO et al., 2010).
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Figura 9 — Detalhes do método de polimerizacdo a plasma em superficies metalicas
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2.5.6 Dopamina

A dopamina é um composto que atua em diversas regides do cérebro humano e sua a¢éo
afeta diretamente o sentido das emocdes, essa substancia também pode ser encontrada e extraida
de mexilhdes (CAO et al., 2020a). Para uso em ambientes aquéaticos, os métodos de
funcionalizacdo de superficie com dopamina utilizando peptideos bioativos sdo versateis e
aplicaveis (CAO et al., 2020b). Além disso, a modificacdo de superficies com dopamina é um
método quimico interessante, pois esse composto possui varios grupos funcionais, como:
catecol e amida (LEE et al., 2007). Visto que, fornece uma adesdo estavel devido a formacao
de ligacbes covalentes, bem como interacbes ndo covalentes entre substratos e oS grupos
catecol. Portanto, dispensa o uso de reagdes quimicas tdo elaboradas como nos métodos de
silaniza¢do, SAMs e polimerizacdo a plasma.

O uso da dopamina é baseado na copolimerizacdo com hexametildiamina gerando uma
superficie contendo aminas primarias para se ligar com grupos carboxilicos de biomoléculas
(BEKMURZAYEVA et al.,, 2018). Para melhorar os métodos de funcionalizacdo da
polidopamina, pesquisas recentes apresentam estratégias para usar peptideos sintéticos

contendo DOPA (3,4-Dihidroxi-L-fenilalanina), um composto encontrado na proteina do pé de
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mexilhdo. Assim, a DOPA pode ser usada como uma molécula adesiva para imobilizar
efetivamente moléculas em superficies metalicas (CHEN et al., 2021).

Em consonancia com isso, Cao et al. (2020a) compararam a imobilizacdo do AMP
Magainin 2 na superficie de aco inoxidavel 304 com DOPA através de duas estratégias: i) pelo
revestimento da superficie metélica com dopamina seguido de imobilizacdo de peptideo e ii)
realizando a combinacdo molecular entre a dopamina e o peptideo e depois ligando o conjunto
DOPA-peptideo a superficie. Os estudos antibacterianos mostraram que as superficies
funcionalizadas sdo resistentes contra a bactéria V. natriegens em ambas as modificacdes, mas
a estratégia envolvendo o conjunto DOPA-peptideo se mostrou mais eficaz devido ao fato que
0s peptideos estdo distribuidos de forma mais uniforme ao longo da superficie. Cao et al. (2022)
também imobilizaram AMP (QAGSNKGASQKGMS) via funcionalizagcdo de dopamina para
combater a bioincrustacdo na superficie do aco inoxidavel 304. Esta imobilizacdo consistiu em
reagir os monémeros de dopamina com o peptideo e usar o EDC para melhorar a taxa de
peptideo imobilizado nas amostras. Apos este processo, 0 aco inoxidavel 304 foi inserido na
solucdo para sua funcionalizacdo. Além dos testes bioldgicos que revelaram que a superficie
funcionalizada possui acGes anti-incrustantes, os testes eletroquimicos mostraram que ela

também foi capaz de reduzir a taxa de corrosdo em comparac¢ao com o material ndo tratado.
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Capitulo 2
3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS
Realizar a imobilizacdo do peptideo antimicrobiano JI-2, analogo da Jelleine-1, em
superficies metélicas (Ti-6Al-4V) utilizadas em dispositivos dentérios (brackets e/ou

implantes) para a melhoria da capacidade de utilizacdo dos mesmos em aplicagdes biomédicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Funcionalizar as superficies com peptideo, por meio do revestimento com &cido acrilico
via PECVD;
° Caracterizar morfologicamente e estruturalmente as superficies funcionalizadas com

peptideo e ndo funcionalizadas;

° Verificar a estabilidade termodindmica das superficies metalicas funcionalizadas
atraves de curvas de OCP em solucdo de NaCl,

° Compreender o comportamento eletroquimico das superficies funcionalizadas em
solugéo de NaCl via EIS para diferentes tempos de imersao;

° Realizar ensaios bioldgicos para investigar as propriedades antimicrobianas do peptideo
e atividade antibiofilme das superficies.
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4 MATERIAIS E METODOS Capitulo 3

Essa secdo apresenta os materiais utilizados no presente trabalho, bem como as etapas
realizadas: preparacdo, funcionalizacdo, caracterizacdo das superficies, ensaios eletroquimicos

e ensaios biologicos.
4.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados foram: liga Ti-6Al-4V, 95,0% peptideo Chitprobe-2 (CAAWR-
NH.), 96,1% de peptideo JI-2 (PWRISIRLAAC-NH>) fornecido pela GenScript, 99.0% de
Acido Acrilico (CsH402) da TCI América, Inc., 99% de N-Hidroxissuccinimida (NHS) e 99%
de Cloridrato de (1-etil-3- [3 dimetilaminopropil] carbodiimida) (EDC) ambos fornecidos pela
Oakwood Chemical, Fluoreto de sodio (NaF), Cloreto de Sédio (NaCl), Tampéao fosfato-salino
(PBS) e Argonio 99,99% puro da White Martins.

4.2 PREPARACAO DAS SUPERFICIES

O primeiro passo desta pesquisa consistiu em preparar as amostras de Ti-6Al-4V nas
condicBes como recebidas. Os espécimes utilizados no presente trabalho apresentam dimensdes
de 1,5 x 1,5 cm e foram obtidos via eletroerosdao. Com o intuito de obter uma superficie com o
menor namero possivel de defeitos superficiais, as amostras foram lixadas e polidas
mecanicamente. O processo de lixamento foi realizado com o auxilio de lixas de carbeto de
silicio (SiC) na sequéncia de 800, 1200, 2500 e 4000 mesh. O acabamento superficial foi
finalizado com pastas de diamante (Buehler Metadi Diamond Suspension) na granulometria 3
um. No processo de limpeza, os substratos foram lavados com &gua destilada e detergente e
inseridos em ultrassom (Ultracleaner 1400 - Unique) por um periodo de 10 min. Apds o
enxague, o processo foi repetido com alcool isopropilico e por fim, novamente com agua
destilada pelo mesmo intervalo de tempo. As amostras foram condicionadas em lugares

apropriados para o desenvolvimento das préximas etapas do presente estudo.
4.3 FUNCIONALIZACAO DAS SUPERFICIES

Os processos de deposicdo a plasma podem ser utilizados para funcionalizar
biomateriais com grupos funcionais de interesse (KASTELLORIZIOS et al., 2012). Sardella et
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al. (2002) enfatizam que a técnica PECVD é uma potencial alternativa para aplicacbes
biomédicas devido a sua caracteristica de esterilidade intrinseca. Portanto, a técnica que foi
adotada nessa pesquisa consistiu na deposicao de filmes finos de acido acrilico polimerizado
na liga Ti-6Al-4V por meio de PECVD. Em suma, o intuito dessa etapa € depositar nas
superficies camadas contendo grupos funcionais de COOH, formando um filme fino para a
posterior imobilizag&o do peptideo.

Os substratos polidos e limpos foram inseridos no sistema PECVD de design
personalizado. O equipamento é composto por uma camara de vacuo de tubo de quartzo
acoplado a uma fonte microondas de 1000 W (Figura 10). Além disso, 0 PECVD também
possui valvulas agulha para controle do fluxo de gés, bomba de vécuo rotativa. A pressdo
residual foi de 8 x 10 Torr. Na configuracdo no PECVD para o revestimento dos discos com
grupos de COOH, alguns parametros foram variados para estabelecer a melhor condicéo de
deposicao na superficie da liga, tais parametros foram: a pressdo do mondémero, pressao do gas
argonio (Ar) e tempo de deposigéo. Desta forma, a melhor condi¢ao encontrada para a formagao
do filme foi: pressdo do monémero de 5 x 10 Torr e a pressdo do Ar de 3 x 10 Torr com
tempo de deposicao de 6 minutos. A Figura 10 mostra o aparato experimental utilizado para a

deposicéo do filme.

Figura 10 — Montagem experimental utilizada para a deposi¢cdo de AA em Ti-6Al-4V
. &

Fonte: das autoras, 2022
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Para o processo de imobilizacdo do JI-2 nas superficies metalicas imobilizacéo,
preparou-se uma solucdo de Cloridrato de (1-etil-3-[3 dimetilaminopropil] carbodiimida)
(EDC) e N-Hidroxissuccinimida (NHS), ambas na concentragio de 10 mmol L™ na proporcio
1:1 com tampéo fosfato-salino, do inglés, phosphate buffered saline (PBS) em pH 7.4 e agitou-
se a solucdo em um vortex. Em seguida, os substratos foram submersos na solugdo de
EDC/NHS e armazenados na temperatura de aproximadamente 4 °C por 24 h. Posteriormente,
as superficies funcionalizadas foram enxaguadas com agua MilliQ e o peptideo na concentragédo
de 80 pmol L™* ou 500 pmol L™ (para ensaios bioldgicos) foi inserido no sistema e armazenado
por 36 h na temperatura de aproximadamente 4°C e por fim, os substratos funcionalizados foram
enxaguados novamente com agua MilliQ. O propdsito dessa etapa foi de imobilizar os peptideos
covalentemente nas superficies revestidas de acido acrilico através da formacdo de ligacGes

amidicas.

4.4 CARACTERIZACAO DAS SUPERFICIES

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) € um tipo de
espectroscopia vibracional fundamentada na propagacdo da radiacdo eletromagnética na faixa
de frequéncia do infravermelho em uma amostra. Nesse processo de interacdo com a matéria,
parte da radiacdo € absorvida pela amostra e parte € transmitida. Assim, essa técnica permite a
obtencdo de informacgfes sobre parametros estruturais, tais como: os grupos funcionais
individuais e interacbes moleculares. Subsequentemente, as bandas especificas obtidas nessa
técnica caracterizam os modos vibracionais especificos dos materiais de estudo e permitem a
verificacdo da conjugacdo de moléculas organicas com distintos substratos (DENDISOVA et
al., 2018).

Nessa pesquisa, a analise das superficies funcionalizadas e ndo funcionalizadas foram
caracterizadas via FTIR. Desta forma, os espectros de FTIR foram obtidos utilizando um
espectrdmetro acoplado a um acessorio IRRAS na faixa de 4000 cm™ a 500 cm™, com a
resolucdo de 4 cm™. No equipamento, a melhor condic&o para obter os espectros desse sistema
foi: 30° de incidéncia e numero de scans 64. A Figura 11 mostra o equipamento utilizado para

a obtencdo dos espectros de FTIR para as amostras funcionalizadas e ndo funcionalizadas.
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Figura 11 — Espectrometro utilizado para as medidas de FTIR

Fonte: da autora, 2023

A técnica de AFM permite a obtencdo de imagens topograficas tridimensionais de alta
resolugdo espacial (KALIVA; VAMVAKAKI, 2020). A microscopia de forca atdbmica é
utilizada para anélises em escala nanométrica de uma determinada superficie, classificada como
uma microscopia de varredura de sonda. Em suma, as topografias sdo obtidas a partir do
escaneamento de uma ponta na superficie de interesse, em que a ponta é localizada na
extremidade de um cantilever. Assim, por meio de interacdes intermoleculares na interface
ponta/amostra ocorre o desvio do cantilever. Além disso, 0 microscépio de forca atbmica possui
um sistema de deteccao continuo de um laser de diodo focado na parte de tras do cantilever e
de um scanner piezoelétrico (KALIVA; VAMVAKAKI, 2020). Para investigar diversas
propriedades de materiais, 0 microscopio de forca atbmica pode operar nos seguintes modos de
varredura: modo estatico, modo dinamico e modo sem contato. O mecanismo de funcionamento
de um microscopio de forca atbmica esta representado na Figura 12 (b) abaixo.

Para esse tipo de analise, ndo é necessario realizar nenhum tratamento adicional nas
superficies das amostras (KALIVA; VAMVAKAKI, 2020). Ademais, um mecanismo de
contraste de imagem que pode ser utilizado na AFM ¢ a imagem de fase, que permite obter
informacdes qualitativas do sistema para complementar as observacdes da topografia (de
OLIVEIRA et al., 2012). Neste trabalho, por meio do AFM foi possivel realizar 0 mapeamento

topografico de todas as superficies funcionalizadas e ndo funcionalizadas com o peptideo JI-2,
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identificando as suas respectivas caracteristicas especificas. Essas analises foram realizadas na
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) com o auxilio de um microscépio de forca
atdbmica Shimadzu SPM 970 operando em modo dindmico e angulo de fase de -30°. As imagens
tratadas de AFM e obtencdo dos dados de rugosidade das superficies foram obtidas pelo
software Gwyddion. A Figura 12 (a) representa o referido microscopio utilizado para essas

analises.

Figura 12 — Microscopio de forca atdmica e seu principio de funcionamento (a) Microscépio
de forca atdbmica utilizado para as andlises topogréaficas das superficies (b) funcionamento do
equipamento baseado em Kaliva e Vamvakaki 2020 e de Oliveira et al. 2012

(a) (b)
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A rugosidade € um parametro estatistico importante para compreender aspectos
superficiais, tal como a influéncia da topografia na adesao bacteriana. Nesse sentido, a técnica
de AFM pode ser adotada para a caracterizacdo topografica. Os seguintes parametros
tridimensionais foram estudados a partir do perfil de rugosidade determinado por AFM:
rugosidade média (Sa), rugosidade quadratica média (RMS) e assimetria (Ssk). A Tabela 5
abaixo apresenta a definicdo e os calculos utilizados para a obtencédo desses parametros.

A morfologia das amostras foi investigada utilizando a técnica de MEV e a composicao
quimica via EDX. A microscopia eletrénica de varredura € uma técnica que permite a obtengéo
de micrografias de alta resolucdo e ampliacdo (KALIVA; VAMVAKAKI, 2020). A imagem
formada nessa técnica € tridimensional, gerada pela varredura da amostra por meio da
incidéncia de um feixe de elétrons emitido por um canhdo de elétrons (ALMEIDA,; PIRES;
COELHO, 2014). De acordo com (KALIVA; VAMVAKAKI, 2020), esse feixe incidente na
amostra é direcionado pelas lentes eletromagnéticas, e em seguida interagem com a superficie

provocando diversos sinais que permitem a obtencdo de informacdes para as analises
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morfolégicas. A amostra ao ser impactada pelo feixe de elétrons primarios, emite elétrons
secundarios que sdo captados por um detector. No qual, esses elétrons primarios ao incidir na
amostra provocam a emissdo de ondas eletromagnéticas na frequéncia de raios-X, que sdo
usados para a analises de EDX. Entretanto, os elétrons secundarios (SE) séo produzidos em
interacOes ineldsticas e sdo cruciais para a obtencdo das micrografias, visto que sdo responsaveis
pela producdo de micrografias de alta resolugéo (KALIVA; VAMVAKAKI, 2020). A Figura

13 representa 0 mecanismo de funcionamento de um microscépio eletronico de varredura.

Tabela 5 — Pardmetros tridimensionais de rugosidade
Par@metro Definicéo Calculo
Rugosidade Média (Sa)

E a média de diferenca

da altura média para o

v plano médio, ou seja, 1

o média aritmética da Sa=—+ |Z(x.y)ldxdy

ordenada Z (x, y) na area
4
Yol X

da amostra.

E equivalente ao desvio
padrdo da distribuicdo da
altura e representa a raiz 1
quadratica média da Sq :\]_ ﬂ Z2(xy)dxdy
coordenada Z(x,y) na A
&rea da amostra.

Assimetria (Ssk) Compreende o grau de
simetria das alturas de
Snpecice e esch lmiaia oo uma determinada
5 ;.
,ﬁ ?:‘l / Dictibuigio & desviads pera o ado superior superficie sobre um
ey plano médio. 3
L 2 ’ 71 o —
‘ AL Ssk > 0 indica a Ssk= Z°(xy)dxdy
o . Sekel P . .
- —§ S predominancia de picos
" Distribuipio & simatrica ..
Sl Ssk < 0 indica a
Q\'\_ Dig Inbm.;an edesuadnpaﬁwladu imferior prEdominénCia de vales
g by | LI LL
ql% LI ,.w,\..
gD

Fonte: adaptado de Sousa (2016) e Olympus®

3 OLYMPUS. Solucdes em microscopia medicdo da rugosidade de superficies - Pardmetros. Disponivel em:
https://www.olympus-ims.com/pt/metrology/surface-roughness-measurement-portal/parameters/#!cms[focus]=
022. Acesso em: 02 de marco de 2022.
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Figura 13 — Funcionamento do Microscopio Eletronico de Varredura
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Fonte: adaptado de Inkson, 2016

Nessa pesquisa, 0 equipamento utilizado foi do modelo MEV-FEG JEOL-JSM7001F
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia. Para essas analises, as
amostras foram submetidas a um processo de metaliza¢cdo com ouro, uma vez que as amostras
contendo peptideo ndo sdo condutoras. A voltagem utilizada no equipamento foi de 20 kV e as
imagens morfologicas de elétrons secundarios e retroespalhados foram obtidas com
magnificacdo de 1000x e 10000x.
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4.5 TESTES DE IMERSAO

Antes da realizacéo dos estudos eletroquimicos via técnica global (OCP e EIS), optou-
se no presente trabalho por investigar a resisténcia ao processo de corrosao das amostras com e
sem revestimento via testes de imersdo. Embora sejam bastante simples, os testes de imersdo
aparecem como uma ferramenta poderosa que nos ajuda compreender a evolucdo do processo
de corrosdao em um dado meio agressivo. Os testes foram realizados em diferentes tempos de
imersdo (1 h, 3 h, 10 h, 15 h e 24 h) em soluc&o de fluoreto de sodio (0,1 mol L™ NaF). Ap6s o
término de cada tempo de imersao, as amostras foram lavadas com o auxilio de 4gua destilada
por um periodo de 10 min em ultrassom. Subsequentemente, a morfologia dos materiais foi
acessada por meio de imagens de Microscopia Optica (MO) no Laboratério de Filmes Finos e
Processos de Plasma na Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM). Além disso, a
morfologia e composicao quimica das amostras ap0s o ensaio de imersao foi avaliada por MEV
e EDX. Para o tratamento de imagem foi utilizado o software ImageJ.

4.6 ENSAIOS ELETROQUIMICOS

No presente trabalho, ensaios eletroquimicos global (OCP e EIS) e localizado de
varredura de eletrodo vibratorio, do inglés, Scanning Vibrating Electrode (SVET) foram
realizados com o intuito de verificar a influéncia do revestimento nos processos de corrosao da
liga Ti-6Al-4V com e sem revestimento. Os ensaios de SVET foram realizados pelo grupo da
professora Dra. Idalina Vieira Aoki da Universidade de S&o Paulo (USP). Para tal, as medi¢cfes
de SVET foram realizadas no equipamento Applicable Electronics Inc. O software de controle
foi o ASETScience, e os mapas foram construidos no software QuikGrid versdo 5.4. O
microeletrodo vibratorio utilizado foi uma sonda vibratéria de platina/iridio com 10 pm de
didmetro de depoésito de platina na ponta da sonda, com dois eletrodos auxiliares semi-
referéncias de platina. As medidas de SVET foram realizadas utilizando uma frequéncia de
vibracdo de 124 Hz no eixo Y, com a distancia entre a superficie do substrato e o0 microeletrodo
de 100 pm. A area de andlise da amostra foi delimitada com cera de abelha. A solugdo
eletrolitica utilizada foi solugdo de NaF 0,01 mol L™ em pH 2, e os scans foram realizados a
cada hora, durante 15h.

Referente aos ensaios eletroquimicos globais, utilizou-se uma célula eletroquimica
contendo um compartimento de trés eletrodos, sendo eles: eletrodo de trabalho (do inglés,
Working Electrode - WE) composto pelos espécimes: Ti-6Al-4V e Ti-6Al-4V/PAA/JI-2 com
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uma area exposta de 1 cm?, um fio de platina como contra eletrodo (do inglés, Counter
Electrode - CE) e o eletrodo de calomelano saturado (Hg/Hg2Cl>,KClss) como eletrodo de
referéncia (do inglés, Reference Electrode - RE). Os detalhes da célula eletroquimica utilizada
sdo apresentados na Figura 14. Todos os testes eletroquimicos foram realizados usando uma
solugéo de 0.6 mol L de NaCl e um potenciostato/galvanostato (uStat-i-400s) em temperatura
ambiente. Embora o fluido corporal tenha a concentragdo de aproximadamente 0.1 mol L7,
optou-se por usar uma solucdo mais concentrada para garantir a eficiéncia dos tratamentos
utilizados. Todos os testes eletroquimicos foram replicados e mostraram boa reprodutibilidade.
O potencial de circuito aberto (Eocp) foi monitorado por um periodo de 3600 s. E de extrema
importancia mencionar que para este periodo o potencial ja estava estabilizado e os demais
testes eletroquimicos poderiam ser realizados. Os espectros de EIS foram obtidos para todos os
espécimes em um range de frequéncia de 100 kHz a 10 mHz, usando uma amplitude onda de
10 mVms. Os espectros EIS foram monitorados a cada hora durante um periodo de 12 h e, em
seguida, as medicGes foram feitas em 24 h e 168 h, respectivamente. Os espectros de EIS foram
simulados utilizando o software ZView?2. E importante mencionar que antes de cada medida de

EIS, o Eocp foi avaliado durante 600 s.

Figura 14 — Foto esquematica mostrando o arranjo experimental utilizado nos ensaios
eletroquimicos globais: computador para aquisi¢do dos dados, célula eletroquimica contendo
um compartimento de trés eletrodos e seus respectivos lugares e o potenciostato/galvanostato

Célula
eletroquimica

Computador

Potenciostato

Fonte: da autora, 2023
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4.7 ENSAIOS BIOLOGICOS
4.7.1 Bioensaio de atividade antimicrobiana do peptideo

A acdo antimicrobiana do peptideo JI-2 foi avaliada por meio do método padrdo de
microdiluicdo em caldo (Mdller-Hinton) para determinar o valor de MIC. Para tanto, baseou-
se nos protocolos adotados por Souza et al. (2005) e Martins et al. (2020). Assim, o
microrganismo utilizado nesta investigacdo foi a bacteria Gram-negativa E. coli (ATCC
25922). Inicialmente, as células de E. coli foram suspensas em solucéo salina (0,9% de NaCl)
para um valor de 0,5 na escala McFarland. Desta suspensdo, 50 uL foram incubados em cada
poc¢o de uma microplaca de 96 pogos, em que cada poco continha o peptideo JI-2 diluido na
faixa de concentragdo de 0.9 — 2000 pug mL* e 50 pL de caldo Miiller-Hinton. O kit | de
proliferacdo celular, do inglés, Cell Proliferation Kit I (MTT) e o protocolo foi feito de acordo
com ao fabricante, ap6s 24 h de cultura de E. coli e JI-2, o sobrenadante foi coletado e 10 puL
do reagente 1 (Reagente de marcacdo MTT) foi adicionado a uma concentragéo final de 0.5 g
L e incubado por 4 h em 37 + 0.5 °C em uma atmosfera de 5.0 + 0.2 % CO>. Logo depois, 100
uL de reagente 2 (tampao de solubiliza¢éo) foi adicionado e incubado por 24 h em 37.0 £ 0.5
°C em atmosferade 5.0 £ 0.2 % CO». Ap0s 24 h, a leitura foi realizada em um espectrofotémetro
nos seguintes comprimentos de onda: 550 e 600 nm. Assim, a auséncia do crescimento
bacteriano foi indicada pela auséncia de cor. O cloranfenicol foi utilizado como antibi6tico
padrdo sendo o controle positivo e pogos contendo apenas o meio de cultura foram utilizados
como controles negativos. O ensaio antimicrobiano foi realizado em triplicata e valores de MIC

foram determinados.

4.7.2 Atividade antibiofilme das superficies

O efeito inibitorio de Ti-6Al-4V e Ti-6Al-4V/PAA/JI-2 em biofilmes bacterianos de
E.coli foi realizado segundo Rocha et al. (2019) com algumas alteragfes. A concentracdo de
peptideo imobilizado covalentemente em Ti-6Al-4V foi de 500 pmol L. Assim, 1 mL de
culturas de cepas de E. coli foram incubadas durante a noite em caldo BHI e ajustadas ao padréo
0,5 na escala McFarland para o ensaio de formacao de antibiofilme bacteriano. Posteriormente,
100 pL de cultura foram transferidos para uma microtitulacdo de poliestireno de 24 pocos
contendo 100 pL de caldo BHI fresco (controle) e caldo BHI contendo os materiais metalicos
de estudo. Apos incubacdo por 24 h a 37 °C, o meio de cultura foi descartado e os pogos lavados

trés vezes com solucdo salina (0,85% NaCl) para remover as células ndo aderentes. Os biofilmes
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foram fixados com 200 pL de metanol frio (Synth) por 15 min. O metanol foi removido e os
biofilmes foram secos & temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 100 pL de
solucéo de cristal violeta (1%) e, ap6s 15 min, as placas foram lavadas 3 vezes com 200 L de
soro fisioldgico. Os biofilmes foram secos a temperatura ambiente e 200 pL de solucdo de acido
acético (33%) foram adicionados por 20 min para solubilizar o cristal violeta. A biomassa total
do biofilme foi medida pela absorbancia em 600 nm, e o percentual de inibi¢do da formacéo do
biofilme foi expresso pela formula: 1-(ODtratado/ODcontrole) X 100. Para a cepa de E. coli, o

experimento foi realizado em triplicata com trés experimentos independentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES Capitulo 4
5.1 ANALISE DA DEPOSICAO DO FILME FINO DE PAA NA SUPERFICE METALICA
VIA PECVD

O intuito dessa pesquisa foi de imobilizar o peptideo antimicrobiano (JI-2) na liga Ti-
6AIl-4V para conferir a ela propriedades antimicrobianas e aprimorar a sua biocompatibilidade
em aplicacfes odontoldgicas e ortodonticas. Para tanto, utilizou-se da estratégia de deposicédo
de filmes finos de acido acrilico via PECVD para imobilizar covalentemente o peptideo na
superficie. Em se tratando de funcionalizagdo com moléculas orgénicas, a deposicdo de filmes
finos com grupos funcionais especificos em superficies metélicas € amplamente utilizada para
diversas aplicacdes (SARDELLA et al., 2002; SIOW et al., 2006). Esse método consiste no uso
de plasma para fragmentar moléculas precursoras e deposita-las sobre os substratos em forma
de filmes finos poliméricos. Os grupos funcionais mais utilizados para este fim s&o: grupos
aldeidos, amina, carboxila e hidroxila (SIOW et al., 2006). Especificamente, 0s grupos
carboxilas se destacam devido as suas potencialidades de estimular a adesdo e proliferacdo
celular (BITAR etal., 2019). Entre esses grupos, o &cido acrilico (C3sH402) € um precursor para
a formac&o de acido poliacrilico (PAA). O &cido acrilico polimerizado é biocompativel e a
presenca de grupos carboxila permite a funcionalizacdo de materiais com diferentes
biomoléculas (de GIGLIO et al., 2007), tais como: peptideos (LOPEZ et al., 2005; SEO et al.
2010), proteinas (ULBRICHT e RIEDEL, 1998) e lipossomas carregados com heparina
(KASTELLORIZIOS et al., 2012). Além disso, o revestimento de PAA possui excelentes
propriedades anticorrosivas (de Giglio et al., 2007), atuando como uma barreira protetora em
superficies metélicas.

Conforme descrito anteriormente, para a obtencdo dos filmes finos de PAA foi
necessario variar alguns parametros no PECVD para encontrar a melhor condicdo de deposicao,
tais parametros foram: tempo de deposi¢do, pressao do gas precursor, temperatura e pressao do
mondmero. A Figura 15 mostra os substratos de Ti-6Al-4V antes e ap6s a deposi¢do em plasma
de &cido acrilico (Ti-6Al-4V/PAA) na melhor condicdo estabelecida. E possivel notar que as
amostras funcionalizadas apresentam mudanca na coloragdo, cujo aspecto € homogéneo ao

longo de toda a superficie.
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Figura 15 — Caracteristicas superficiais da liga Ti-6Al-4V antes e depois da deposicao de filme
fino de AA via PECVD (a) antes do tratamento (b) apds a deposicdo de AA

a) b)

Fonte: da autora, 2023

A técnica de FTIR foi utilizada em vérias etapas da funcionalizacdo da superficie
metalica. Especificamente, o objetivo da utilizacdo dessa técnica foi de analisar os grupos
funcionais presentes na superficie apos a deposi¢do de PAA, bem como as possiveis alteragdes
decorrentes da imobilizacdo do peptideo. Conforme mostrado na Figura 16, existem duas
bandas intensas em aproximadamente 1700 cm™e 2920 cm™ na amostra de Ti-6Al-4V/PAA. A
primeira esta associada ao grupo funcional C=0, indicando a presenca dos grupos carboxila na
superficie da liga (SEO et al., 2010). A segunda esta associada a presenca de grupos C-H e é
caracteristica do monémero de AA (TOPALA et al., 2009). Além disso, é possivel notar outras
bandas nas regides proximas a 1450 cm™ e 1370 cm, cujos respectivos grupos funcionais sdo
exibidos na Tabela 6. O aparecimento das bandas adicionais as caracteristicas dos grupos
carboxila esta relacionado ao método de deposicao, visto que 0s processos de polimerizacao a
plasma podem induzir a formacdo de estruturas quimicas com frequéncias de vibragdes
suplementares como consequéncia dos fendmenos de fragmentagdo e rearranjo molecular na
fase gasosa (KHELIFA et al., 2016). Assim, as analises dos grupos funcionais mencionados na
literatura corroboram para confirmacdo da formacéo do filme fino polimérico de PAA na liga
Ti-6Al-4V.
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Figura 16 — Espectro de FTIR de Ti-6Al-4V e Ti-6Al-4V/PAA via PECVD
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Fonte: da autora, 2023

Tabela 6 — Grupos funcionais associados a deposicdo de PAA em Ti-6Al-4V

Material Ntmero de onda referente as bandas observadas %g?gzggzg?n”tzl
29259 + 1.0 cm? ch
17029 +1.3cm* C=0
Ti-6Al-4V/IPAA 1454.7 + 1.9 e c.c
13741+ 1.4 cm? CHs

Fonte: da autora, 2023

5.2 ANALISE ESTRUTURAL DA IMOBILIZAGCAO DO PEPTIDEO JI-2 NA SUPERFICE
METALICA

Para a imobilizagdo do peptideo na superficie de Ti-6Al-4V/PAA, foram realizados
testes a fim de determinar a concentracdo de peptideo necessaria para efetivar a reacdo. Nesta
etapa, utilizou-se um peptideo de teste denominado Chitprobe-2 (CAAWR-NH>). Este peptideo
apresenta os terminais similares ao JI-2, de modo que as reagBes necessarias para a sua
imobilizacdo em Ti-6Al-4V/PAA s&o as mesmas. Como a sua cadeia de aminoacidos é mais
curta que o JI-2, 0 seu uso representa uma alternativa mais econémica para os testes iniciais.
As concentracgdes utilizadas foram de 20, 40 e 80 pmol L e a Figura 17 mostra o efeito da
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concentracdo do peptideo no espectro de FTIR das amostras. Através da figura, é possivel
perceber que as bandas de absor¢do em 1700 cm™ e 2920 cm™ observadas para Ti-6Al-4V/PAA
ndo estdo presentes nas amostras com peptideo imobilizado, Ti-6Al-4V/PAA/Chitprobe-2. De
fato, isso ocorre devido a ligacdo entre 0s grupos pertencentes ao peptideo e 0s grupos
funcionais detectados no espectro do Ti-6Al-4V/PAA. De modo especifico, o desaparecimento
da banda em 1700 cm™ reflete as ligagGes entre 0s grupos amina dos terminais do peptideo com
0s C=0 presentes na superficie. Esse mesmo comportamento foi reportado por Seo et al. (2010)
ao imobilizar o peptideo RGD em titanio puro via polimerizacdo em plasma de AA.
Adicionalmente, a variagdo da concentracdo do peptideo ndo é um fator determinante para o
processo de imobilizagéo, considerando a faixa utilizada (20 a 80 umol L™2).

Tendo em vista esses aspectos, a maior concentragdo peptidica (80 pumol L™?) foi
escolhida para a realizacdo dos experimentos utilizando a JI-2. Os espectros de FTIR do
substrato e das diferentes condicGes séo representados pela Figura 18, em que se confirmou a
efetivacdo da ligagdo covalente entre Ti-6AI-4V/PAA e biomolécula. Visto que, houve o
desaparecimento da banda em 1700 cm™ evidenciando a ligagdo entre os grupos carboxila da
superficie metalica com os grupos amina do peptideo. Além disso, é possivel identificar o
aparecimento da banda em torno de 2350 cm™ que esta associada com vibragdo de CO, (NI e
HAO, 2012; SULAIMAN, 2019)

Figura 17 — Efeito da concentracdo de peptideo Chitprobe-2 na imobilizacéo
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Fonte: da autora, 2023
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Figura 18 — Mudancas espectrais da superficie ap6s a imobilizacdo com o JI-2
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Fonte: da autora, 2023

53 ANALISE DA TOPOGRAFIA, MORFOLOGIA E DE RUGOSIDADE DAS
SUPERFICES FUNCIONALIZADAS E NAO FUNCIONALIZADAS

As topografias das superficies das amostras Ti-6Al-4V, Ti-6Al-4V/PAA e Ti-6Al-
4VIPAA/JI-2 foram avaliadas qualitativamente por meio de AFM. A topografia da superficie
de Ti-6Al-4V é representada na Figura 19. Desta forma, é possivel notar que a superficie possui
algumas irregularidades e ranhuras que podem ter sido provocadas pelo processo de lixamento
e polimento mecéanico. A Figura 19 (b) apresenta essas imagens de contraste de fase para a liga
Ti-6Al-4V, essas imagens permitem analisar regides de distintas propriedades. Nessa
perspectiva, um fator que interfere no angulo de fase da superficie Ti-6Al-4V é a presenca de
particulas de segunda fase com diferentes densidades (de ALMEIDA BINO et al., 2021). De
acordo com Wang et al. (2018), o parametro de rugosidade ¢ um dos indicadores das
caracteristicas superficiais dos materiais. Levando em consideracao esse aspecto, a técnica de
AFM tambem permitiu verificar os efeitos e variagdes da rugosidade das superficies nas
distintas etapas de funcionaliza¢do. A Figura 19 (a) e (c) apresenta os parametros de rugosidade

guadratica média (RMS) e rugosidade média (Sa) obtidos para essas topografias representativas
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de Ti-6Al-4V. Especificamente, nota-se o valor de RMS: 4.125 nm para as topografias em
dimensdes de 5 um x 5 um, Figura 19 (c). Esse resultado esta de acordo com o valor encontrado

por Euridice (2019) para esse material nessa mesma condicdo de analise (RMS: 4.15 nm).

Figura 19 — Imagens de AFM para as superficies de Ti-6Al-4V (a) nas dimensdes 20 pm x 20
um (b) contraste de fase (c) topografia nas dimensdes 5 um x 5 um e (d) imagem 3D da
superficie
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Fonte: da autora, 2023

A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi utilizada nesta pesquisa
para analisar a morfologia das superficies estudadas nesse trabalho. De modo geral, a Figura
20 apresenta as imagens de elétrons secundarios (SE) e elétrons retroespalhados (BSE) para a
superficie de Ti-6Al-4V em aproximacgdes de 1000x e 10000x. Na Figura 20 (b) é possivel
identificar alguns defeitos que podem ser provenientes do processo de preparacdo dos
substratos. Além disso, observa-se nas imagens regides em tons de cinza claro e escuro. Essas

regiodes estao relacionadas com as fases a e B dessa liga metalica, em que as regides mais escuras
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possuem maior concentracdo de aluminio e as claras de vanadio (NASCIMENTO et al., 2021;
de ALMEIDA BINO et al., 2021; EURIDICE, 2019).

Figura 20 — Imagens de MEV para a superficie de Ti-6Al-4V (a) imagem de SE com magnitude
de 1000x (b) imagem de BSE s com magnitude de 1000x (c) imagem de SE com magnitude de
10000x (d) imagem de BSE com magnitude de 10000x

Fonte: da autora, 2023

A Figura 21 apresenta a microestrutura de Ti-6Al-4V e uma analise semi-quantitativa
desse substrato via EDX. Nessa andlise, 0s picos representam os elementos constituintes na
amostra e a intensidade desses picos esta relacionada com a concentracdo de cada elemento.
Desta forma, € possivel identificar pelos espectros a presenca de Titanio (Ti), Aluminio (Al) e

Vanadio (V) em termos de % em peso.
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Figura 21 — Anélise da composicdo quimica de Ti-6Al-4V
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Fonte: da autora, 2023

A Figura 22 apresenta as imagens topograficas das superficies ap6s a deposicdo do
filme polimérico de acido acrilico. Por meio dessas imagens, é possivel observar que a
superficie de Ti-6Al-4V/PAA exibe um aspecto mais homogéneo em comparagdo com as
topografias do substrato. Além disso, é possivel notar que a deposicdo de PAA na superficie
recobre algumas irregularidades advindas da superficie de Ti-6Al-4V sem nenhuma
modificacdo. Assim, com a anélise topografica das superficies modificadas e ndo modificadas,
verificou-se que o revestimento das superficies com &cido poliacrilico estad presente nas
amostras de Ti-6Al-4V/PAA. As Figuras 22 (a) e (c) mostram os valores de rugosidade das
superficies modificadas. Nesse sentido, observa-se um aumento significativo da rugosidade da
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superficie ap6s a deposic¢ao do filme fino de RMS = 4.125 nm para RMS = 14.770 nm nas
imagens representativas, Figura 19 (c) e Figura 22 (c). Essa mesma mudanga na caracteristica
superficial apds a deposicédo a plasma de AA foi observada no trabalho de Seo et al. (2010) para

titanio puro.

Figura 22 — Imagens de AFM para as superficies de Ti-6Al-4V/PAA (a) nas dimensdes 20 um
x 20 um (b) contraste de fase (c) topografia nas dimensdes 5 pm x 5 um (d) imagem 3D da
superficie
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Fonte: da autora, 2023

A morfologia obtida por MEV da superficie de Ti-6Al-4V/PAA esta representada na
Figura 23. Em relacdo ao substrato, a superficie com o filme fino polimérico apresentou
caracteristicas topogréaficas diferentes. Além disso, observa-se algumas irregularidades
provocadas pelo processo de preparacdo do substrato e alguns defeitos no filme. Os espectros
de EDX em trés regides diferentes sdo apresentados na Figura 24, sendo eles: espectro 1,
espectro 2 e espectro 3. Essa investigacao, teve como objetivo analisar os elementos quimicos
presentes na amostra e as respectivas quantidades em cada regido. De modo geral, verificou-se
a abundancia de carbono (C) e oxigénio (O) presente na superficie em todas as regifes, isto
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advém das propriedades do filme fino de acido acrilico. Assim, o aparecimento desses
elementos confirma novamente o sucesso da deposicao do &cido acrilico na superficie metélica.
Na Figura 24 (b) observou-se o aparecimento de silicio (Si) na regido do espectro 3, isso
ocorreu devido as lixas de carbeto de silicio (SiC) utilizadas no processo de polimento das
amostras. Nessa mesma regido, observa-se a presenca de ouro (Au) em consequéncia do

revestimento metalico que foi realizado para as analises de MEV.

Figura 23 — Imagens de MEV para a superficie de Ti-6Al-4V/PAA (a) imagem de elétrons
secundarios com magnitude de 1000x (b) imagem de elétrons retroespalhados com magnitude
de 1000x (c) imagem de elétrons secundarios com magnitude de 10000x (d) imagem de elétrons

Fonte: da autora, 2023
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Figura 24 — Andlise da composicdo quimica de Ti-6Al-4V/PAA (a) imagem morfoldgica da
superficie Ti-6Al-4V (b) composicdo quimica via espectros de EDX

b)

Fonte: da autora, 2023

A Figura 25 apresenta as imagens de AFM obtidas para a superficie apds a imobilizacéo

do peptideo. E notavel as diferencas topogréaficas de Ti-6Al-4V/PAA/JI-2 em relacdo a Ti-6Al-
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4V e Ti-6Al-4V/PAA. A deposicéo do filme fino de &cido acrilico proporcionou caracteristicas
homogénea a superficie quando comparada com o material base. Contudo, com o peptideo
imobilizado observa-se a presenca de varios aglomerados em diversas regides da superficie
metalica. Além disso, os aspectos desses aglomerados podem ser observados também a partir
das imagens de contraste de fase, Figura 25 (c). Os valores de RMS e Sa para essas imagens
séo evidenciados na Figura 25 (a) e (c). Na imagem 3D desse material observa-se a presenca
de alguns picos. Essas estruturas sdo semelhantes as relatadas por Hernandez-Montelongo et al.
(2018) ao imobilizar dois peptideos (Tet-124 e Tet124-Br) em um filme de polietilenoimina
(PEI). Esses autores observaram alguns picos distribuidos por toda a amostra que podem ser
atribuidos ao acumulo local de peptideo.

Figura 25 — Imagens de AFM para as superficies de Ti-6Al-4V/PAA/JI-2 (a) nas dimensdes 20
pum x 20 um (b) contraste de fase (c) topografia nas dimensdes 5 um x 5 pm (d) imagem 3D da
superficie
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Fonte: elaborada pela autora, 2023

A Tabela 7 mostra os parametros de rugosidade obtidos para as superficies Ti-6Al-4V,
Ti-6AlI-4V/PAA e Ti-6Al,4V/IPAA/JI-2. Em suma, a rugosidade dos biomateriais implantaveis

¢ um fator importante para a adesdo celular, em que superficies rugosas melhoram a
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osseointegracdo (SEO et al., 2010; HACKING et al., 2012). Entretanto, as caracteristicas
topogréficas devido o incremento da rugosidade superficial pode ser um empecilho para
aplicacdes em implantes e brackets, uma vez que propicia 0 aumento da colonizacdo bacteriana
(TEUGHELS et al., 2006; GODOY-GALLARDO et al., 2014; WANG et al., 2018). Contudo,
alguns estudos mostram que o limiar de rugosidade para ndo influenciar a ades&o bacteriana é
de 200 nm (BOLLEN et al., 1996; 1997). Nessa pesquisa, os valores de rugosidade para as
superficies modificadas foram menores do que este valor (Tabela 7), mostrando que
possivelmente esse parametro tenha pouco impacto para a formacéo de biofilmes bacterianos.
O parametro de assimetria também é exibido na Tabela 7 e quantifica a assimetria da
distribuicdo de altura em uma determinada superficie. Estes resultados mostram que as
superficies Ti-6Al-4V e Ti-6Al-4V/PAA possuem valores negativos de assimetria (Ssk ou Rsk)
enquanto a Ti-6Al-4V/PAA/JI-2 apresenta valores positivos. De acordo com Peltonen et al.
(2004), o Ssk é zero em uma distribuicdo Gaussiana, ou seja, uma distribuicdo simétrica em
torno do seu ponto médio. Em distribuicdes de carater assimétrico, de valores negativos de Ssk,
a superficie é considerada porosa onde perfis de vales sdo predominantes. Contudo, 0 oposto
ocorre com Vvalores positivos de Ssk, no qual os perfis de pico sdo dominantes (GODOY -
GALLARDO et al., 2014; PELTONEN et al., 2004). Nesse sentido, é possivel concluir que a
superficie do substrato e com o revestimento de &cido acrilico possuem carater poroso, Visto
que Ssk < 0. Godoy-Gallardo et al. (2014) verificaram que os valores de assimetria aumentaram
nas superficies modificadas, ap6s funcionalizacdo de uma superficie de titdnio com o peptideo
hLf1-11. Esses autores afirmam que o resultado obtido é um indicativo de que uma camada
peptidica preenche alguns poros da superficie. Esse mesmo efeito é verificado para a amostra
Ti-6Al-4VIPAA/JI-2 (Ssk > 0 para superficie com peptideo), indicando a presenga de JI-2 na

superficie em consonancia com os dados de FTIR.

Tabela 7 — Parametros de rugosidade das superficies funcionalizadas e ndo funcionalizadas

Material RMS Sa Ssk
Ti-6Al-4V 5.3+0.5nm 3.5+0.4nm -1.0+£0.2
Ti-6Al-4V/PAA 10.8 £ 0.9 nm 7.5+2.0nm -1.3+£0.7
Ti-6Al-4V/IPAA/II-2 8.7+0.4nm 6.1+0.3nm 0.8+0.2

Fonte: da autora, 2023
Nota: Os valores foram calculados para topografias de 5 pm X 5 pm.

A Figura 26 apresenta a morfologia da superficie Ti-6Al-4V/PAA/JI-2, na qual é

possivel perceber diferencas nas caracteristicas superficiais da amostra em relacdo as demais.
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Desta forma, observa-se o aparecimento de alguns aglomerados na superficie, que sdo similares
aos observados por AFM em outras amostras compostas com peptideo. A Figura 26 (c) e (d)
mostra com detalhes as caracteristicas dos aglomerados em magnificacbes de 10000x.
Especificadamente, a Figura 27 (d) mostra a composi¢do quimica do aglomerado apresentado.
Desta forma, nota-se a predominéncia de Ti e C aos arredores da estrutura e uma abundancia
de oxigénio ao longo dessa estrutura. Esse efeito ndo é observado nas imagens para as outras
superficies contendo o filme fino, evidenciando que o peptideo possui a tendéncia de aglomerar

nessa superficie metalica.

Figura 26 — Imagens de MEV para a superficie de Ti-6Al-4V/PAA/JI-2 (a) imagem de elétrons
secundarios com magnitude de 1000x (b) imagem de elétrons retroespalhados com magnitude
de 1000x (c) imagem de elétrons secundarios com magnitude de 10000x (d) imagem de elétrons
retroespalhados com magnitude de 1000x

Fonte: da autora, 2023

A Figura 27 mostra uma comparagéo entre os aglomerados de peptideo observados por
AFM e MEV em diferentes amostras. Vale ressaltar, que os aglomerados da Figura 27 (a) e (¢)
ndo possuem a mesma magnitude, porém possuem caracteristicas topograficas similares.

Assim, através dos resultados obtidos pelas analises topograficas e morfologicas associadas aos
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pardmetros de rugosidade e de assimetria das superficies modificadas e ndo modificadas,
verificou-se que o revestimento das superficies com acido poliacrilico est4d presente nas
amostras de Ti-6Al-4V/PAA e Ti-6Al-4V/IPAA/JI-2. Além disso, os peptideos tendem a se
agregar aleatoriamente em diferentes regides das amostras. Este efeito pode ser desencadeado
por interacOes peptideo-peptideo e pela irregularidade da deposicdo de PAA na superficie,
dando origem a regides com maior acimulo de grupos carboxila. Principalmente quando se
considera o carater hidrofilico polianiénico do &cido acrilico polimerizado, que pode favorecer
a interacdo com o peptideo catiénico (STANKEVICH et al., 2017; BITAR etal., 2018; TRINO
etal., 2018).

Figura 27— Analise topografica e de composicao quimica do aglomerado de peptideos presentes
na liga metélica (a) imagem AFM (5 um x 5 um); (b) imagem 3D da superficie; (c) imagem
MEV obtida por elétrons secundérios e (d) Anéalise EDX do aglomerado
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5.4 TESTES DE IMERSAO EM MEIO AGRESSIVO

Tendo em vista que a liberacdo de ions metalicos pode provocar efeitos adversos no
organismo (PRANDO et al.,, 2017), destaca-se que a biocompatibilidade de dispositivos
biomédicos esté relacionada com a resisténcia a corroséo desses materiais. Os materiais a base
de titdnio possuem excelentes propriedades anticorrosivas, que ocorre devido a formagéo
espontanea de uma camada fina de didxido de titanio (TiO2) na superficie do material
(SIVAKUMAR et al., 2011; MAESTRO et al., 2021). Essa camada tem carater protetor e
concede ao material excelentes propriedades bioldgicas (LYON, 2012; PANAYOTOV et al.,
2015). Apesar disso, esses materiais sdo suscetiveis a corrosdo uniforme e localizada em meios
agressivos como o ambiente fisioldgico (TRINO et al., 2018). Em outras palavras, muitas vezes
a pelicula de TiO2 formada espontaneamente na superficie da liga Ti-6Al-4V é rompida,
permitindo com que os ions agressivos atinjam o substrato e inicie um processo de corrosdo
localizada.

Com o objetivo de explorar as propriedades de corrosdo das superficies utilizadas neste
estudo, realizou-se ensaios de imersdo em meio corrosivo 0.1 mol L de fluoreto de sodio (NaF)
em distintos tempos de imersdo (1h, 3h, 10h, 15h e 24h). As superficies das amostras foram
caracterizadas por MO, MEV e EDX. Destaca-se que a escolha dessa solucédo é atribuida ao
efeito dos ions fluoreto, que afetam a estabilidade da camada de 6xido passiva de materiais a
base de titanio por meio da dissolucdo do Ti (SIVAKUMAR et al., 2011; PRANDO et al.,
2017). Assim, foi possivel analisar a estabilidade nesse meio em comparacdo ao material base
das superficies revestidas com PAA e com o peptideo nos diferentes tempos de imersao.

As imagens de Microscopia Optica (MO) das superficies ndo funcionalizadas em
diferentes tempos de imersdo estdo representadas na Figura 28. Uma visdo geral da liga Ti-
6Al-4V antes dos testes de imersdo é exibida nas Figuras 28 (a) e (b). A Figura 28 (c) mostra
que a partir de 3 h em meio agressivo, a superficie apresentou algumas areas degradadas. Essas
alteracOes indicam que a liga Ti-6Al-4V comecgou a sofrer processos corrosivos localizados
nesse intervalo de tempo. De acordo com Gentil (2022), os processos corrosivos podem ser
definidos como reagdes quimicas de carater heterogéneo que possuem diferentes formas e sdo
classificadas considerando a sua aparéncia, formas de ataque ou seus mecanismos. A forma de
corrosdo sofrida pelo material nos diferentes tempos de imerséo € a corroséo localizada, pois
ocorre em regides isoladas na superficie. Além disso, em 24 h de imersdo surgiram alguns
orificios e corrosdo localizada por toda a superficie metalica, conforme € visto na Figura 28 (e)

e (f). A decorréncia desses orificios € devido a formacdo de pites. Em particular, o pite € uma
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forma de corrosdo presente em materiais metélicos e sua producdo ocorre em pequenas areas
localizadas formando cavidades de profundidade maior do que seu didmetro (GENTIL 2022).
E de extrema importancia mencionar que, a partir do momento que é formado o primeiro pite a
sua propagacdo é catastréfica. Além disso, considerando o comportamento mecanico do
biomaterial, os pites atuam como concentradores de tensdo e afetam diretamente a vida em

fadiga do componente.

Figura 28 — Microscopia de Ti-6Al-4V em diferentes tempos de imerséo (a) antes da imersao
em aumento de 10x; (b) antes da imersdo aumento de 50x; (c) 3 h de imersdo com aumento de
10x; (d) 3 h de imersdo com aumento de 50x; (e) 24 h de imersdo com aumento de 10x e (f) 24
h de imersdo com aumento de 50x
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Fonte: da autora, 2023
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Esses aspectos de corrosdo localizada da superficie ndo funcionalizada foram analisados
por MEV e EDX. A Figura 29 mostra a composicao quimica da superficie apds 3 h de imerséao
em solucdo agressiva. A analise morfologica também revela a presenca de pites, o que esta de

acordo com a MO em tempos de imersdo equivalentes.

Figura 29 — Imagens de MEV e mapas de EDX das amostras ndo funcionalizadas expostas a
0.1 mol L-1 de NaF durante 3 h (a) aspectos morfologicos do substrato; (b) regido com presenca
de Ti; (c) regido com presenca de Al; (d) regido com presencga de V
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O comportamento da superficie metalica revestida com filme fino de PAA em diferentes
tempos de imersdo pode ser observada na Figura 30. Assim, é possivel verificar que existem
diferengas significativas nos efeitos do processo corrosivo em comparacdo ao material ndo
modificado (Ti-6Al-4V). O material revestido com filme fino (Ti-6Al-4V/PAA) também exibe
efeitos decorrentes da acao corrosiva em 3 h de imersdo em solucdo agressiva. Contudo, esse
processo € suavizado em comparacdo com a Ti-6Al-4V nas mesmas condic¢des. Possivelmente,
isso é decorrente de que a deposi¢do do filme fino ndo é completamente homogénea em toda a
superficie provocando alguns defeitos no revestimento, conforme foi verificado pelas imagens
de AFM e MEV apresentadas anteriormente. Nesse sentido, os ions fluoreto interagem
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diretamente com a liga metalica provocando a corrosdo localizada. Apds 24 h de imerséo,
observou-se o inicio de degradacao do filme fino que pode estar relacionado com a delaminacao
do mesmo, isto é, o descolamento do filme do substrato devido a inser¢do no meio agressivo,
Figura 30 (d).

Figura 30 — Microscopia de Ti-6Al-4V/PAA em diferentes tempos de imersdo (a) antes da
imersdo em aumento de 10x; (b) antes da imersdo aumento de 50x; (c) 3 h de imersdo com
aumento de 10x; (d) 3 h de imersdo com aumento de 50x; (e) 24 h de imersdo com aumento de
10x e (f) 24 h de imersdo com aumento de 50X
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Fonte: da autora, 2023

A delaminacdo do PAA também foi analisada por MEV e EDX. A Figura 31 mostra a
composi¢do quimica de uma regido da amostra, que também foi submetida a 24 h de imerséo
em solucdo de 0.1 mol L' de NaF A predominancia dos elementos presentes em Ti-6Al-
4V/PAA ¢é observada na superficie, conforme mostrado na Figura 31 (c-f). Os mapas EDX
demonstraram a auséncia de carbono (C) na area delaminada. Por outro lado, ha um acimulo
desse elemento no entorno da referida regido. Por fim, a auséncia de C reflete que nesta regido
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ndo ha vestigios de AA polimerizado e, portanto, corrobora a existéncia do processo de
delaminagdo. Uma representacdo esquematica que explica o processo de corrosdo localizada,
bem como o processo de delaminacdo para o Ti-6Al-4V e Ti-6Al-4V/PAA é mostrada na

Figura 32.

Figura 31- Imagens de MEV e mapas de EDX das amostras revestidas com &cido acrilico
expostas a solugdo de 0,1 mol L—1 de NaF por 24 h (a-b) aspectos morfolégicos do material
funcionalizado; (c) regido com presenca de Ti; (d) regido com presenca de Al; (e) regido com
presenca de V, e (f) regido com presenca de C
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Figura 32 — Desenho esquematico do mecanismo de corrosdo proposto para liga Ti-6Al-4V
revestida e ndo revestida
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Apesar das boas propriedades da liga Ti-6Al-4V, a liberagdo de ions vanadio e aluminio
no corpo humano pode estar associada ao surgimento de doencas como Alzheimer e Parkinson
(KAWAHARA, KATO-NEGISHI, 2011; NASCIMENTO et al., 2021). Assim, os filmes finos
de acido acrilico polimerizados a plasma agem como barreira protetora a corrosdo de implantes
(TOPALA etal., 2009; BITAR et al., 2018). A barreira protetora de filmes finos de PAA contra
a corrosao do implante pode ser encontrada na literatura para diferentes substratos (de GIGLIO
et al., 2007; BITAR et al., 2018). de Giglio et al. (2007) realizaram a deposicdo de PAA em
folhas de Ti-6Al-4V por meio de polimerizacdo eletroquimica, visando aprimorar as
propriedades dessa liga. Para investigar as propriedades corrosivas, foram realizados testes de
imersdo em uma solugdo de 0.17 M de cloreto de so6dio (NaCl) e 0.0027 M de &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). O protocolo de imersdo adotado pelos autores consistiu
em verificar a liberacdo de ions metalicos no referido meio agressivo por espectrometria de
massa com plasma acoplado indutivamente. Os resultados obtidos pelos autores indicaram que
os filmes finos de &cido poliacrilico atuam como uma barreira protetora contra a corrosdo neste
material, indicando que o revestimento reduz a liberacdo de ions metalicos no meio (de Giglio
et al., 2007). Alguns trabalhos demonstraram a eficiéncia do PAA contra a corroséo,
considerando outros materiais e meios agressivos. Umoren et al. (2010) investigaram utilizando
métodos eletroquimicos, as caracteristicas corrosivas de aluminio puro revestido de PAA em
acido sulfarico H2SO4. Nessas condicdes, esses autores verificaram que o acido acrilico inibe a
corrosdo deste material metalico no meio agressivo estudado. Nesse sentido, além do PAA ser
um elemento crucial para promover a imobilizacdo do peptideo na liga Ti-6Al-4V, o
revestimento possui efeito protetor nas superficies do Ti-6Al-4V.

Em relacdo as superficies nas quais o peptideo é imobilizado, as imagens de OM para
testes de imersdo sdo mostradas na Figura 33. Com isso, é possivel perceber que hd um
processo de corrosdo muito semelhante as amostras de Ti-6Al-4V/PAA. Portanto, regies de
delaminacdo no filme sdo observadas ao longo desta superficie ap6s 3 h de imerséo, Figura 33
(d). Conforme enfatizado anteriormente, a delaminacdo nessas amostras ocorre devido a
presenca de irregularidades na superficie do metal apds a deposicdo do PAA. No entanto, a
presenca de pitting é observada apenas no material nu nas primeiras horas de imerséo,
mostrando mais uma vez que o revestimento de PAA atua como uma barreira protetora para a
liga Ti-6AIl-4V.
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Figura 33 — Microscopia de Ti-6Al-4V/PAA/JI-2 em diferentes tempos de imersdo (a) antes da
imersdo ampliacdo de 10x; (b) antes da imersdo aumento de 50x; (¢) 3 h de imersdo com
aumento de 10x; (d) 3 h de imersdao com aumento de 50x; (e) 24 h de imersdo com aumento de
10x e (f) 24 h de imersdo com aumento de 50X
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Fonte: da autora, 2023
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5.5 ENSAIOS ELETROQUIMICOS LOCALIZADOS

Conforme mencionado anteriormente, foi realizado em colabora¢do com grupo da
professora Dra. Idalina Vieira Aoki da Universidade de S&o Paulo (USP) um teste de corroséo
localizada por meio da técnica SVET em 0.01 mol L de solugdo de NaF a temperatura
ambiente em distintos tempos de imersdo. Os mapas de SVET da liga Ti-6Al-4V, Ti-6Al-
4V/IPAA, Ti-6Al-4V/IPAA/JI-2 no inicio da exposicdo e apos 15 h em solucdo de NaF 0.01 mol
L', bem como a imagem de MO das respectivas superficies sdo exibidas na Figura 34 e na
Figura 35. Como pode ser visto, o material base (vide Figura 34 (a)) apresentou atividade
eletroquimica nas primeiras horas de imersdo. A medida que o tempo de imersdo aumenta, 0s
sitios ativos se movem ao longo da superficie exposta, conforme representado pela Figura 34
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(e) para as 15 h de imersdo. As imagens de MO dos tempos de imersdo mencionados podem
ser vistas na Figura 34 (b, f), respectivamente. Os substratos de Ti-6Al-4V/PAA demonstraram
melhor desempenho ao processo de corrosdo localizada quando comparados ao material base
(Figura 34 (c)) em meio agressivo contendo ions F-. Este resultado foi observado ao longo do
teste conforme mostrado na Figura 34 (g). Em outras palavras, o acido acrilico atua como uma
barreira protetora contra o processo de corroséo localizada. Esses resultados estdo de acordo
com as andlises morfologicas, mostrando que a regido mais suscetivel a corrosao localizada séo
as irregularidades no filme do processo de deposicdo via PECVD. Esta informacdo €
confirmada com imagens MO (Figura 34 (d, h)). Além disso, os resultados de SVET estdo de
acordo com os obtidos no teste de imerséo, conforme discutido acima.

Em relacdo ao Ti-6Al-4V/PAA/JI-2, houve uma sucessdo de eventos ocorrendo e a
mudanca entre o comportamento catddico e anddico em pontos especificos conforme
apresentado na Figura 35 (a, ¢). Esses achados provavelmente sdo devidos a presenca de varios
aglomerados observados em regides distintas das superficies contendo o peptideo imobilizado
como pode ser observado na Figura 35 (b, d). Considerando o caréater catidnico dos peptideos,
é possivel elucidar que o processo de corrosdo é intensificado devido a atracdo eletrostatica
entre os ions F- e os aglomerados ricos em peptideos Figura 35 (e). Em consonancia com isso,
Trino e colaboradores conseguiram correlacionar boas propriedades de corrosdo de superficies
de Ti onde os peptideos osteogénicos sao imobilizados homogeneamente (TRINO et al., 2018).
O mecanismo de corrosdo proposto e apresentado na Figura 32 é suportado pelos resultados
dos testes de SVET.
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Figura 34 — Distribuicdo de densidade de corrente para Ti-6Al-4V e Ti-6Al-4V/PAA (a-b) Ti-
6Al-4V em 3 h de imersao e sua correspondente MO; (c-d) Ti-6Al-4V/PAA em 3 h de imerséo
e sua MO; (e-f) Ti-6Al-4V em 15 h de imerséo e sua MO; (g-h) Ti-6Al-4V/PAA em 15 h de
imersdo e sua MO

Ti-6Al-4V Ti-6AlI-4V/IPAA

(a) ik (b) pa/cm? (d)

“"’!c: it

.

(=}
g
]
—
)
E
)
©
n
©
—
o
=
“

15 horas de imersao

Fonte: da autora, 2023

Figura 35 — Distribuicdo de densidade de corrente para Ti-6Al-4V/PAA/JI-2 (a-b) em 3 h de

imersdo e sua respectiva MO; (c-d) em 15 h de imersdo e sua MO; (e) representacdo

esquematica da interacdo eletrostatica entre os aglomerado e ions de fltior
Ti-6Al-4V/PAA/JI-2

3 h de imersédo

15 h de imersdo

Fonte: da autora, 2023

5.6 ENSAIOS ELETROQUIMICOS GLOBAIS
5.6.1 Potencial de Circuito Aberto (OCP)

O comportamento corrosivo dos espécimes Ti-6Al-4V e Ti-6Al-4V/PAA/JI-2 também
foi investigado via as técnicas de OCP e EIS, respectivamente. Em vista disso, a técnica de

OCP permite compreender a estabilidade termodinamica de um dado material quando
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submetido a um meio agressivo (WU et al., 2018). Basicamente, 0 OCP € uma técnica ndo
destrutiva obtida pela diferenca de potencial entre a superficie metélica de estudo (eletrodo de
trabalho) e o eletrodo de referéncia (MISCHLER; MUNOZ, 2017). As curvas representativas
da evolugéo do potencial de circuito aberto (Eocp) com 0 tempo de imerséo para as amostras
Ti-6Al-4V e Ti-6Al-4V/IPAA/JI-2 sdo apresentadas na Figura 36. Considerando o material
base, 0 Eocp estabiliza-se em aproximadamente -0.24 V. Mahlobo et al. (2022) avaliaram a
resisténcia a corrosao da liga Ti-6Al-4V fabricada via técnica de laminacdo de p6 em varias
solugdes simuladas do corpo humano (0.6 mol L™ de NaCl, soluc&o salina balanceada de Hank,
bem como a solucdo de Ringer). Os resultados obtidos por Mahlobo e colaboradores estdo de
acordo com os resultados encontrados no presente trabalho (-0.26 V vs. Ag/AgCl) comparado
com (-0.24 V vs. Hg/Hg2Cl> KClss). As superficies contendo o peptideo JI-2 foram mais
estaveis desde o inicio da imersao atingindo aproximadamente 0.03 V apds 700 s. Esse mesmo
comportamento foi encontrado por Trino et al. (2018), em que foi comparado os testes de OCP
de titanio puro e titanio revestidos com peptideos da DMP1. A partir disso, € possivel concluir
que o processo de inser¢do do peptideo no sistema desloca o potencial para valores menos
negativos. Estes achados indicam, em um primeiro momento, que o material funcionalizado

apresenta uma melhor estabilidade termodinamica quando comparado ao material base.

Figura 36 — Medidas de OCP em 0.6 mol L-1 de NaCl para as amostras de Ti-6Al-4V e Ti-6Al-

4VIPAA/II-2
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5.6.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS)

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) é uma técnica ndo destrutiva
importante para a caracterizacao de sistemas eletroquimicos (CIUCCI et al., 2019; FERREIRA
et al., 2023). Nesta perspectiva, a técnica de EIS foi utilizada no presente trabalho para
compreender a influéncia do filme passivo de TiO2 e dos revestimentos de PAA/JI-2 nos
processos de corrosdo global da liga Ti-6Al-4V em meio contendo ions cloreto. E importante
mencionar, que a consisténcia dos dados de EIS e a conformidade com os critérios de valida¢éo
para essas medidas foram avaliados utilizado a transformada de Kramers-Kronig (KK). A
Figura 37 mostra os espectros de EIS obtidos para a liga Ti-6Al-4V em diferentes tempos de
imersdo. Esses resultados sdo apresentados pelos diagramas de Bode (Figura 37 (a,b)) e
Nyquist (Figura 37 (c)). Assim, é possivel perceber que ndo houve mudangas espectrais
significativas, independentemente do tempo de imersdo. Em regides de frequéncia
intermediaria do espectro, é possivel verificar que o angulo de fase permaneceu préximo a -90°,
A literatura indica que esse comportamento é relacionado a boa resposta capacitiva da liga
metélica (TAMILSELVI et al., 2006; ASSIS; COSTA, 2007; VASILESCU et al., 2009;
MAESTRO et al., 2021). Assis e Costa (2007) avaliaram as propriedades eletroquimicas de
diferentes ligas de titanio (Ti-13Nb-13Zr, Ti-6Al-7Nb e Ti-6Al-4V) apods longos periodos de
imersdo em solucdo de Hank. Em 410 dias de imersdo, ndo foram observadas mudancas nos
espectros EIS para qualquer uma das ligas estudadas, mostrando a alta resisténcia a corrosao
desses materiais na solugdo de Hank. As observactes desses autores corroboram com os
resultados aqui encontrados, nos quais ndo houve alteracdes nos espectros do EIS ap6s longos
periodos de imersdo. Alias, esses achados sdo bem conhecidos para a liga Ti-6Al4V, pois 0s
produtos da corrosdo acabam selando areas eletroativas e aumentando os valores do modulo de
impedéancia da liga mencionada.

Para descrever o comportamento corrosivo da liga Ti-6Al-4V, o circuito elétrico
equivalente (CEE) presente na Figura 37 (d) foi utilizado. O CEE adotado para as amostras
Ti6Al-4V também é utilizado por outros trabalhos da literatura que buscam entender as
propriedades eletroquimicas deste material em diferentes eletrolitos (HSU et al., 2004,
ZAVERI, et al., 2008). Desta forma, os componentes desse circuito sdo: resisténcia da solugdo
(Re), a resisténcia de polarizacdo da camada de barreira (Ro) bem como um elemento de fase

constante responsavel pela capacitancia da camada barreira (CPEw).
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Figura 37 — Medidas de EIS em 0.6 mol L-1 de solugéo de NaCl para Ti-6Al-4V (a, b) Espectro
de Bode, (c) diagrama de Nyquist e (d) circuito elétrico equivalente utilizado para simulagéo
dos dados de EIS
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O comportamento desse material ndo é totalmente capacitivo, por isso foi necessario
usar um elemento de fase constante (CPE) no circuito equivalente (MAESTRO et al., 2021).
Assim, a impedancia do CPE pode ser definida pela Equagéo 1 abaixo:
1 (1)
Yogew)"

Zcpg=

Yo € aadmitanciae -1 <n<l1, os valores de n sdo diretamente relacionados a distribuicao
de corrente ndo uniforme na superficie do material, que pode ser atribuido a presenca de
defeitos, bem como rugosidade. A Tabela 8 mostra os resultados obtidos para o ajuste feito
para a liga Ti-6Al-4V néo funcionalizada. Nesse sentido, todos os ajustes realizados mostraram
uma boa correlagio com valores de y? na ordem de 10* (MAESTRO et al. 2021). E possivel
ver na Figura 38, que os valores de Rq permanecem praticamente constante e conforme
relatado por Moreto et al. (2014), esse efeito pode estar diretamente relacionado com a distancia

entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia que é mantido constante durante os testes
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eletroquimicos. Com o aumento do tempo de imersao, ha uma reducdo nos valores de CPEy, e,
consequentemente, um aumento de Ry (Figura 38 (b,c)). A principio, com 0 aumento do tempo
de imerséo, o filme fino de TiO2 acaba selando as areas eletroativas e melhorando a resisténcia
a corrosdo da liga Ti-6Al-4V. Por um outro lado, considerando que o mais importante do que
os valores de CPEp sdo as informagOes mecanicista, pode-se inferir que os valores de CPEp
podem ser vistos como capacitancias. Assim, a diminuigé@o dos valores de capacitancia com o
tempo de imersdo esta relacionada com a selagem de areas eletroativas e 0 aumento da espessura

do TiO2 na superficie do material.

Tabela 8 — Valores dos pardmetros EIS obtidos pelo CEE para a liga Ti-6Al-4V

CPEwn

Tempo de imerséo Re (2 cm?) (UF cm2S™) n Robi (2 cm?)
3h 40.49 38.30 0.88 1.01x106
6h 39.48 36.30 0.89 1.10 x10°
9h 38.27 35.10 0.89 1.13 x106
12h 38.35 33.90 0.89 1.17 x10°
24 h 39.70 31.20 0.89 1.46 x106
168 h 38.28 27.80 0.90 3.30 x10°

Fonte: da autora, 2023

A Figura 39 mostra a morfologia da liga Ti-6Al-4V antes e ap6s dos testes de EIS
expostos durante 168 h em solugdo de 0.6 mol L™ de NaCl. As imagens de MEV para esse
substrato, ndo demonstraram nenhum ataque visivel de corrosdo. Esses achados corroboram
com os resultados de EIS apresentados na Figura 38, mostrando a boa resisténcia para 0s
processos de corrosao em todos os tempos de imersao da liga Ti-6Al-4V. As andlises de EDX
das superficies de Ti-6Al-4V (vide Figura 40 (a,b)) sugerem que ndo ocorreram mudangas na

composi¢do quimica das amostras apds os testes de EIS.



Figura 38 — Valores dos parametros de EIS para a liga Ti-6Al-4V (a) Rq, (b) CPEyi, (C) Roiem
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Figura 39 — Caracteristicas morfoldgicas das superficies ndo revestidas antes e apds ensaios de
EIS (a-b) antes dos ensaios EIS, e (c-d) apos os ensaios EIS

Fonte: da autora, 2023

Nota: As imagens foram obtidas por elétron secundario (SE) em amplia¢6es de 1000 e 5000x

Figura 40 — Analise da composi¢do quimica da superficie ndo revestida (a) antes dos testes EIS,
e (b) apos os testes EIS

Fonte: da autora, 2023
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Os resultados de EIS para Ti-6Al-4V/PAA/JI-2 s&o mostrados na Figura 41 (a-c). Uma

visdo geral do espectro de EIS indica duas constantes de tempo: uma relacionada a camada

interna em baixas frequéncias, e a segunda referente a camada externa em altas frequéncias.

Como mostrado, os modulos EIS diminuem com o tempo de imerséo, indicando uma remocao

do Ti-6Al-4V/IPAA/JI-2 nas superficies da liga metalica. Os substratos funcionalizados

apresentaram angulo de fase proximo a —60°, para a faixa de frequéncias mais baixas (1072 —

107! Hz) durante todo o tempo de imers&o.
O CEE utilizado para o ajuste de Ti-6Al-4V/PAA/JI-2 é apresentado na Figura 42. O
CEE ¢é composto pela resisténcia da solucdo (Rq), a resisténcia da camada de barreira (Rui),

resisténcia adicional da solu¢do dentro dos poros (R’p), um elemento de fase constante

contabilizando a capacitancia da camada de barreira (CPEp), bem como um elemento de fase

constante da camada porosa (CPEp).

Figura 41 — Medidas de EIS em 0.6 mol L de solugdo de NaCl para Ti-6Al-4V/PAA/I-2 (a,
b) Espectro de Bode, (c) diagrama de Nyquist
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Figura 42 — Representacdo esquematica da corrosdo (a) CEE proposto por Jittner (1990), e (b)
CEE utilizado para ajuste dos dados experimentais propostos por Kendig e Mansfeld (1982)
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Fonte: da autora, 2023

A Tabela 9 apresenta os parametros obtidos pelo ajuste dos espectros de EIS para os
espécimes de Ti-6Al-4V/PAA/JI-2. Os valores de np estdo entre 0.73-0.85, enquanto os valores
de np estdo entre 0.75-0.80. Os valores da resisténcia da solugdo sdo proximos (Ro=41.48 +
0.92 Q cm?) e como discutido anteriormente isso é o esperado. Como pode ser visto na Tabela
9, aresisténcia da camada de barreira (Rni) apresenta valores mais elevados quando comparado
com resisténcia adicional da solugdo dentro dos poros (R’p), sugerindo um melhor desempenho
a corrosao (vide Figura 43). A Figura 44 mostra o ajuste realizado em 3 h de imersdo para 0s
espécimes revestidos e ndo revestidos, mostrando a qualidade do ajuste, bem como a boa
escolha do CEE. A Figura 45 mostra a comparacao dos valores de médulo de impedancia em
funcdo do tempo de imers&o dos materiais de estudo. E possivel notar que em até 5 h de imerséo,
0 revestimento com peptideo apresenta um maior valor de modulo de impedancia do que em
relagio ao material base. No entanto, esses valores diminuem chegando a 3.26 x 10°Q cm?em
168 h de imersdo. Esta observacdo pode estar relacionada com a remocao do revestimento
PAA/JI-2 das superficies do material metalico. Por outro lado, o material de base apresentou
um comportamento inverso e, provavelmente, esse achado se deve a formacdo do filme fino de
TiO2 na superficie metélica, atingindo um valor em torno de 6.77 x 10° Q cm? em 168 h de

imersao.



Tabela 9 — Valores dos pardmetros EIS obtidos pelo CCE para Ti-6Al-4V/PAA/II-2

Tempo de Ro CPEn CPEp R’p Roi

imersdo  (Qem?)  (wFem2sty) ™ (uEemzsry 0 M (©Q em?) (@ em?)
3h 41.32 48.30 0.85 8.79 0.80 67.44 6.35x10°
6h 40.77 59.00 0.84 10.50 0.78 94.55 6.95x10°
9h 40.43 59.60 0.84 11.70 0.78 104.90 7.07x10°

12 h 40.63 80.40 0.81 11.00 0.78 169.50 8.09x10°
24 h 43.34 81.20 0.80 11.33 0.79 300.30 8.49x10°
168 h 42.38 147.00 0.73 11.34 077  1033.00 9.60x10°

Fonte: da autora, 2023

Figura 43 — Valores dos parametros de EIS de Ti-6Al-4V/PAA/JI-2 (a) Ra (b) CPEm (¢) CPE

(d) R’p (e) Ru em funcéo do tempo de imersdo
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Figura 44 — Ajustes obtidos em 3 h de imersdo em 0.6 mol L-1 de NaCl (a) angulo de fase (b)
|Z| em funcdo da frequéncia
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Figura 45 — VariacGes nos valores do modulo de impedéancia obtidos em 0.01 Hz para material
funcionalizado e ndo funcionalizado em funcdo do tempo de imersao
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A resisténcia a corrosdo global da liga Ti-6Al-4V-1Zr em comparacdo com a liga Ti-

6Al-4V em solucdo de Ringer-Brown e saliva artificial de Carter-Brugirard em diferentes

valores de pH foi estudado por Poppa et al. (2010). Os resultados apresentados pelos autores

confirmam os obtidos no presente trabalho, demonstrando o pardmetro Ry apresenta uma

melhor resisténcia ao processo de corrosdo em meio contendo ions cloreto quando comparado

com o0 R'. Os resultados obtidos por Toptan et al. (2019) estdo em consonancia com 0s

resultados aqui obtidos. Os autores citados estudaram o comportamento corrosivo da liga Ti-
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6Al-4V produzida por SLM em comparagdo com suas contrapartes prensadas a quente e
comerciais usando a técnica EIS. Os autores demonstraram que o Ry foi notavelmente maior
quando comparado ao Ry, para todos os substratos, sugerindo mais uma vez a melhor resisténcia
ao processo de corrosao.

Os valores de CPEp aumentam com o tempo de imerséo, sugerindo uma diminui¢do no
desempenho de corrosdo da camada porosa. De fato, esta hipdtese pode ser suportada pelas
imagens MEV obtidas apds os testes EIS e apresentadas nas Figuras 46 (a-c). O mecanismo
de corroséo proposto para as amostras funcionalizadas € descrito na Figura 46 (c). Quando as
amostras de Ti-6Al-4V/PAA/JI-2 sdo expostas a0 meio agressivo (etapa ) os ions agressivos
permeiam através das imperfei¢Ges do revestimento (etapa I1).

Com o aumento no tempo de imerséo, o revestimento depositado na superficie da liga
Ti-6Al-4V comeca a ser removido (etapa I11) formando essas irregularidades em forma de anel
na superficie do material funcionalizado. Neste momento, o revestimento ja apresenta mais
irregularidades na superficie quando comparado com o tempo do inicio do teste. Nesta fase,
existe uma superficie composta de regies cobertas e descobertas (etapa V) corroborando a
imagem mostrada na Figura 46 (b). Portanto, até 168 h de imersao, a resisténcia a corroséo da
liga funcionalizada Ti-6Al-4V pode ser atribuida a um processo sinérgico devido a regido
revestida com PAA/JI-2 e a formacdo de filmes de TiO2 nas regides descobertas.

Em relagéo ao parametro CPEp, pode-se observar um aumento em seus valores com os
tempos de imersdo, que podem estar relacionados devido a i) um ataque geral ao filme de éxido
ii) diminuicdo da camada protetora com o tempo de imersao ou devido a iii) hidratacdo do filme
de 6xido durante a imersédo. De fato, essas observacdes ficam esclarecidas quando os valores

do CPE s&o transformados em capacitancia como sera discutido nos proximos paragrafos.
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Figura 46 — Caracteristicas morfoldgicas de superficies revestidas (a) antes dos ensaios de EIS,
(b) apds os ensaios de EIS, (¢) mecanismo de corrosdo proposto para amostras funcionalizadas
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Fonte: da autora, 2023
Nota: As imagens foram obtidas por elétron secundario (SE) na ampliacdo de 2000x

Os elementos CPE foram considerados como capacitancias para um melhor
entendimento dos mecanismos de corrosdo envolvidos no primeiro momento. Além disso,
como foi representado por Freitas et al. (2022) e considerando que os CEEs utilizados no
tratamento dos dados de EIS ndo sdo tdo complexos, os valores de CPEp foram convertidos
para a capacitancia do filme de éxido ativo (Cox) utilizando a relagdo matematica, derivada da
equacdo de Brug (Equacéo 2) (BRUG et al., 1984). Assim, combinando os valores obtidos pela
Equacéo 2 e substituindo-os na Equacéo 3, é possivel determinar a espessura da camada de

Oxido nativo (Equacao 4).
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A Figura 47 (a) apresenta os valores das capacitancias obtidos pela equacdo de Brug’s
nesse presente trabalho, bem como o comportamento da camada barreira em funcéo do tempo
de imerséo para Ti-6Al-4V/PAA/JI-2. Como mostrado, os valores de capacitancia aumentam
com o tempo de imerséo, em consequéncia ocorre uma diminuicdo da espessura da camada de
oxido nativo. Como relatado pela literatura (OHTSUKA et al., 1998; OKASAKI et al., 2005;
ALVES et al., 2017), a constante dielétrica do TiO> formado na superficie de titanio e suas ligas
apresentam valores entre 48 e 100, respectivamente. Nesse sentido, considerando a
permissividade do vacuo como o = 8.854 x 1024 F cm™ e a constante dielétrica (¢) igual a 48,
a evolucdo da espessura da camada de oxido nativo em funcéo do tempo de imersdo pode ser
representada na Figura 47 (b). Como pode ser visto, a espessura da camada de éxido no inicio
dos testes é de aproximadamente 2.2 nm e diminui com o aumento do tempo de imerséo (~ 0.52
nm para 168 h de imers&o). Por um outro lado, esse valor varia com o aumento da constante
dielétrica. Assim, considerando valores intermediarios entre 48 e 100, a camada de 6xido obtida
estd de acordo com a literatura (SIVAKUMAR et al., 2011).
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Figura 47 — Comportamento do Cbl e da espessura da camada de 6xido nativo em funcdo do
temo de imersédo para os corpos de prova Ti-6Al-4V/PAA/JI-2 (a) Cn em funcdo do tempo de
imersdo e (b) evolugdo da espessura da camada de dxido nativo em fungdo do tempo de imersdo
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Fonte: da autora, 2023

5.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO PEPTIDEO JI-2

A sequéncia de aminoéacidos JI-2 foi desenvolvida na busca de obter um peptideo
antimicrobiano que pode ser imobilizado em superficies metalicas e poliméricas. Para isso, um
espacador composto por dois residuos de alanina e um de cisteina foi incluido no peptideo
JIF2WR (MARTINS et al., 2020). Portanto, essa estratégia teve como objetivo aproveitar a
potente acdo antimicrobiana decorrente das substituicdes realizadas em Jelleine-1 para obter o
JIF2WR (MARTINS et al., 2020). Assim, a inclusdo do espagador no N-terminal permite que
aimobilizacdo ndo envolva a sequéncia de aminoacidos responsavel pela atividade do peptideo.
Além disso, a presenca do espacador contendo o residuo de cisteina permite que a imobilizacédo
ocorra através da formacao de pontes dissulfeto entre este residuo e uma superficie devidamente
funcionalizada, aumentando as possibilidades de imobilizacdo do mesmo (CASTELLANOS et
al., 2017; PETRIN et al., 2019).

A concentracao inibitéria minima (MIC) € um estudo in vitro que permite obter a menor
concentragdo que um composto antimicrobiano é capaz de inibir o crescimento de um
microrganismo especifico (KOWALSKA-KROCHMAL, DUDEK-WICHER, 2021). Nesta
pesquisa, esta abordagem foi adotada para tracar o perfil antimicrobiano do peptideo JI-2 contra
a bactéria Gram-negativa E. coli. Algumas cepas desta bactéria estdo relacionadas ao
aparecimento de diversas infec¢es em dispositivos implantaveis, além de favorecer a formacao
de biofilmes (SHARMA et al., 2016). A Tabela 10 exibe os resultados obtidos resultado para
JI-2 e o controle cloranfenicol. JI-2 exibiu um MIC de 445.4 pmol L, mostrando que esse novo

peptideo possui acdo antimicrobiana significativa contra células de E. coli.
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Tabela 10 — Valores de MIC em ensaios realizados em triplicatas
MIC (umol LY/ pg mL?)

Agente antimicrobiano E. Coli (ATCC 25922)
JI-2 445.4 1 572.2
Cloranfenicol 2.6/0.8

Fonte: da autora, 2023

5.8 ATIVIDADE ANTIBIOFILME DAS SUPERFICES NAO FUNCIONALIZADAS E
FUNCIONALIZADAS

A capacidade do material funcionalizado de prevenir a formacéo de biofilmes de E. coli
foi testada para avaliar se a imobilizacdo do peptideo antimicrobiano JI-2 é uma estratégia
promissora para prevenir infeccbes associadas ao biofilme em implantes. As superficies de Ti-
6AI-4V/PAA/JI-2 foram preparadas a 500 pmol L de JI-2 para garantir que o material
apresentasse uma concentracéo de peptideo proxima a MIC obtida para E. coli (Tabela 10). Os
resultados demonstram que a imobilizacdo do JI-2 reduziu significativamente a formacéo de
biofilme, apresentando uma eficiéncia de inibicdo da biomassa do biofilme do microrganismo
de aproximadamente 60%. Além disso, os valores de densidade éptica (DO) foram obtidos
(Figura 48), demonstrando que o material funcionalizado tem uma densidade Optica menor do
gue o material de controle. Este efeito indica a capacidade antibiofilme superior do revestimento
(CAO etal., 2018). Portanto, estes resultados demonstram que a imobiliza¢do do peptideo JI-2
na liga Ti-6Al-4V via plasma polimerizagdo AA foi eficaz na obten¢do de um novo material

com potenciais aplica¢fes biomédicas.

Figura 48 — Atividade antibiofilme dos materiais ndo funcionalizados e funcionalizados
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Fonte: da autora, 2023



94

6 CONCLUSOES Capitulo 5

Os resultados de FTIR indicam que foi possivel realizar a deposi¢cdo do filme fino de
PAA e a imobilizacdo do peptideo JI-2 nas superficies de Ti-6Al-4V. As técnicas de AFM e
MEV foram utilizadas para caracterizar as superficies morfologicamente e os resultados
mostraram diferencas topogréaficas em todos os estagios de funcionalizagéo. Além disso, foram
observadas mudancas nos parametros de rugosidade e de assimetria das superficies
funcionalizadas e ndo funcionalizadas, que colaboraram na confirmacdo da imobilizacdo do
peptideo. A presenca do peptideo resultou, ainda, na formacdo de aglomerados que foram
analisados via EDX e revelaram um elevado percentual de carbono e oxigénio em relacéo as
superficies revestidas apenas com acido acrilico. Em outra perspectiva, ensaios de imersdo em
meio agressivo foram realizados, indicando que a deposicdo a plasma de acido acrilico age
como uma barreira protetora da corrosao da liga Ti-6Al-4V independentemente da presenca do
JI-2. Os resultados de OCP mostraram que a superficie funcionalizada com o peptideo deslocou
0 potencial de corrosdo para valores positivos, indicando melhor estabilidade termodinamica
em relacdo ao material base. Os ensaios de EIS mostraram que a caracteristica irregular da
superficie afeta as propriedades eletroquimicas do material apds longos periodos de imerséo.
Nesse sentido, os resultados de EIS mostraram que nas primeiras horas de imersdo a superficie
contendo PAA/JI-2 alcangou maiores valores de médulo de impedancia. Contudo, com o
aumento do tempo de imersdo em meio agressivo, esses valores foram reduzidos devido a
remocao de PAA/JI-2 da superficie. Os ensaios bioldgicos foram realizados para determinar o
MIC do JI-2 para a bactéria Gram-negativa E. Coli. Além disso, os testes de atividade
antibiofilme contra E. coli demonstraram que a superficie funcionalizada promoveu a inibicéo
de 60% de formacdo de biofilme em relacdo ao material ndo funcionalizado. Assim, esses
achados mostram que a deposicdo do filme e a imobilizacdo do peptideo foram realizadas com
sucesso, viabilizando o aprimoramento das propriedades antimicrobiana para aplicages nas
areas de odontologia e ortodontia.
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Abstract

The literature is rich in research that seeks strategies capable of improving the antimicrobial activity, antibiofilm and tissue
interaction of metallic materials for biomedical purposes. Bioactive peptides appear as good candidates in the development
of new biomaterials, since they are short molecules that have a wide range of biological activities. However, their use can be
difficult given the susceptibility to degradation associated with the environment in which they interact. As a consequence,
choosing the appropriate immobilization methodology is crucial to ensure the effectiveness of a biomaterial. Here we consider
works published in indexed journals from the 1990s to the present to present a mini methodological review on the strategies
to carry out modifications of metallic surfaces with bioactive peptides, their advantages and disadvantages. It was possible to
verify the recurrent use of metallic materials such as titanium, cobalt, chromium and stainless steels for a multitude of appli-
cations in the biomedical area. With regard to bioactive peptides, the interest in those capable of increasing osseointegration
and in those that can confer antimicrobial action and/or anti-biofilm formation is notable. Despite this, advances regarding
the mechanism of action of immobilized peptides and their impact on the corrosion properties of materials are still needed.

Keywords Metallic surfaces - Bioactive peptides - Surface functionalization - Biofunctional material

Introduction

Metallic surface functionalization appears as an interesting
strategy for the development of new materials, promoting an
improvement in the corrosive, mechanical and biofunctional
properties of the bare material. This can be done in order to
protect the base material as well as enrich it with properties
relevant to its applications. The process of functionalization
is quite versatile, as it can be done with the most diverse
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types of materials (natural and synthetic polymers, organic
and inorganic compounds and nanoparticles, among oth-
ers) and methods (physical, chemical, mechanical, physi-
cal-chemical and biochemical (Panayotov et al. 2015).

An intense effort has been made by the scientific com-
munity to functionalize different metals in the area of medi-
cal devices, in order to make them more biocompatible and
with a long useful life in the physiological environment (Su
et al. 2018). Numerous proposals have emerged based on
techniques for the functionalization of metallic surfaces with
biomolecules, whose applicability extends from medical to
dental devices (Chen et al. 2013; Holmberg et al. 2013;
Ananth et al. 2015; Rodriguez et al. 2017; Trino et al. 2018).
Among these biomolecules are the bioactive peptides which
are short proteins composed by up to 20 amino acids linked
together by peptide bonds. They can present a wide range
of biological activities, such: antihypertensive, antimicro-
bial, antithrombotic, antioxidant, anticancer, osteoprotective,
and others (Bhandari et al. 2020). Their immobilization on
surfaces constitutes an interesting strategy to promote their
effective use for therapeutic purposes once it enables transfer

@ Springer
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ABSTRACT

This study aimed to characterize the immobilization of the novel JIChis-2 peptide on the Ti-6Al-
4V alloy, widely used in the biomedical sector. The antimicrobial activity of JIChis-2 was eval-
uated in the Gram-negative bacterium E. coli. Its immobilization occurred by inducing the forma-
tion of covalent bonds between the N-terminus of the peptides and the surface previously
submitted to acrylic acid polymerization via the PECVD technique. Coated and uncoated surfa-
ces were characterized by FTIR, AFM, SEM and EDX. Studies of global and localized corrosion
were carried out, seeking to explore the effects triggered by surface treatment in an aggressive
environment. Additionally, the ability of the functionalized material to prevent E. coli biofilm for-
mation evidenced that the strategy to immobilize JIChis-2 in the Ti-6Al-4V alloy via PECVD of
acrylic acid resulted in the development of a functional material with antibiofilm properties.
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Introduction low Young’s modulus (101-120 GPa) (Oliver et al.
2019; Nicholson 2020). In addition, titanium-based
implantable materials are considered bioinert,

where no active interaction exists between these

Commercially pure titanium (cp) and its alloys (e.g.
Ti-6Al-4V) are the most commonly used metallic
biomaterials in dental implants (Panayotov et al.

2015). The use of this alloy is justified by its good
resistance to global and localized corrosive proc-
esses, mechanical properties, and biocompatibility
with the human body (Zhao et al. 2013).
Specifically, the biphasic alloy (a+p) Ti-6Al-4V
allows the production of devices with therapeutic
properties of high mechanical strength due to its

metallic materials and the host tissue (Mutreja et al.
2020). The bioinert nature of these biomaterials can
have a positive effect on implantation due to their
chemical stability. However, being bioinert can hin-
der the growth and differentiation of bone cells in
the region of the devices, which can lead to surgical
failures (Chen et al. 2013).
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Sensores Eletroquimicos e Biossensores: Seus
Principios Basicos de Funcionamento e Algumas
Aplicacoes

Electrochemical Sensors and Biosensors: Their Basic Working Principles
and Some Applications

Eduardo M. F. Amaral®™ Jean C. B. de Andrade,®"' Leandro B. de Freitas,*"~ Gabriella T.
L. Teixeira,*™ Jodo P. L. do Nascimento,®* Rogério V. Gelamo,**<" Natdlia B. Leite,*><
Jéferson A. Moreto®®*

Electrochemical sensors are a class of devices in which the transducer component is the electrode. These
devices are often seen as an effective tool for studying chemical and biological systems. This work
offers an overview of electrochemical sensors and biosensors, as well as their basic working principles
and some applications. It is expected to motivate young researchers to develop new methodologies and
materials for the electrochemical sensors area, allowing the expansion of possibilities and the realization
of applied and innovative research.

Keywords: Analytical chemistry; electroanalytical; electrochemical sensors; electrodes; transducer
component.

1. Introducao

O desenvolvimento dos sensores eletroquimicos promoveu uma grande revolugdo na
quimica analitica, permitindo a detecc@o de vdrios parametros fisicos, quimicos ¢ bioldgicos.
Como reportado pela literatura, mais de 2000 mil dispositivos sdo desenvolvidos e publicados
anualmente.'” E, dentre todos estes dispositivos desenvolvidos, os sensores eletroquimicos
constituem a classe de maior crescimento e sdo utilizados no setor agricola, alimenticio,
farmacéutico etc.

Um sensor quimico € um dispositivo que transforma uma informac@o quimica, desde a
concentragdo de um determinado componente da amostra até sua composicdo total, em um
sinal que pode ser transformado em dados analisdveis. Todo e qualquer sensor € composto por
duas unidades bdsicas, um receptor e um transdutor.>* A Figura 1 mostra uma representacao
esquemdtica de um sensor eletroquimico e suas respectivas unidades bdsicas. O receptor € a
parte quimicamente ativa do sensor, ou seja, € responsdvel por transformar a informagao quimica
em uma corrente elétrica. No que diz respeito ao transdutor, ele € responsdvel por transformar
a corrente elétrica gerada pelo receptor em uma informac¢ao mensurdvel, denominada sinal
analitico util.

Receptor

« ‘ (-.Qxé

Transdutor Analito Amostra
Figura 1. Representacio simplificada de um sensor eletroquimico e
suas unidades bdsicas. Os cones, as esferas e os cubos representam
diferentes tipos de amostras. Fonte: Prépria do Autor.

O constante desenvolvimento computacional, de instrumentagdo e da microeletronica
permitiu com que novos sensores pudessem ser obtidos com custos cada vez menores € com
precisdo cada vez maior. Dentre todos os tipos de sensores, 0s eletroquimicos merecem destaque,

This is an open-access article distributed under the 1
terms of the Creative Commons Allribution License.
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RESUMO

Apresentagdo: A implantagdo cirlrgica de biomateriais artificiais é a solugdo mais difundida para sanar
problemas musculoesqueléticos e acaba sendo utilizada em diversas partes do corpo humano, como por
exemplo: na reposicdo de ombros, joelhos, quadris, cotovelos, estruturas orodentais, dentre outras. O
sucesso da utilizagdo de biomateriais depende da sinergia com o organismo, bem como a sua degradagéo no
ambiente corporal. Destaforma, a utilizaggo de materiais que ndo sejam téxicos ao organismo, que apresentem
estabilidade e compatibilidade tecidual, que possuam boas propriedades quimicas e fisicas sdo alguns dos
requerimentos desejados no setor biomédico. Objetivo: Motivar jovens pesquisadores a desenvolverem novas
metodologias para a utilizagdo do Nb,O, em pesquisas aplicadas e inovadoras na &rea biomédica. Métodos:
Revisdo integrativa a respeito da utilizagdo da técnica de pulverizagdo catédica reativa para a deposicso de
filmes finos de Nb,O, na superficie da liga Ti-6Al-4V. Resultados: Verificou-se que apesar das interessantes
propriedades do Nb,O,, existem pouquissimos trabalhos na literatura que o utilizam para a funcionalizagdo
superficial de biomateriais. Conclusdo: No presente trabalho, os Ultimos progressos referentes a obtengao de
filmes finos de Nb,O, via a técnica de pulverizagéo catddica reativa foram apresentados e discutidos, trazendo
importantes informages em relagdo as propriedades corrosivas e biofuncionais.

PALAVRAS-CHAVE: Titanio e suas ligas, Revestimento, Pentéxido de niébio, Setor biomédico.

ABSTRACT

Background: The physiological implantation of biomaterials is the most widespread solution to remedy
musculoskeletal problems and ends up being used in various parts of the human body, such as: transition
of shoulders, knees, hips, orodental structures, among others. The successful use of biomaterials depends
on their synergy with the body, as well as their degradation in the body environment. In this way, the use of
materials that are not toxic to the organism, that present tissue stability and compatibility, that have good
chemical and physical properties are some of the desired requirements in the biomedical sector. Objective:
Motivate young researchers to develop new methodologies for the use of Nb,O, in applied and innovative
research in the biomedical area. Methods: Integrative review regarding the use of the reactive sputtering
technique for the deposition of Nb,O, thin films on the Ti-6Al-4V alloy surface. Despite the interesting
properties of Nb,O,, there are very few works in the literature that use it for the surface functionalization
of biomaterials. Conclusion: In the present work, the latest advances regarding the obtainment of the
Nb,O; thin films by using reactive sputtering technique were presented and discussed, bringing important
information regarding corrosive and biofunctional properties.

KEYWORDS: Titanium and its alloys, Coating, Niobium pentoxide, Biomedical sector.
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Abstract

Ti-6A14Y alloy is widely wsed in the biomedical sector due to its excellent
biocompatibility, corrosion resistance, and mechanical properties. However, the use of
this materal as an implant is still susceptible to failure due to bacterial adhesion on the
surface. Initial studies performed by this research group demonstrated and characterized
the functionalization process of the Ti-6Al-4V alloy with antimicrobial J1-2 peptide via
plasma polymerization method. However, the electrochemical properties of the
functionalized system are still little explored. Here, we present new insights regarding the
global electrochemical behaviour of the functionalized Ti-6Al-4V with PAAJI-2 in 0.6
mol L' MNaCl solution. Open circuit potential and electrochemical impedance
spectroscopy techniques were used. The electrochemical tests were accompanied by a
detailed microstructural analysis by SEM. The results demonstrated the PECVD
technique was advantageous to produce thin films based on acrylic acid monomer on the
Ti-6A1-4V surfaces. The PAA/II-2 thin films shifted the corrosion potential {Ecor) of the
Ti-6A1-4V alloy to more positive values, indicating a better thermodynamic stability. The
capacitance of the barrier layer decreases for the uncoated specimens with increasing
immersion time, suggesting an increase in the thickness of the native oxide layer. In
contrast, the opposite effect was verified for the Ti-6Al-4V/PAA/ILZ.

Keywords: Global electrochemical tests; Biomaterial, Antimicrobial JI-2 peptide;
Titanium alloy; PECVD.
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Abstract

The aircraft industry has been searching for new materials to be used in their aircrafis,
which provides good mechanical and corrosive properties. The Txxx series aluminium
alloys are widely used in structural components. However, these alloys are susceptible to
localised corrosion processes when exposed to an aggressive environment, which affect
their lifetime and performance. Surface treatment appears as a powerful tool to improve
the corrosion resistance of these alloys, since the coating may act as a protective physical
barrier. This work aims to present an innovative and applied research for the development
of the Nba(; thin films on the 7050-T7451 aluminium alloy surface by using reactive
sputtering technique. The open circuit potential, potentiodynamic polarization,
electrochemical impedance spectroscopy as well as immersion tests were used to access
the global corrosion behaviour of the T050-T7431 aluminium alloy in 0.6 mol L' NaCl
solution. The morphology of the coated and uncoated specimens was verified by using
optical microscopy, AFM and SEM/EDX techniques. Results demonstrated a difference
of about 360 mV between the pitting potential { Epg,,) and corrosion potential (E...) for
the coated material, indicating the positive effect of Nba()s thin films on the corrosion
resistance of the alloy. Inaddition, EIS results displayed the reactive sputtering technique
was advantageous, since the impedance modulus increased significantly. To the best of
our acknowledgement, this is the first study concerning the improvement of the corrosion
properties of TOS0-TT7451 aluminium alloy by using the methodology presented in this
work.

Keywords: 7xxx series aluminium alloys; Global electrochemical tests; MNiobium
pentoxide; Aircraft industry.
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