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Tini IRP. Osteogénese e formagéo de biofilmes em superficies de titAnio submetidas
ao tratamento de implantacao idnica por imersdao em plasma de oxigénio [tese]. S&o
José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia
e Tecnologia; 2019.

RESUMO

Neste estudo foram caracterizadas superficies de titanio (Ti) obtidas apos utilizacéo
de diferentes temperaturas pela técnica de implantacdo i6nica por imersdo em
plasma de oxigénio (O-11IP), bem como correlacionado o efeito deste tratamento com
a osteogénese e formacao de biofilmes microbianos monotipicos. As amostras foram
caracterizadas por meio de andlises de quimica de superficie, rugosidade e textura
da superficie, molhabilidade e resisténcia a corrosdo. Além disso, analises de
biocompatibilidade por meio de interagéo e viabilidade celular, contetdo de proteina
total, atividade de fosfatase alcalina e quantificacdo de nodulos de mineralizagcéo
foram realizadas sobre a linhagem celular MG-63 (osteoblato humano). Anélise de
formacdo de biofiimes de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans e Candida albicans sobre as superficies também foi realizada.
Os dados foram estatisticamente analisados por teste ANOVA e Tukey (p<0,05,
p<0,001 e p<0,0001). Os resultados das andlises de quimica de superficie
demonstraram um aumento proporcional da quantidade de O conforme aumento da
temperatura utilizada na técnica de O-IIIP, verificando ainda a presenca de TiO2 nos
grupos tratados a 500°C e 600°C. Foi observado que, em escala nanométrica, houve
um aumento significativo da rugosidade e da area superficial nas amostras tratadas
com O-llIP conforme aumento da temperatura utilizada, apresentando ainda, um
aumento significativo da hidrofobicidade e resisténcia a corrosdo nas amostras
tratadas com O-IlIP. A andlise de biocompatibilidade demonstrou aumento
significativo em relacéo a viabilidade celular, producéo de proteina total, atividade de
fosfatase alcalina e formagcédo de nddulos de mineralizacdo no grupo tratado com O-
[IIP a 600°C, em relacdo aos demais grupos. Nas analises realizadas com biofilmes
microbianos monotipicos foi verificada reducdo significativa de microorganismos,
principalmente nos grupos submetidos ao tratamento com O-IIIP a 500°C e 600°C.
Com isso, foi concluido que, as amostras submetidas a técnica O-IlIIP apresentaram
superficies com variagbes quimicas e fisicas, as quais foram proporcionais ao
aumento da temperatura utilizada no tratamento, sendo que o grupo tratado com
temperatura mais elevada (600°C) demonstrou influéncia positiva na atividade e
diferenciacdo celular, além de exibir reducdo na formacdo de biofilmes
monomicrobianos.

Palavras-chave: Osteogénese. Biocompatibilidade. O-llIP. Biofilme.



Tini IRP. Osteogenesis and biofilms formation on titanium surfaces submitted to ion
implantation treatment by immersion in oxygen plasma [doctorate thesis]. S&o José
dos Campos (SP): S&o Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2019.

ABSTRACT

In this study, titanium surfaces were produced by the ion implantation technique,
immersing samples in oxygen plasma (O-IlIP), at different temperatures. Therapeutic
effects of the surface modification were evaluated for osteogenesis and formation of
monotypic microbial biofilms. Roughness, texture, wettability, corrosion resistance
and chemical composition of the samples were characterized. Moreover,
biocompatibility of the produced materials was verified by cell interaction and viability,
total protein content, alkaline phosphatase activity, and quantification of
mineralization nodules assays were performed on MG-63 (human osteoblate) cells.
Biofiim formation of Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans and Candida albicans on surfaces was also evaluated. Data
were statistically analyzed by ANOVA and Tukey test. A proportional intensification in
the amount of oxygen was observed as the temperature used in the O-IIIP technique
raised, also, TiO, was observed in the groups treated at 500 °C and 600 °C. At
nanoscale, there was a statistic increase in both roughness and surface area in
samples treated with O-IlIP as a result of the increase of the temperature used.
Hydrophobicity and corrosion resistance were also higher in samples treated with O-
[IIP. According to the performed biocompatibility analyzes, cell viability, total protein
production, alkaline phosphatase activity and the formation of mineralized nodules
were stimulated and increased in the group treated with O-IIIP at 600 °C, compared
to the other groups. In the assays performed with monotypic microbial biofiims, a
statistic reduction of microorganisms was observed especially in the groups
submitted to O-llIP treatment at 500 °C and 600 °C. Therefore, we demonstrated
here that O-IlIP technique was able to chemically and physically modify surfaces,
and these modifications were proportional to the increase in temperature used in the
treatment. Samples treated with the highest evaluated temperature (600°C) had a
positive influence in cell activity and differentiation, and in reducing monomicrobial
biofilms formation.

Keywords: Osteogenesis. Biocompatibility. O-IIP. Biofilm.
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1 INTRODUCAO

Desde os primérdios das ciéncias médicas, tem sido realizada a reposicao de
orgaos ou tecidos perdidos pelos seres humanos, buscando a reabilitacdo e retorno
a integralidade de formas e funcfes por meio de diversos artificios possiveis, porém
os resultados obtidos nem sempre supriram as necessidades individuais. Em 1950,
os estudos em reposicdes ortopédicas tiveram grande impulso com a descoberta na
Suécia, pelo Dr. Per-Ingvar Branemark, do fendmeno da osseointegracdo e suas
aplicacbes praticas, incentivando a pesquisa de biomateriais, principalmente a
aplicacdo de materiais metalicos utilizados como implantes. Em 1969, Branemark
divulgou o conceito de osseointegracdo como sendo a possibilidade de ancoragem
direta da estrutura do implante no osso submetido a carga funcional sem que haja a
presenca de tecido conjuntivo fibroso nesta interface (Branemark et al., 1985).

O titénio (Ti) se destaca como material de interesse para 0sseointegracao
devido as caracteristicas tais como biocompatibilidade, alta trabalhabilidade,
resisténcia a corrosao, alto modulo de elasticidade, facilidade de obtencao e custo
(Sidambe, 2014). Os implantes de Ti podem permanecer em contato com tecidos
organicos por longo periodo, além de suportar as mesmas cargas que 0S 0SS0S
circunjacentes. Sendo assim, € importante que o implante de Ti ndo apenas
permitam a osseointegracdo, mas, que apresentem caracteristicas mecanicas
similares ao tecido 0sseo. Apesar do titanio e suas ligas serem amplamente
utilizados, ainda existem duvidas quanto as caracteristicas ideais das superficies de
implantes, para se obter uma rapida e mais adequada biofixacdo (Kohavi et al.,
2013).

O Ti quando entra em contato com o ar atmosférico forma, na sua superficie,
uma fina camada passivadora nativa de oxido de titanio altamente vantajosa para a
biocompatibilidade (Yamagami et al., 2014), porém pode ser rapidamente destruida
durante movimentacdo entre o implante e o tecido quando exposto a cargas (Mandl
et al., 2001). Devido a este atrito, particulas de Ti podem ser depositadas localmente
e, em seguida, transportadas para diversas partes do corpo, como gengiva, pulmao
e baco, com possiveis sequelas posteriores (Mandl et al., 2001; Guglielmotti et al.,
2015; Heringa et al., 2018).
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Em longo prazo, a perda do implante € um grande problema, sendo
necessario, diversas vezes, cirurgias de revisdo de protese. Nesse contexto, €
importante avaliar as interacdes entre células osteoblasticas e o biomaterial. E ideal
que essas células fiquem aderidas a superficie do implante, que se proliferem,
diferenciam-se em osteoblastos e produzam matriz extracelular mineralizada,
promovendo, assim, uma duradoura fixagao do implante (Maik et al., 2008).

As propriedades de superficie, como composicdo quimica e topografia,
desempenham uma atividade importante na regulacdo da resposta celular, podendo
conduzir a uma osseointegracdo mais rapida (Qianli et al., 2016). Dentre as
diferentes técnicas de tratamento superficial, no interesse de aprimorar a camada de
TiO, e desenvolver uma nanotopografia adequada para a osseointegracéo, destaca-
se a implantacao i6nica por imersdao em plasma (3IP ou IlIP). O objetivo deste
método € de melhorar as propriedades das superficies de amostras com geometria
complexa (Tian et al., 2000; Kostov et al., 2004).

A técnica de IlIP consiste, basicamente, em criar um plasma em uma camara
de vacuo com os ions que se deseja implantar. Estes ions sdo acelerados em
direcdo a amostra por meio de uma diferenca de potencial entre a peca e a camara,
via pulsador de alta tensdo. Especificamente na técnica de IlIP de oxigénio (O-1lIP)
em titanio, ocorre a formacdo de TiO,, que produzem diferentes espessuras de
camada e rugosidades nanométricas em funcdo da temperatura e tempo em que a
exposicao € realizada. A fase rutilo, caracterizada no TiO,, pode ser formada em
altas temperaturas, sendo aquela a apresentar melhor biocompatibilidade quando
comparada com a fase anatase, a qual € obtida a temperatura mais baixa (Anders,
Pelletier, 2005).

Estudos tém demonstrado os beneficios de metais de Ti tratados com O-IIIP
em relacdo a morfologia, composicdo e fase cristalina destes materiais (Munoz-
Castro et al., 2009; Valéncia-Alvarado et al., 2010). O tratamento com O-IlIP também
demonstrou melhora na osseointegracdo em fémures de ratos, apos trés meses de
incubacdo, quando comparado com implantes de Ti ndo submetidos a esse
tratamento (Mandl et al., 2002, 2003). O Ti tratado com O-IlIP proporciona melhor
adsorcao de proteinas, bem como adeséo, migracéo, proliferacdo, mineralizacéo e
diferenciacao celular de hMSCs (células-tronco mesenquimais humanas), indicando

gue o tratamento apropriado com O-IIIP pode, portanto, tornar a superficie do Ti
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mais biocompativel e melhorar a fungdo de um implante dentéario (Yang et al., 2015).
No entanto, detalhes sobre os mecanismos subjacentes, que contribuem para o
aumento da biocompatibilidade do Ti tratado com O-llIP, ainda nao foram
elucidados.

Lavenus et al. (2012) verificaram as interacdes entre células-tronco
mesenquimais humanas e a integracdo éssea de implantes de Ti nanoestruturado.
Nanoporos de 20, 30 e 50 nm foram preparados por anodiza¢ao, a qual consiste em
uma técnica que se mistura acido fluoridrico com &cido acético. As superficies
nanoestruturadas de 30 e 50 nm promoveram uma expressao génica precoce para a
diferenciacdo dos osteoblastos a partir de células mesenquimais sem suplementos
osteogénicos. Adicionalmente, a osseointegracdo de implantes de Ti
nanoestruturado e controle foram comparados pela implantacdo em tibias de ratos
no periodo de uma e trés semanas. Estes achados demonstraram que as
nanoestruturas controlaram a diferenciacdo de células, bem como a integracdo dos
implantes. Sendo assim, foi concluido que estas superficies de Ti nanoporosas
podem ser de grande interesse para implantes dentarios e ortopédicos.

El-wassefy et al. (2014) realizaram um estudo visando obter nanoestruturas
na superficie dos implantes de titanio por processo de oxidacdo anddica com o
objetivo de avaliar a bioatividade tanto in vitro como in vivo. Para isso, um protocolo
econdmico foi usado para aplicar descarga e faisca anddica criando
nanoporosidades na superficie de Ti comercialmente puro. A investigagéo, in vitro,
incluiu a morfologia, analise quimica da superficie, rugosidade e estrutura cristalina
da pelicula de TiOz2 preparado. A avaliacdo da bioatividade foi realizada por imersao
dos espécimes em fluido similar ao corporal, observando a camada de superficie
formada. A anodizacdo de implantes de Ti produziu alteracbes morfoldgicas,
elevaram o percentual de oxigénio na camada de TiO2, aumentou a rugosidade da
superficie dos implantes e, notavelmente, modificou a cristalinidade do filme. As
avaliacdes in vitro mostraram que a bioatividade de uma camada de fosfato de calcio
foi precipitado sobre as superficies do Ti ap6s a imersédo no fluido semelhante ao
corporal. Os autores concluiram que superficies nanoestruturadas de implantes de
Ti podem ser preparadas por oxidacdo anddica, a qual promove osseointegracao

acelerada, que pode ser recomendada para o carregamento inicial.
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Ha uma grande demanda por implantes dentarios com capacidade para
acelerar a regeneracdo Ossea perimplantar, sendo que as modificacbes de
superficie micro e nanotopogréficas revelaram afetar o metabolismo de células
Osseas (Zuo et al., 2013). Estes autores utilizaram alta tecnologia de descarga em
barreira dielétrica (DBD) para modificar a superficie de Ti comercialmente puro. Foi
investigada a citotoxicidade da superficie DBD-Ti em comparacdo com superficies
usinadas e polidas. As placas de Ti exibiram diferentes energias de superficies
topogréficas, nas escalas micro e nano. A superficie tratada com DBD-Ti puro
aumentou significativamente a adesdo e proliferacdo de células osteoblasticas
(MC3T3-E1), comparadas com as superficies de Ti usinada e polida, sugerindo uma
melhor influéncia em comparacdo as outras duas superficies. Adicionalmente, foi
observado que a modificagcdo DBD reforgou positivamente a adeséo e a proliferacéo
de pré-osteoblastos, sem efeitos negativos sobre a diferenciagéo celular.

Estudo realizado por Yang et al. (2010) indicaram que camadas de
nanotubos de TiO2 super-hidrofébicas melhoraram a propriedade anticoagulante dos
implantes, impedindo a adesdo e ativacdo das plaquetas. Esses estudos
determinaram, coletivamente, que o TiO2 € um promissor revestimento de implante
contendo sangue, determinando também que as interacdes entre o sangue e o Ti
sdo reguladas, principalmente, pela energia, composicdo quimica e micro-
nanotopografia da camada de TiOo.

As modificacbes na superficie baseadas em plasma sao estratégias viaveis
para melhorar as funcionalidades especificas da superficie, tais como resisténcia a
corrosao e biocompatibilidade com sangue, permitindo que propriedades favoraveis
sejam obtidas com a utilizacdo dessa tecnica (Wang et al., 2010). Pesquisas
também demonstraram aumento na resposta 6ssea com a configuracdo nano+micro
estruturas quando comparadas com micro apenas (sem nanoestruturas definidas)
em humanos (Orsini et al., 2007; Goene et al., 2007) e ratos (Mendes et al., 2007).

Diversas caracteristicas dos implantes, incluindo composi¢do da superficie,
topografia, hidrofobicidade, carga, microestrutura e rigidez sao fatores que
influenciam na aderéncia de microorganismos e formacao de biofilme (Morais et al.,
2013; do Prado et al., 2013). Infeccbes relacionadas a implantes continuam sendo
preocupantes devido ao risco de infeccdo cirdrgica, que pode aumentar pela

presenca de um material estranho. Este tipo de infecgéo é dificel de ser tratada, uma
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vez que os microorganismos arranjados em biofilme ficam protegidos da agéo do
sistema imune e de antimicrobianos, dificultando seu controle e eliminagao (Zhao et
al., 2015). A presenca de cepas resistentes aos antimicrobiamos no sitio cirdrgico ou
area circundante coloca em risco a saude do paciente. Além disso, essa colonizagdo
microbiana também pode interferir na osseointegracdo (Zhao et al., 2015; Zaatreh et
al., 2016).

Estudos demonstraram que os patdgenos bacterianos e seus produtos pro-
inflamatérios, como o lipopolissacarideo (LPS) desempenham um papel central na
patogénese da peri-implantite e na falha de implantes (Gianelli et al., 2011). Em
diversos estudos, foi mostrado que S. aureus € um dos patbégenos mais comuns
envolvidos na falha precoce de implantes dentarios a medida que vai se conectando
de forma mais eficiente a diversas superficies de Ti (Shrestha et al.,, 2012;
Thurnheer, Belibasakis, 2015).

O aumento do acumulo de placa ao redor de implantes dentarios esta
associado a dois principais patdogenos: S. mutans e Porphyromonas gingivalis,
colonizando aparelhos ortodoénticos fixos (Cortelli et al., 2013), pois a colonizagéo
em maior extensao e a adesdo microbiana dependem da energia livre da superficie
e da rugosidade superficial dos implantes.

A eficiéncia bactericida de superficies de Ti pode ser promovida pelo ajuste
das caracteristicas fisicas nanopilares da superficie, como raios, altura e densidade
das caracteristicas (Michalska et al., 2018). Estudos desenvolvidos por Whitehead et
al. (2005), afirmam que P. aeruginosa e S. aureus possuem capacidade de se
ligarem a superficies contendo pocos regularmente espagados de 1 e 2 um
(Whitehead et al., 2005)

Existem cerca de 611.000 espécies de fungos, sendo apenas 600 espécies
consideradas patdgenas aos humanos e, destacando C. albicans, que nos Estados
Unidos é considerada a quarta causa mais frequentemente encontrada em infeccfes
sistémicas adquiridas em hospitais (Pfaller, Diekema, 2010; Mayer, et al., 2013).
Essa espécie € responsavel por infecgbes profundas nos tecidos e nas mucosas,
especialmente na cavidade bucal, sendo provado que até 50% das infec¢Bes por
essa espécie relacionadas ao hospital sdo mortais (Mayer, et al., 2013).
Recentemente diversas pesquisas tentaram elucidar a complexidade da microbiota

oral associada a integracdo bem-sucedida de implantes dentarios e tecidos moles
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peri-implantar, o que foi associado a presenca de cocos Gram-positivos e Gram-
negativos (Charalampakis, Belibasakis, 2015).

Embora estudos atuais, como citados anteriormente, reportem a influéncia
positiva de superficies nanotexturizadas sobre a atividade osteoblastica e
antimicrobiana, h& poucos relatos na literatura sobre o efeito da técnica O-IIIP sobre
a biocompatibilidade de amostras de Ti e influéncia na formacdo de biofilme

microbiano.
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2 PROPOSICAO

O objetivo geral neste estudo foi analisar os dados da osteogénese e da
formacao de biofilme monotipico, in vitro, sobre superficies de Ti obtidas por meio da
técnica de implantacéo idnica por imersdo em plasma de oxigénio (O-IlIP), utilizando
diferentes temperaturas.

Os objetivos especificos foram:

a) caracterizar, micro e nanoestruturalmente, as superficies de Ti grau IV,
apos tratamento com O-IIIP;

b) analisar, morfologicamente, a interacdo de MG-63 com as amostras de Ti
pré e pos-tratadas;

c) avaliar e quantificar a viabilidade, o nivel de proteina total, a atividade da
fosfatase alcalina e a formacédo de nddulos de mineralizacdo de MG-63
apos interacdo com as amostras pré e pos-tratadas;

d) avaliar a formacdo de biofilmes monomicrobianos de P. aeruginosa, S.

aureus, S. mutans e C. albicans sobre as amostras pré e pés-tratadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Amostras de Ti

Uma barra cilindrica (g 12,7 mm) de Ti grau IV, atendendo os parametros
da American Society for Testing and Materials (ASTM F67) e ISO 5832-2, com
composicdo quimica conforme especificada da Tabela 1, foi micro usinada em
corpos de prova (CDP) de 3 mm de espessura (Figura 1). O certificado de qualidade

emitido pelo fornecedor Sandinox encontra-se no ANEXO A.

Tabela 1 - Especificacdo de composic¢ao quimica do Ti grau IV, conforme ASTM F67 —
13 e ISO 5832-2

Elemento Quimico | Nitrogénio | Carbono | Hidrogénio | Ferro |Oxigénio | Titanio

ASTM F67 (%) (max.) 0,05 0,10 0,015 0,05 0.40 Base
CcQ (%) 0,006 0,038 0.,0018 0,16 0,33 Base

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 1 — Dimensao do corpo de prova do titanio grau IV apds o processo de micro

usinagem

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.1.2 Micro Usinagem

Os corpos de prova (CDP) foram confeccionados na empresa Titaniumfix

(S&o José dos Campos, SP, Brasil) por um torno multitarefa comando numérico

computadorizado (CNC) (Traub, modelo TNL2, Sorocaba, SP, Brasil). Foi utilizado o

sistema de usinagem (Mitsubishi Eletric, modelo TX8i, Brasil). Este equipamento
possibilita a realizacéo de operacdes simultaneas de fresamento e torneamento.

Os parametros utilizados para a usinagem dos CDP foram definidos de

acordo com Davis e Semiatin (1993), os quais sao indicados para usinagem do Ti

comercial puro, utilizando ferramentas de metal duro, conforme a Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros para usinagem do Ti

Parametros Valores
Velocidade do corte (Vc) 134 m/min
Avango 0,02 mm/rot
Profundidade de corte (Ap) 0,05 mm

Fonte: Davis e Semiatin, 1993.

3.1.3 Lavagem Priméria

Para este processo foram removidas impurezas provenientes do
processo de micro usinagem, tais como graxas, lubrificantes, cavacos e demais
contaminantes, por meio de um sistema de vibracdo ultrassénica produzido por uma
vibracéo de alta frequéncia.

As amostras de Ti foram submetidas ao banho ultrassdnico (Alt, modelo

Altsonic Clean 3PA, série 62107, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) com acetona por 20 min
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a temperatura ambiente. Apds essa etapa, as amostras foram secas e armazenadas

em temperatura ambiente até a proxima etapa tratamento.

3.1.4 Tratamento das Amostras por O-IlIP

O tratamento das amostras foi realizado em um reator de implantagéo
ibnica por imersao em plasma, em parceria com o Laboratério Associado a Plasma
(LAP) - Instituto de Pesquisas Espaciais (INPE) — Sdo Jose dos Campos, SP. O
diagrama esquematico do sistema pode ser observado na Figura 2.

Figura 2 — Diagrama esquematico do reator de implantag&o idnica por imersao em

plasma
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Fonte: Reis, 2015.

A partir da realizacdo do tratamento de implantacdo ibnica por imersao em

plasma de oxigénio (O-IlIP) nas superficies de Ti grau IV, foram produzidas trés
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diferentes amostras (poOs-tratamento) em condicdes semelhantes, porém com
diferentes temperaturas (Tabela 3), sendo Grupo 1: Ti O-llIP a 400°C; Grupo 2: Ti O-
[IIP a 500°C; e Grupo 3: Ti O-1lIP a 600°C. Os dados avaliados foram comparados
com o grupo Ti (pré-tratamento).

Tabela 3 — Parametros operacionais adotados em cada tratamento

Condigoes de tratamento Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Pressao do trabalho (Torr) 6x10- 6x103 6x10°3
Tensédo (kV) 7,7 7,7 7.7
Corrente (A) 0,45 0,45 0,45
Pulso (us) 30 30 30
Frequéncia (Hz) 420 420 420
Fluxo de oxigénio (sccm) 13 13 13
Tempo (h) 1 1 1
Temperatura (°C) 400 500 600

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.2 Caracterizacdo das Amostras

3.2.1 Andlises por Microscopia Eletréonica de Varredura/Espectroscopia por
Energia Dispersiva (MEV/EDS)

Foi realizada analise qualitativa (morfolégicas) e quantitativa das superficies
das amostras pré e pos-tratadas com O-IlIIP a partir de imagens obtidas por MEV
(FEI, modelo Inspect S50), acoplada a sonda EDS (Energy dispersive X-ray
spectrometry) (Bruker, modelo XFlash Detector 410-M).
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Foram analisadas textura, heterogeneidade e microfissuras, além de
realizacdo de quantificacdo do volume de massa atomica de O presente nas
superficies, utilizando um n=05 amostras por grupo. As andlises foram realizadas no
Laboratorio de Pesquisa de Materiais Odontologicos e Protese do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia (ICT) — Universidade Estadual de S&o Paulo (UNESP) — Sao

José dos Campos, SP, Brasil.

3.2.2 Anélises por Perfilometria Optica

Essa técnica tem como funcdo de mostrar a topografia de um material em trés
dimensdes (3D), permitindo sua classificacdo conforme o aspecto de sua superficie.
A perfilometria 6ptica também permite quantificar a rugosidade da superficie por
deteccdo do conjunto de picos e vales microgeomeétricos caracterizados pelas
saliéncias e reentrancias presentes em uma superficie. Esta analise micrométrica
guantitativa permite calcular as rugosidades médias (Ra), média quadratica (RQ),
parcial (Rz) e total (Rt).

Os resultados deste estudo foram reportados apenas em Rq, que € definido
como a raiz quadrada da média dos quadrados das amplitudes do perfil em relagéo
a linha média, resultando em uma média do desvio padrdo dos dados analisados.
Para tanto, foi utilizado um perfildmetro (Veeco, modelo WYKO NT1100, Tucson,
AZ, EUA) no modo Vertical scanning-interferometry (VSI), na qual as rugosidades
superficiais das amostras (pré e pos-tratamento) foram determinadas calculando
uma média de n=05 de amostras por grupo, com area de 229,2 um x 301,3 um,
apresentando a média e o desvio padrdao dos valores obtidos. Este experimento foi
realizado no Laboratério de Medidas Tribologicas e Propriedades Mecéanicas —
Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) — Sao José dos Campos, SP,

Brasil.
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3.2.3 Analises por Microscopia de For¢ca Atdmica (MFA)

Esta técnica permite, em escala nhanomeétrica, avaliar superficies de materiais
em niveis atdmicso e moleculares, gerando um mapa topografico, o qual fornece as
propriedades de superficie (rugosidade) e caracteristicas do material analisado. Para
tanto, foi utilizado um microscépio de forca atdmica (Veeco, modelo MULTIMODE V,
Tucson, AZ, EUA) para observacao da topografia dos CDP, sendo avaliados pelo
modo de contato intermitente, com ponta de SiN3; (Nanoworld - modelo NCHR,
Neuchéatel, Suica) - Silicon tip - ressonancia 320 kHz - constante de forca 42N/m,
numa area de 2 x 2 ym em cada amostra, utilizando o sistema Flex-Axiom MFA,
disponibilizado pelo Laboratério de Medidas Triboldgicas e Propriedades Mecanicas
— Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) - Sdo José dos Campos, SP,

Brasil.

3.2.4 Anélises por Difracao de Raios X (DRX)

Esta técnica foi utilizada para determinacdo de estrutura cristalina das
amostras. O tamanho e a geometria da célula unitaria podem ser analisados a partir
de posicbes angulares dos picos de difracdo, enquanto o arranjo dos atomos dentro
da célula unitaria esta associado as intensidades relativas dos picos. Portanto, com
esta analise, foi verificado se houve a formacao de TiOz2 cristalino, além de indicar
gual a fase formada. Para as analises de DRX das amostras, antes e apds 0s
tratamentos de O-IIIP, foi utilizado um difratdbmetro (Panalytical, modelo X* PERT
POWER, Almelo, EA, Holanda), utilizando uma fonte de radiacédo CuK a (A = 1,5406
A). O intervalo angular em 26 utilizado foi de 35° a 90°. As medicdes foram
realizadas a temperatura ambiente em modo continuo de varredura, com velocidade
de 1,2°/min e passo angular de 0,02°. A tenséo e corrente utilizadas foram de 45 kV
e 40 mA, respectivamente. Os dados obtidos em arquivos de extensdo (.xrdml e
raw) foram tratados utilizando-se o programa X'Pert Highscore, versdo 3.0a,

fornecido pela PANalytical B.V. Este programa detectou, identificou e ajustou
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automaticamente os picos encontrados por DRX em relagdo a um banco de dados
de fichas JCPDS. Este experimento foi realizado no Laboratdrio de Difracdo de
Raios X — Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) — Sao José dos Campos,
SP, Brasil.

3.2.5 Andlise da Molhabilidade de Superficie

Esta andlise foi realizada em um goniébmetro de &ngulo de contato (Biolin
Scientific, modelo Theta Lite, Hangpilsgatan, Goéteborg, Suécia), o qual atuou por
meio de um balanco entre for¢cas adesivas entre solido/liquido e coesivas do liquido,
resultante no angulo de contato. O equipamento foi disponibilizado pelo Laboratorio
de Bioengenharia — Instituto de Ciéncia e Tecnologia (ICT) — Universidade Estadual
de Séo Paula (UNESP) — Sdo Jose dos Campos, SP, Brasil. Para tal experimento,
foram utilizadas n=05 amostras por grupo, sendo utilizada agua destilada como

liquido para formacao de gota.

3.2.6 Anédlises por Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE)

A resisténcia a corrosdo das amostras e efeitos dos tratamentos foram
avaliadas por EIE. Para tanto, foi utilizado, para os testes eletroquimicos, o eletrodo
de Ag/AgCl - como referéncia — e, como contra eletrodo, um fio de platina (99,99%).
Os testes foram realizados em solucao artificial de fluido corpéreo (SBF — simulated

body fluid), com composicao quimica e concentracdes conforme a tabela 4.
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Tabela 4 - Concentracdes dos reagentes para solucdo de SBF

Reagentes Concentragoes
NacCl 8 g/1 (146,7 mM)
MgClz 0,30 g/1 (1,54 mM)

CaClz.2H:20 0,368 g/1 (2,5 mM)

Na:HP04.2H:20 0,178 g/1 (1,0 mM)
NaHCO3 0,352 g/1 (4,2 mM])

Fonte: Elaborada pelo autor.

As analises de EIE foram realizadas com amplitude de sinal de perturbacéo de
10 mV, no intervalo de 10° a 10 Hz. As medidas foram realizadas com os tempos
de submerséo de 0, 2, 4, 8, 12 hrs, sendo utilizado no presente estudo amostra com
12 hrs de submersdo. Para as analises, foi utilizado o equipamento Autolab
(Metrohm, 302N, Sao Paulo, SP, Brasil), disponibilizado pelo Laboratorio de
Caracterizacdo Fisico-Quimica, do Instituto de Ciéncia e Tecnologia — Universidade
Federal de Sao Paulo (UNIFESP) — Séo José dos Campos, SP, Brasil.

Para verificacdo de possiveis alteracbes microestruturais nas superficies,
decorrentes do ensaio de corrosdo, as medidas eletroquimicas das amostras foram
analisadas por microscopia eletrénica de varredura (FEI, modelo Inspect S50),
disponibilizado pelo Laboratério de Microscopia Eletrénica — Universidade Federal
de S&o Paulo (UNIFESP) — Séo José dos Campos, SP, Brasil.
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3.3 Andlises Celulares in vitro

3.3.1 Linhagem Celular e Meio de Cultura

Todos os passos referentes a cultura celular foram realizados no Laboratorio
de Estudo Interdisciplinar em Células (LEIC), do Departamento de Biociéncias e
Diagnostico Bucal - Instituto de Ciéncia e Tecnologia — UNESP — Sao José dos
Campos — SP.

Para o0s experimentos realizados foi utilizada a linhagem celular de
Osteoblastos Humano (MG-63), provenientes do banco de células da Associacao
Técnico Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM, Rio de Janeiro, Brasil).

As células foram cultivadas em meio de Eagle modificado por Dubelcco
(DMEM) (Cultilab, Campinas, Brasil) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SBF) (Cultilab, Campinas, Brasil), penicilina-estreptomicina (100 pg/mL) (Cultilab,

Campinas, Brasil).

3.3.2 Crescimento, Manutencéo e Preparo das Células para Experimentacao

As células foram descongeladas, centrifugadas (3.000 rpm/5min) e cultivadas
em frascos de -cultura celular (TPP Techno Plastic Products, Trasadigen,
Switzerland) de 250 mL e 75 cm? em estufa incubadora (SANYO Eletric Co., Ltd
MODEL MCO-19AIC) com controle automatico de temperatura de 37°C e
atmosférica contendo 5% de CO,. O meio de cultura foi trocado a cada 48 hrs e, o
desenvolvimento das células, avaliado por microscopia de fase invertida
(Microscopio Carl Zeiss Microlimaging GmbH — Axiovert 40C, Germany) até que as
células atingissem a confluéncia, caracterizada pela ocupacédo de mais de 80% do

frasco (Figura 3).
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Figura 3 — Fotomicrografia por microscopia de fase invertida de células MG-63

utilizada nas analises celulares. (400x)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para o subcultivo celular foi utilizado o processo de tripsinizacéo,
redistribuindo em novas garrafas de cultura. Nesse processo, a tripsina 0,25%
(Cultilab Ltda, Campinas, Brasil) foi acrescentada, durante 2 min, para o
desprendimento das células. As células foram transferidas em tubo Falcon (TPP
Techno Plastic Products, Trasadigen, Switzerland), sendo adicionado meio DMEM e
centrifugadas 3000 rpm/5min a 25°C (Centrifuga Labnet— HERMLE Z 300K, NJ,
USA). Por fim o sobrenadante foi descartado e o precipitado suspendido em DMEM,
sendo redistribuidos em novas garrafas de cultura celular.

Para a realizacdo dos experimentos, as células foram transferidas para
microplacas de cultura (Greiner, Bio-one, Brasil) de 24 pocos. Previamente a essa
transferéncia ocorreram 0s processos de tripsinizacao, centrifugacéo, ressuspensao
do precipitado de células e contagem em camera de Neubauer (Prolab, Sdo Paulo,
Brasil). Para o plaqueamento, 2x10* células viaveis foram adicionadas em cada
poco, sendo complementado com DMEM suplementado, apresentando um volume
final de 1 mL por poco. Apds esse processo, as células foram incubadas (37°C e

C0O25%) por 24 h, para aderéncia.
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3.3.3 Analise de Interacdo Celular

ApOs trés dias de cultivo, esta interacao foi avaliada por MEV, utilizando n=02
para cada grupo experimental. Para remocao de células ndo aderentes, as amostras
foram lavadas com tampéao fosfato salina (PBS) e fixadas com paraformaldeido (4%)
por 20 min a temperatura ambiente. As células foram desidratadas por meio de uma
série ascendente de etanol (70%, 90% e 100%) por 10 min cada. Posteriormente as
amostras foram revestidas com uma fina camada de ouro, utilizando um sistema
sputter-revestimento (Emitech, modelo SC7620). O equipamento utilizado foi o
modelo Inspect S50 da marca FEI (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA),
disponibilizado pelo Laboratério de Pesquisa Materiais Odontologicos e Protese —
Instituto de Ciéncia e Tecnologia — UNESP — S&ao José dos Campos, SP, Brasil.

3.3.4 Andalise de Viabilidade Celular

Apos trés dias de exposicao, a viabilidade celular foi analisada utilizando o
corante 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA), a 0,5 mg/mL. Este corante reage com desidrogenases
celulares apenas de células viaveis. Apos 1 h de incubacéo (37°C e CO2 5%), foi
acrescentado o solvente organico dimetilsulfoxido (DMSQO) (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, USA) para solubilizacdo dos cristais de formazan. Para cada grupo
experimental foi utilizado n=05. Em seguida, o conteddo foi transferido em
microplacas de cultura (Greiner, Bio-one, Brasil) de 96 pocos e submetido a um leitor
de medida colorimétrica de microplaca (Biotek, modelo ELx808cse) no comprimento

de onda 570 nm. Os dados foram aferidos como absorbancia.
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3.3.5 Anélise de Proteina Total

ApoGs dez dias de exposicao, foi avaliado o conteudo de proteina total, de
acordo com o método modificado de Lowry et al. (1951). Para tanto, também foi
utilizado n=05. Inicialmente, o0 meio de cultura foi removido, os pogos foram lavados
com PBS e preenchidos com lauril sulfato de sédio (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA) a 0,1%. Apos, a solucéo de cada poco foi misturada com o reagente de Lowry
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), deixando a temperatura ambiente por 20 min. Em
seguida foi acrescentado o reagente Folin - Ciocalteau (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA) que, pelo complexo de ligacdo peptidica, é responsavel por causar uma
mudanca na coloracdo da solucdo para azul. Apos 30 min de incubacdo a
temperatura ambiente, foi utilizado um espectrofotdmetro (Micronal, modelo AJX
1900) a 680 nm para célculo da absorbéancia. O nivel de proteina total foi calculado a

partir de uma curva-padréo determinada a partir de albumina bovina e expresso em

ug/ml.

3.3.6 Analise da Atividade de Fosfatase Alcalina

Apoés dez dias de exposicdo, foi realizada analise da atividade de fosfatase
alcalina, sendo utilizado n=05 por cada grupo experimental. Este experimento foi
realizado com os mesmos lisados utilizados para quantificar o nivel de proteina total,
por meio da liberacdo de timolftaleina por hidrélise do substrato de timolftaleina
monofosfato, utilizando kit comercial de acordo com as instrucbes do fabricante
(Labtest Diagnéstica). Foram acrescentados, em tubos de vidro, os substratos
timolftaleina monofosfato e tampédo dietanolamina (0,3 M e pH 10,1). A essa
solucdo, foi acrescentada uma aliquota de 200 ul dos lisados de cada grupo,
permanecendo aquecidos a 37°C em banho-maria, por um periodo de 10 minutos.
Para o desenvolvimento da coloragéo, foram adicionadas solu¢des de Na2COs (0,09
M) e NaOH (0,25 M). A absorbancia foi dada em um espectrofotdmetro (Micronal,

modelo AJX 1900) a 590 nm. A atividade de fosfatase alcalina foi calculada a partir
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de curva-padrdo usando timolftaleina em uma escala de 0,012 a 0,4 umol de

timolftaleina/hora/ug proteina.

3.3.7 Analise de Quantificacdo de Nédulos de Mineralizacao

ApOGs quatorze dias de exposicao, foi analisada a quantificacdo de nddulos de
mineralizacdo, utilizando, para cada grupo experimental, uma quantidade de
amostras de n=05. Apds a remoc¢do do meio de cultura, foi acrescentada, em cada
poco, solucdo de Hank’s (H6136 - Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), responsavel
por agir como solugéo nutritiva em cultivo celular. Apos esse processo, foi utilizado
alcool (70%) para desidratacdo das células, as quais foram encubadas por 1 h.
Apoés, as ceélulas foram lavadas com agua destilada e acrescentado o corante
vermelho de Alizarina S (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) a 2 mg/mL, responsavel
por corar areas ricas em calcio, por 15 min. Por fim, as células foram lavadas com
agua destilada e PBS e mantidas & temperatura ambiente, para secagem completa
das amostras.

Apés vinte e quatro hrs, foi acrescentado aos pocos, acido acético (10%) e
mantidos em temperatura ambiente por 30 min, sob agitacdo. O conteudo foi
transferido para microtubos (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) agitado em vortex
(Vortex, modelo QL 901) por 30 s. Os microtubos foram aquecidos em banho-maria
a 85°C por 10 min e, posteriormente, transferidos para um recipiente com gelo por 5
min. Apds, foi realizada centrifugacao (Eppendorf, modelo CENTRIFUGE 5424 R) e,
0s sobrenadantes presentes nos microtubulos, foram transferidos para placa de 96
pocos (Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY, USA). Foi acrescentado hidréxido
de aménia (10%), em cada poco, para 0 processo de neutralizacdo do acido. Por
fim, a leitura foi realizada em leitor de microplaca (Biotek, modelo ELx808 I1U), a 405

nm.
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3.4 Analises de Formacéao de Biofilmes Monomicrobianos

3.4.1 Cepas e Meio de Cultura

Foram utilizadas cepas de referéncia (ATCC - American Type Culture
Collection) de P. aeruginosa (ATCC 15442), S. aureus (ATCC 6538), S. mutans
(ATCC 35688) e C. albicans (ATCC 18804), provenientes do Laboratério de
Microbiologia e Imunologia (ICT — UNESP), Séo José dos Campos, SP.

Foi utilizado o caldo Brain heart infusion (BHI) (Himedia, Mumbai,
Maharashtra, india) para cultivo dos microorganismos. Para S. mutans foi utilizado o

caldo BHI sacarosado (5%).

3.4.2 Crescimento, Manutencdo e Preparo dos Microorganismos para

Experimentacao

As cepas foram cultivadas em placas de Petri (OLEN, modelo K30 - 90150),
como mostrado na Figura 4, utilizando caldo BHI e, posteriormente, em meio BHI a
37°C por 24 hrs cada. Para S. mutans, a incubacéao foi realizada com 5% de CO..
Em seguida, cada caldo foi centrifugado (2000 rpm/10 min), o sobrenadante
descartado, e o pellet suspendido em solucdo fisiologica — NaCl 0,9%, padronizadas
a 10° de UFC/mL em espectrofotdmetro (Micronal B-582, Sdo Paulo, Brasil), de

acordo com o comprimento de onda e densidade Optica de cada microorganismo.
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Figura 4 — Cultivo das cepas para as analises de formacao de biofilmes microbianos

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para formacdo dos biofilmes monomicrobianos de P. aeruginosa, S. aureus,
S. mutans e C. albicans, as amostras foram distribuidas em pocos de microplacas
(TPP Techno Plastic Products, Trasadigen, Switzerland) de 24 pocos, sendo n=05
por grupo experimental (Ti, Ti O-llIP a 500°C e Ti O-llIP a 600°C), além do grupo
controle (po¢co sem amostra). Em seguida, foram adicionados 1 mL/poco de cada
suspensao microbiana padronizada em meio de cultura (BHI ou BHI sacarosado).
Por fim, as placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 hrs.

3.4.3 Viabilidade de Biofilmes Monomicrobianos

ApoOs vinte e quatro hrs de incubacdo, o meio de cultura foi removido e as
amostras lavadas com solucao fisiolégica estéril, a fim de eliminar as células néo
aderidas ao biofilme. Em seguida foi adicionado a solucdo de MTT a 0,5 mg/ml.
Apods 1 h de incubacao, sob protecéo da luz, esta solucéo foi removida e, adicionado
DMSO (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), permanecendo em agitagdo em mesa
orbital por 10 min. Foram transferidas, para placa de 96 pocos (Thermo Fisher
Scientific, Rochester, NY, USA), aliqguotas de 100 pL de cada pogo e realizada
leitura da absorbancia em um leitor de microplacas (Biotek, modelo ELx808cse), a
570 nm.
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3.4.4 Analise da Interac&o de Biofilmes Monomicrobianos

ApoOs vinte e quatro hrs de incubagdo, o meio de cultura foi removido e as
amostras lavadas com solucdo fisiologica estéril. Para desidratacdo dos
microorganismos foi utilizada uma série ascendente de etanol (70%, 90% e 100%) e,
previamente a analise, todas as amostras foram revestidas com uma fina camada de
ouro, utilizando um sistema sputter-revestimento (Emitech, modelo SC7620). O
equipamento utilizado foi o modelo Inspect S50 da marca FEI (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA), disponibilizado pelo Laboratério de Pesquisa
Materiais Odontoldgicos e Prétese do Instituto de Ciéncia e Tecnologia — UNESP—
Séo José dos Campos, SP.

3.5 Analise Estatistica

Os dados foram analisados, estatisticamente, por ANOVA um fator e
comparacao multipla de Tukey, utilizando software GraphPad Prism 6.0. Os niveis

de significancia adotados foram de 5%, 0,1% e/ou 0,001%.
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4 RESULTADOS

Neste capitulo sdo evidenciados todos os resultados decorrentes da
metodologia aplicada neste trabalho organizados em: Caracterizagdo de superficie,
por meio de analises de quimica de superficie (EDS e DRX), rugosidade e textura
(MEV, perfilometria 6ptica e MFA), molhabilidade (&ngulo de contato) e resisténcia a
corroséao (EIE), bem como ensaios celulares in vitro, por meio de interacdo celular,
viabilidade celular, contetdo de proteina total, atividade de fosfatase alcalina e
guantificacdo de nodulos de mineralizacdo, utilizando a linhagem celular MG-63
(Osteoblasto humano), e ensaios de formacao de biofilmes monomicrobianos, por

meio da viabilidade e interacdo de biofilmes monomicrobianos.

4.1 Caracterizacfes de Superficie

4.1.1 Quimica da Superficie

A analise quimica da superficie realizada por espectroscopia por EDS para
guantificar a quantidade de O presente na superficie pode ser observado na Figura
5.
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Figura 5 — Andlises de superficies por espectroscopia por energia dispersiva nos
grupos (Ti, Ti O-1lIP a 400°C, Ti O-IlIP a 500°C e Ti O-IlIP a 600°C)
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Legenda: Espectroscopia por energia dispersiva. **p <0,05, ***p <0,001 e ****p <0,0001 em relacéo
ao grupo Ti* (ANOVA e Tukey test).
Fonte: Elaborada pelo autor.

De acordo com a Figura 5, o grupo Ti apresentou uma baixa quantidade de
O em sua superficie (média de 6,94% O), ja os grupos de Ti tratados com O-IlIIP a
400°C, 500°C e 600°C apresentaram os valores médios de O de 26,31%, 45,66% e
56,61%, respectivamente, demonstrando que, quanto maior a temperatura utilizada
no tratamento, maior a porcentagem atémica de O implantado na superficie.

A Figura 6 apresenta os resultados analisados por meio da técnica de DRX,

a fim de detectar uma possivel presenca de TiOz2 cristalino nas amostras tratadas.
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Figura 6 — Analises de superficies por difracdo de raio-X nos grupos (Ti, Ti O-llIP a
400°C, Ti O-1lIP a 500°C e Ti O-llIP a 600°C)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 6 indica a presenca de picos de TiOz (fase rutilo) nos grupos
tratados com O-IIIP a 500°C e 600°C, caracterizados, principalmente, no angulo de
27,5°, com o pico de maior intensidade desta fase. A presenca desses picos nao foi
identificada nos grupos Ti e Ti O-11IP a 400°C. Conforme apresentado na Figura 6, a
proporcao estequiométrica do O em relacdo ao Ti vai aumentando conforme
aumento da temperatura utilizada no tratamento, o que propicia a formacéo do TiO2

(fase rutilo). As analises das amostras também indicam a presenca de Ti-a em todos

0S grupos.
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4.1.2 Rugosidade e Textura da Superficie

A avaliacdo morfologica das superficies das amostras pré e pos-tratamento
com O-llIP foram observadas por meio de analise por microscopia MEV a fim de
verificar se houve alteracdes de textura, heterogeneidade ou microfissuras, como

indica a Figura 7.

Figura 7 — Fotomicrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura dos

grupos

HV mag O spot. WO det
2000k 1000x 50 123 mm ETD

Legenda: A) Ti. B) Ti O-IlIP a 400°C. C) Ti O-llIP a 500°C. D) Ti O-llIP a 600°C. (1.000x)
Fonte: Elaborada pelo autor.
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A Figura 7 demonstra areas demarcadas devido ao processo de usinagem,
porém ndo foi observada nenhuma variacdo evidente na textura, heterogeneidade
ou microfissuras nas superficies ocasionadas pelo tratamento com O-IlIP.

A topografia da superficie das amostras pré e pés-tratamento com O-IIIP foi
analisada (qualitativamente e quantitativamente) pela técnica de perfilometria éptica,

conforme indicam as Figuras 8 e 9, respectivamente.

Figura 8 — Analises de superficies por perfilometria éptica nos grupos

Legenda: A) Ti. B) Ti O-IlIP a 400°C. C) Ti O-IlIP a 500°C. D) Ti O-llIP a 600°C. Setas: Presenca de
granulos devido ao tratamento O-IIIP.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 9 — Andlise da rugosidade média quadrética e éarea superficial por
perfilometria éptica nos grupos (Ti, Ti O-IlIP a 400°C, Ti O-1lIP a 500°C e Ti O-IlIP a
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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A rugosidade média quadratica (Rq) apresentou variacdo, nas amostras pré

e pos-tratamento, entre as faixas de 502 a 583 nm, conforme apresentado na Figura

9. Por outro lado, houve um incremento significativo do aumento de area superficial

apos os tratamentos, chegando até 36% de aumento para o tratamento com O-1lIP a

600°C. Qualitativamente, as imagens apresentadas pela Figura 8 corroboram com

este resultado de aumento da area de superficie, visto ser possivel visualizar o

aumento da formacdo de graos, de acordo com o aumento da temperatura de

tratamento, nas regides de depressao da usinagem, demonstradas pelas setas.

Para confirmar tal alteracdo nanométrica, foi realizada analise por MFA

(Figura 10), que evidencia essa mudanca de textura e rugosidade em escala

nanometrica, qualitativamente e quantitativamente.
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Figura 10 — Andlises de superficies por microscopia de for¢ca atdmica (MFA-3D) nos

grupos
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Legenda: A) Ti. B) Ti O-IlIP a 400°C. C) Ti O-IlIP a 500°C. D) Ti O-llIP a 600°C. Setas: Presenca de
granulos devido ao tratamento O-llIP.
Fonte: Elaborada pelo autor.

O Ti exibiu superficies relativamente planas com tracos de marcas de
usinagem, como mostrado na Figura 10 (A). As amostras tratadas com O-IIIP
exibiram uma estrutura superficial microscopicamente nanoporosa, apresentando
uma camada de TiO2 nanoestruturada em forma de graos redondos, como mostrado
na Figura 10 (B, C e D). Foi observado que, quanto maior a temperatura utilizada no
tratamento de O-1lIP, mais nanoporosa tornou-se a superficie das amostras.

A Figura 11 demonstra o grafico da média aritmética dos valores do perfil de

rugosidade média quadrética (nm) e area superficial (%).
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Figura 11 — Andlises da rugosidade média quadratica e area superficial por MFA nos
grupos (Ti, Ti O-1lIP a 400°C, Ti O-IlIP a 500°C e Ti O-IlIP a 600°C)
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A superficie do Ti exibiu um valor de rugosidade (Rq) de 6,57 nm, ja as

superficies do Ti tratados com O-IlIP a 400°C, 500°C e 600°C exibiram os valores de

rugosidade (Rq) de 6,74, 18,7 e 23,8 nm, respectivamente. Ocorreu, também, um

aumento da area superficial das amostras tratadas com O-IIIP a 400°C, 500°C e
600°C (4,82%, 25% e 29,4%, respectivamente) em relacédo ao Ti (2,17%), conforme

indica a Figura 11.

4.1.3 Molhabilidade da Superficie

A molhabilidade das superficies, realizada por meio da analise de angulo de

contato, foram observadas nas superficies das amostras pré e pos tratamento com

O-IlIP, conforme Figuras 12 e 13.
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Figura 12 — Analises de molhabilidade da superficie nos grupos (Ti, Ti O-llIP a
400°C, Ti O-IIIP a 500°C e Ti O-llIIP a 600°C)
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Legenda: Molhabilidade da superficie. **** p <0,0001 em relagdo ao grupo Ti* (ANOVA e Tukey test)
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 13 — Angulo de contato dos grupos
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Legenda: Molhabilidade da superficie. A) Ti. B) Ti O-llIP a 400°C. C) Ti O-llIP a 500°C. D) Ti O-llIP a
600°C.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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A Figura 12 demonstrou que o Ti apresentou menor valor (57,1 + 10,0°) em
relacdo a hidrofobicidade, enquanto as superficies dos demais grupos tratados com
O-llIP  (400°C, 500°C e 600°C) exibiram um aumento da hidrofobicidade,
apresentando os valores de 989 + 54° 1050 +* 6,5° e 1009 = 5,0°
respectivamente. O one-way ANOVA revelou uma diferenga significativa (p <
0,0001) entre as superficies de Ti e tratadas com O-llIP, porém nenhuma diferenca
significativa entre as superficies tratadas com O-IIIP foi observada.

A Figura 13 confirma, qualitativamente, as analises estatisticas do atual
experimento. A Figura 13 (A) destaca um maior espraiamento da gota em relagéo a
Figura 13 (B, C e D), o que permite afirmar que as amostras de Ti (pos-tratamento),
independentemente da temperatura utilizada no tratamento, apresentou maior grau

de hidrofobicidade na superficie quando comparadas a amostra Ti (pré-tratamento).

4.1.4 Resisténcia a Corroséao da Superficie

A técnica de EIE permitiu que fosse analisada a impedéncia dos filmes

submersos em meio de sbf depois de 12 hrs de imerséo, conforme Figuras 14 e 15.
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Figura 14 - Mddulo da impedéancia ap6s 12 horas de imersédo nos grupos (Ti, Ti O-
[1IP a 400°C, Ti O-llIP a 500°C e Ti O-IIIP a 600°C)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 14 demonstra que a amostra Ti (pré-tratamento), em relacdo as
demais amostras Ti (pOs-tratamento), apresentou menor impedancia em todas as
frequéncias testadas, sendo a amostra Ti tratada com O-IlIP a 600°C a que
apresentou maior valor de impedancia em frequéncia média. Em baixa frequéncia

nao foi possivel diferenciar a impedancia entre as amostras.
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Figura 15 - Fase ap0s 12 hrs de imersdo nos grupos (Ti, Ti O-IlIP a 400°C, Ti O-llIP
a 500°C e Ti O-1lIP a 600°C)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 15 permite afirmar que as amostras Ti tratadas com O-IIIP a 500°C e
600°C, por apresentarem maiores irregularidades em determinados picos,
apresentam maior heterogeneidade nos filmes formados, entretanto a amostra Ti
tratada com O-llIP a 400°C apresenta maior similaridade com a amostra Ti (pré-
tratamento) quando comparados 0s respectivos filmes.

A avaliacdo da microestrutura da superficie, considerando a baixa taxa de
corrosao e inércia quimica das amostras, foi observada por MEV, a fim de verificar
se houve modificacbes morfolégicas da superficie das amostras em funcdo do

tempo de exposi¢cdo das amostras ao SBF, como indica a Figura 16.
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Figura 16 — Fotomicrografia obtida por microscopia eletronica de varredura dos

grupos

Legenda: A) Ti. B) Ti O-IlIP a 400°C. C) Ti O-llIP a 500°C. D) Ti O-llIP a 600°C. (15.000x). Seta:
Presenca de ponto de corroséo na superficie da amostra.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 16 (A) sugere um local de corrosdo bem definido, na superficie da
amostra de Ti ndo tratada com O-1lIP, em funcdo da exposicdo com o meio de SBF.
Na Figura 16 (B, C e D) ndo foram identificadas ocorréncias de pontos bem definidos
de corrosédo, apresentando apenas areas demarcadas devido ao processamento de

usinagem.
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4.2 Ensaios celulares in vitro

4.2.1 Interagéo Celular

Apbs sete dias de cultivo celular foi observada, por MEV, a interagéo celular
sobre todas as amostras, como mostra a Figura 17.

Figura 17 — Fotomicrografia obtida por MEV da interacdo da linhagem MG-63 em
superficie
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Legenda: A) Ti. B) Ti O-llIP a 400°C. C) Ti O-llIP a 500°C. D) Ti O-IlIP a 600°C. (2.000x). Setas:
Espraiamento celular mais evidente.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A Figura 17 (A) ilustra o comportamento celular sobre a amostra nao
submetida ao tratamento com O-IllIP, e a Figura 17 (B, C e D) ilustra o
comportamento celular sobre as amostras submetidas ao tratamento O-IIIP nas
temperaturas de 400°C, 500°C e 600°C, respectivamente. Foi observada que todas
as amostras permitiram o espraiamento celular. Podemos sugerir que as amostras
submetidas ao tratamento com O-llIIP exibiram uma adesédo celular mais evidente,

apresentando prolongamentos mais evidentes das células.

4.2.2 Viabilidade Celular

ApoOs trés dias de cultivo celular foi observada, por meio do corante MTT, a

viabilidade celular sobre todas as amostras, como mostra a Figura 18.

Figura 18 — Analise da viabilidade celular com os grupos (Ti, Ti O-llIP a 400°C, Ti O-
[IIP a 500°C e Ti O-1lIP a 600°C)
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Legenda: Viabilidade Celular. ** p <0,05 em relacdo aos grupos Ti*, Ti O-IlIP a 400°C* e Ti O-llIP a
500°C* (ANOVA e Tukey test).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na Figura 18 podemos observar que os grupos Ti submetidos ao tratamento
com O-llIP a 400°C e 500°C ndo demonstraram diferencas estatisticamente
significativas com o grupo Ti (Pré-tratamento). Entretanto, o grupo submetido ao
tratamento com O-llIP a 600°C, demonstrou um aumento estatisticamente
significativo (p <0,05) da viabilidade celular das células MG-63 quando comparado

aos demais grupos.

4.2.3 Contelido de Proteina Total

Apos dez dias de cultivo celular foi observado o conteudo de proteina total

sobre todas as amostras, como mostra a Figura 19.

Figura 19 — Quantificacdo do conteudo de proteina total com os grupos (Ti, Ti O-llIP
a 400°C, Ti O-1lIP a 500°C e Ti O-llIP a 600°C)
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Legenda: Conteldo de proteinas totais. **** p <0,0001 em relacéo aos grupos Ti*, Ti O-IlIP a 400°C*

e Ti O-llIP a 500°C* (ANOVA e Tukey test).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na Figura 19 podemos observar que os grupos submetidos ao tratamento
com O-IIIP a 400°C e 500°C néo apresentaram alteracdes no nivel de proteina total
guando comparados com o grupo Ti (Pré-tratamento). Entretanto, o grupo Ti
submetido ao tratamento com O-IlIIP a 600°C apresentou aumento significativamente
estatistico (p < 0,0001) quando comparado aos demais 0s grupos.

Devido aos resultados dos testes de caracterizacdo de superficie e testes
celulares in vitro, optou-se, a partir do experimento seguinte, em retirar 0 grupo
tratado com O-llIP a 400°C por, at¢é o momento, ndo ter apresentado resultados

significativos para continuidade do estudo.

4.2.4 Atividade de Fosfatase Alcalina

Apoés dez dias de incubacao foi observada a atividade de fosfatase alcalina

sobre todas as amostras, como mostra a Figura 20.

Figura 20 — Atividade de fosfatase alcalina com os grupos (Ti, Ti O-llIP a 500°C e Ti
O-llIP a 600°C)
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Legenda: Atividade de fosfatase alcalina. ** p <0,05 em relacéo ao grupo Ti* e Ti O-IlIP a 500°C*
(ANOVA e Tukey test).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na Figura 20 podemos observar que os grupos Ti e Ti O-llIP a 500°C nao
apresentaram alteracdes estatisticamente significativas entre si. Entretanto, o grupo
submetido ao tratamento com O-llIP a 600°C apresentou um aumento
significativamente estatistico (p < 0,05) da atividade de fosfatase alcalina quando
comparado ao grupo Ti, ndo apresentando alteracdes significativas quando

comparadas ao grupo Ti O-IlIP a 500°C.

4.2.5 Quantificacdo de Nodulos de Mineralizacdo

ApoOs quatorze dias de incubacédo foi observada, por meio do corante
vermelho de Alizarina S (2%), a quantificacdo de nodulos de mineralizacdo sobre

todas as amostras, como mostra a Figura 21.

Figura 21 — Quantificacdo de nddulos de mineralizacdo com os grupos (Ti, Ti O-llIP
a 500°C e Ti O-1lIP a 600°C)
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Legenda: Quantificacdo de nédulos de mineralizagdo. *** p <0,0001 em relacao aos grupos Ti* e Ti
O-llIP a 500°C* (ANOVA e Tukey test).
Fonte: Elaborada pelo autor.



54

A Figura 21 demonstrou que o grupo Ti tratado com O-llIP a 600°C
apresentou aumento estatisticamente significativo (p <0,0001) da quantidade de
nddulos de mineralizacdo em relacdo aos grupos Ti e Ti O-llIP a 500°C. No entanto,
os grupos Ti e Ti O-llIP a 500°C nao apresentaram alteragcbes quando comparados

entre si.

4.3 Formacao de Biofilmes Microbianos

4.3.1 Viabilidade de Biofilmes Monomicrobianos

Apés vinte e quatro hrs de cultivo dos microorganismos foi analisada, por
meio corante MTT, a viabilidade de P. aeruginosa, S. aureus, S. mutans e C.

albicans aderidos sobre as amostras, como demonstrado nas Figuras 22 - 25.

Figura 22 — Viabilidade de P. aeruginosa com os grupos (Controle, Ti, Ti O-llIP a
500°C e Ti O-llIIP a 600°C)
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Legenda: Quantificacdo de P. aeruginosa.***p <0,001 e **** p <0,0001 em relacdo ao grupo Ctrl*

(ANOVA e Tukey test).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na Figura 22 podemos observar que nos grupos submetidos ao tratamento
com O-lIIP a 500°C e 600°C, além do grupo Ti (pré-tratamento), a viabilidade de P.
aeruginosa apresentou diminuicdo estatisticamente significativa (p < 0,001 e p <
0,00001) em relacdo ao grupo controle. Contudo, o grupo submetido ao tratamento
com O-IIIP a 600°C demonstrou maior da viabilidade da bactéria quando comparado

aos demais grupos.

Figura 23 — Viabilidade de S. aureus com os grupos (Controle, Ti, Ti O-llIP a 500°C e
Ti O-1lIP a 600°C)
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Legenda: Quantificacdo de S. aureus. ***p <0,001 em relac¢é@o aos grupos Ctrl*, Ti* e Ti O-llIP a
500°C* (ANOVA e Tukey test).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Na Figura 23 podemos observar que apenas 0 grupo submetido ao
tratamento com O-llIP a 600°C apresentou uma diminuicdo estatisticamente
significativa (p < 0,001) da viabilidade de S. aureus em relacdo ao grupo controle.
Entretanto, os grupos submetidos ao tratamento com O-IIIP a 500°C e 600°C, além
do grupo Ti (pré-tratamento), ndo demonstraram alteracdes significativas da

viabilidade da bactéria quando comparados entre si.
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Figura 24 — Viabilidade de S. mutans com os grupos (Controle, Ti, Ti O-IlIP a 500°C
e Ti O-llIP a 600°C)
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Legenda: Quantificacdo de S. mutans. ***p <0,001 em relacé@o aos grupos Ctrl* e Ti* (ANOVA e Tukey
test).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Na Figura 24 podemos observar que 0s grupos submetidos ao tratamento
com O-llIP a 500°C e 600°C apresentaram uma diminuicdo estatisticamente
significativa (p < 0,001) na viabilidade de S. mutans em relacdo aos grupos Ti (pré-
tratamento) e controle. Entretanto, os grupos submetidos ao tratamento né&o

apresentaram alteracdes quando comparados entre si.
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Figura 25 — Viabilidade de C. albicans com os grupos (Controle, Ti, Ti O-llIP a 500°C
e Ti O-llIP a 600°C)
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Legenda: Quantificacdo de C. albicans. ***p <0,001 em relac&o aos grupos Ctrl* e Ti* (ANOVA e

Tukey test).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Na Figura 25 podemos observar que 0s grupos submetidos ao tratamento
com O-IIIP a 500°C e 600°C apresentaram diminuicdo estatisticamente significativa
(p < 0,001) na viabilidade de C. albicans em relacdo aos grupos Ti e controle,
entretanto, esses grupos nhao apresentaram alteracdes significativas quando
comparados entre si.

Devido aos resultados apresentados, optou-se, no experimento seguinte, em
manter-se apenas S. mutans, por apresentar resultados mais viaveis para o

andamento do estudo.
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4.3.2 Interagéo de Biofilmes Monomicrobianos

ApGs vinte e quatro hrs de cultivo dos microorganismos foi observada, por

MEV, a interacdo de S. mutans com as amostras, como mostra a Figura 26.

Figura 26 — Fotomicrografia por MEV da interacdo de S. mutans em superficie

Legenda: A) Ti. B) Ti O-llIP a 500°C. C) Ti O-llIP a 600°C (10.000x).
Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 26 (A) ilustrou a interacdo de S. mutans com a superficie das
amostra de Ti ndo submetida ao tratamento com O-IlIIP, bem como a Figura 26 (B e
C) ilustrou o comportamento de S. mutans sobre as amostras submetidas ao
tratamento O-llIP nas temperaturas de 500°C e 600°C, respectivamente. Em geral,
todas as amostras apresentaram S. mutans aderidos a superficie. No entanto, as
amostras submetidas ao tratamento com O-IlIP apresentaram diminuicdo de
microorganismos quando comparadas com a amostra hdo submetida ao tratamento
O-llIP.
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5 DISCUSSAO

O tratamento por implantacdo ionica por imersdo em plasma (llIP) é
responsavel por modificar superficies complexas sem promover alteracdes nas
dimensbes das amostras, além de trabalhar em uma ampla faixa de temperatura e
permitir a formag&o de estruturas e fases sem balanceamento (Rossi, et al., 2004,
Gupta, 2011). As vantagens do seu sistema de implantacdo é que apresentam
tempos de tratamento independente do tamanho das amostras, podendo também
serem usados sem manipulacdo especial da amostra, mesmo em casos de
superficies irregulares (Ueda et al., 2007).

Recentemente Mohan et al. (2017) avaliaram, a partir de andlises por EDS,
as composic¢des quimicas e relativas superficiais de Ni, Ti e O em substratos de liga
de NiTi submetidos ao tratamento com a técnica O-IIIP. Estes autores observaram
um aumento no percentual de oxigénio nos substratos das ligas estudadas, sendo
gue os espectros mostraram a presenca de niquel, titanio e oxigénio na superficie,
indicando também, o enriquecimento da superficie com mais oxigénio, o qual é
necessario para a formacéo de TiO2 estequiométrico. Os autores concluiram que a
implantacdo de oxigénio substitui 0 0xido nativo do substrato por uma camada de
oxido compacta. Estes resultados corroboram com o presente estudo, o qual
observou, por meio de EDS, a formacdo de uma maior quantidade de oxigénio nas
amostras de Ti tratadas com O-IlIP a 400°C, 500°C e 600°C, demonstrando também
gue, quanto maior a temperatura utilizada no tratamento, maior a presenca de
oxigénio na superficie.

O oxigénio é encontrado na atmosfera e, devido a sua forte afinidade com o
titnio, forma uma camada passiva de 6xido em sua superficie, que serve como
camada protetora contra a corrosdo. A espessura desta camada de Oxido pode
sofrer algumas alteracdes de acordo com as condi¢cdes ambientais e o tratamento
(Hansen et al., 2015). Em seus estudos, Hansen et al., (2015) observaram que o
oxido encontrado no Ti apresentava uma estrutura cristalina composta,
principalmente, pela fase rutilica. Tais amostras forneceram uma melhor adeséo
celular na superficie, concluindo que essas caracteristicas indicam que a camada de
oxido obtida possui as propriedades necessarias para acelerar um processo de

osseointegracao, podendo ser utilizada para esse fim.
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A formacgdo de TiO:2 fase rutilo apds tratamento do Ti tem sido reportado,
recentemente, na literatura (Rafieian et al., 2015; Guan, Lou, 2018; Sasahara, et al.,
2018). Yang et al. (2015) realizaram estudos com o tratamento O-IIIP para criar uma
camada densa e fina de TiO2 sobre a superficie de Ti para aplicagdo em implantes
dentérios. Os autores utilizaram o difratbmetro de raios X de alta resolucdo para
caracterizar a estrutura cristalina dos espécimes de Ti (pré e pos tratadas), o qual foi
observado uma formacdo de camada de 6xido (consistituido principalmente por TiO2
rutilico), demonstrando a eficiéncia dessa técnica para identificacdo desse
composto. No presente estudo, foi utilizada a técnica de DRX para analisar uma
possivel formacdo de TiO:z e indicar qual a fase formada. As andlises permitiram
observar a presenca de picos de TiO2 na fase rutilo nos grupos tratados com O-IlIP a
500°C e 600°C, comprovando a eficacia do tratamento nessas condi¢des e, devendo
ser, possivelmente, ao maior teor de O implantado. Em contrapartida, Téth et al.
(2004) observaram que, ap6s desenvolvimento de TiO2 e 6xido subestequiométrico
em Ti e liga Ti6Al4V apos IlIP, nenhuma fase de oxido cristalino pode ser detectada
em sua liga de Ti6AI4V apdés a oxidacdo. Os autores sugeriram que a baixa
temperatura de tratamento e a presenca de O0xido de aluminio possam ter impedido
a cristalizacao.

Estudos realizados por Wang et al. (2016) tiveram como objetivo utilizar o Ti
tratado com IlIIP para modificar a superficie bioinerte de polietercetona reforcada
com fibra de carbono. Apds analises morfologicas da superficie das amostras por
meio de analise de microscopia eletrénica de varredura de emissao de campo, 0s
autores observaram que a estrutura adquirida pelo Ti tratado com IIIP possui boa
continuidade entre a camada estruturada e o substrato, minimizando as
preocupacdes com a delaminacéo abrupta. Além disso, foram observadas pequenas
nanoparticulas de TiO2 multinivel exclusiva que cobrem totalmente a parede lateral e
inferior dos nanoporos presentes, aumentando assim as propriedades osteogénicas.
No estudo presente, as amostras de Ti pré e poOs tratadas com O-llIP nao
apresentaram nenhuma variacao de textura, heterogeneidade ou microfissuras na
superficie ocasionada pelo tratamento com O-IlIP, demonstrando apenas a presenca
de areas demarcadas devido ao processamento de usinagem. Zepka et al. (2014)
também constataram por MEV, melhoras nas propriedades mecanicas das

superficies tratadas com N-lIIP em diferentes temperaturas, concluindo que a
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rugosidade aumentou a medida que o tempo de imersdo é aumentado, com
formacao de nitretos na superficie de implantacéo.

ApGs andlises de aspectos quimicos e nanomecanicos da superficie de Ti e
Ti6AI4V tratados com IlIP, Toth et al. (2004) utilizaram-se da perfilometria éptica
para calcular a rugosidade média (Ra) e obter micrografias Opticas antes e depois
das varias etapas do tratamento. Os autores observaram que a Ra apresentou-se
maior no Ti quando comparada ao TiAlV, proporcionalmente em que 0s graos vao
tornando-se mais visiveis, cujo tamanho é da ordem de varios ym, a qual também é
notada pelo aumento do crescimento de graos e segregacdo de Al em altas
temperaturas. Em nosso estudo foi observado que a rugosidade média (Ra), em
escala micrométrica, ndo apresentou alteracao entre as amostras pré e pos-tratadas
com O-IIIP, este fato pode estar relacionado a presenca de picos e vales causados
pelo processo de usinagem. Essas variacoes de superficie causadas pelo processo
de usinagem podem ter inibido as alteracdes quantitativas em escala micrométrica.
Por outro lado, o tratamento de superficie proporcionou um aumento da area de
superficie, sendo diretamente influenciado pelo aumento de temperatura, chegando
a um aumento de 36%, sendo possivel visualizar o aumento da formacéao de gréos
de acordo com o aumento da temperatura de tratamento, nas regides de depressao
da usinagem.

Observamos neste estudo, por MFA, que as amostras tratadas com O-llIP
exibiram uma estrutura superficial microscopicamente nanoporosa, apresentando
uma camada de TiO2 nanoestruturada em forma de grédos redondos, que pode ser
aumentada conforme o aumento da temperatura aplicada no tratamento. Em
parametros quantitativos, também foi observado que quanto maior a temperatura
aplicada no tratamento (O-IIIP), maiores foram os valores de rugosidade média (Ra),
bem como o aumento da area superficial. O aumento da rugosidade, a nivel
nanometrico, ocasionado pelo tratamento de O-IlIP também foi reportado Hung et al.
(2016), que analisaram a morfologia das superficies de Ti pré e pos-tratadas com O-
[IIP por meio de MFA e, assim como em nossos resultados, o Ti exibiu superficies
relativamente planas, apenas com tracos de polimento paralelos, entretanto o Ti
tratado com O-llIP apresentou uma estrutura superficial microscopicamente

nanoporosa, exibindo uma camada de TiO2 nanoestruturada mais uniforme, mais
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densa e apresentando aumento de gréos redondos em comparacado com o Ti (pré-
tratamento).

Hung et al. (2016) também analisaram o angulo de contato nas superficies
de Ti (pré e pés-tratamento com O-IlIP). Seus resultados demonstraram que 0 grupo
Ti (pré-tratamento) apresentou baixo grau de hidrofobicidade em comparacdo com
0s grupos Ti (pés-tratamento com O-IlIP), enquanto estes Ultimos exibiram
hidrofobicidade comparativa entre si quando analisados estatisticamente. Em nosso
estudo, também foi observado que os grupos de Ti submetidos ao tratamento com
O-llIP ndo apresentaram alteracdes significativas quando comparadas entre si.
Entretando, observamos o aumento do grau de hidrofobicidade dos grupos
submetidos ao tratamento com O-llIP quando comparados ao grupo Ti (pré-
tratamento). O aumento nos angulos de contato das superficies tratadas com O-IIIP
pode ser atribuido a alteragcbes nas propriedades quimicas, cristalinas e
morfologicas do substrato Ti. Estudos realizados por Peng e Chen (2005) indicaram
gue as propriedades de umidificacéo do filme de TiO, estdo fortemente relacionadas
com a estrutura da superficie, no qual o filme de TiO, rutilico nanoestruturado
formado pela oxidacdo direta demonstrou ser altamente hidrofébico devido ao
aprisionamento de ar no interespaco nas matrizes de nanobastées.

A EIE é utilizada em estudos abrangendo desde o transporte eletrénico em
dispositivos semicondutores até o estudo de processos cinéticos eletroquimicos das
mais diferentes naturezas, ou seja, processos que ocorrem em ceélulas fotovoltaicas
e sistemas de corrosdo (Bisquert et al., 2000; Gratzel, 2001). As medidas de
avaliacdo da resisténcia a corrosao, deste estudo, evidenciaram que o aumento da
temperatura de tratamento da superficie resultou em maior inércia frente a corrosao
em meio de SBF, sendo que, quanto maior a temperatura utilizada no tratamento
com O-llIP, maior impedancia apresentada da amostra. Tal fato permitiu confirmar o
efeito protetor do tratamento a plasma em relacdo a corrosdo nos grupos tratados
com O-llIP, destacando-se o grupo Ti O-1lIP a 600°C. Pan, Thierry e Leygraf (1994)
delinearam o experimento de imersdao em tampdao fosfato, avaliando a resposta da
espectroscopia de impedancia eletroquimica da amostra em funcédo do tempo. Os
autores observaram uma pigmentacao escura no titanio exposto por varias semanas
ao PBS com adicbes de HzO2, possivelmente podendo ser um ponto de corroséo

ocasionado pelo tratamento.
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Recentemente, estudos envolvendo andlises celulares em superficies de
titanio tem sido reportados na literatura (Gehrke et al., 2018; Ureia et al., 2018;
Kasnak et al., 2019) por providenciarem uma ferramenta de sucesso para pesquisas,
uma vez que as interacbes celulares com a superficie de biomateriais podem ser
avaliadas de forma mais detalhada. A biocompatibilidade do material e a atividade
das células estdo intimamente relacionadas entre si, sendo que, a proliferacdo e
adeséo celular correspondem a primeira fase dessa interacdo, na qual a qualidade
nessas etapas influenciara ao desenvolvimento e na diferenciacdo celular na
superficie do material (Sista et al., 2011). No presente estudo foi possivel observar,
por MEV, que houve interacdo positiva de MG-63 com as amostras submetidas ao
tratamento com O-IIIP, uma vez que, apresentaram adesédo celular mais evidente,
com prolongamentos celulares mais evidenciados. Soares et al. (2018) também
observaram que esta linhagem celular apresentaram formatos mais prolongados,
envoltos em citoplasma abundante, bem definido e intacto quando em contato com
Ti.

Kiran et al. (2018) avaliaram a viabilidade de MG-63 em superficies de Ti
em diferentes periodos. Todas as amostras exibiram crescimento celular ao longo de
um periodo de tempo, com aumento significativo de viabilidade celular. As amostras
submetidas aos tratamentos com maior grau de mudancas morfologicas nas
superficies apresentaram aumento ainda maior de viabilidade celular, evidenciando
gue, o crescimento celular pode ser afetado pelo tratamento de superficies. Nossos
resultados também corroboram com o estudo citado acima por ter sido observado
gue nenhum grupo (pos-tratamento) demonstrou ser citotoxico em relagdo ao grupo
controle. Adicionalmente, constatamos um aumento significativo na viabilidade de
células do grupo Ti submetido ao tratamento com O-llIP a 600°C, quando
comparados aos demais grupos.

O contetdo de proteina total € um importante parametro de avaliacdo da
osteogénese. No presente estudo, foi observado que o grupo Ti submetido a maior
temperatura (600°C) de tratamento com O-llIP apresentou maior quantidade de
proteina total quando comparado aos demais grupos (Ti, Ti O-llIP a 400°C e Ti O-
[IIP a 500°C). Cheg et al. (2018) observaram que superficies tratadas com oxidacao
hidrotérmica de micro-ondas de baixa temperatura promoveram influéncia positiva

no DNA de células MG-63, porém ndo alterou os valores de fosfatase alcalina e
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osteoprotegerina, porém afetou negativamente a expressdo de osteocalcina. No
presente estudo, apenas o Ti submetido ao tratamento com O-IlIP a 600°C
promoveu aumento dos niveis de fosfatase alcalina. Esta enzima é responséavel pela
iniciacdo do processo de calcificacdo ostedide, servindo também como um marcador
celular precoce de osteoblastos (Hernandez-Gil, et al., 2006; Huang, et al., 2007,
Baranowski et al., 2016).

Estudo realizado por Baranowski et al. (2016) sobre a funcionalizacdo da
superficie de implantes ortopédicos de titanio com sialoproteina 0ssea (BSP) em
cultura osteoblastica permitiram considerar que, apés o periodo de cultivo, o teste
realizado com o corante Vermelho de Alizarina S revelou aumento na deposicao de
calcio nas populacdes de osteoblastos cultivadas com BSP com aditivo de proteina
o0ssea morfogenética 7 (BMP-7) em comparagdo com o0 grupo controle sem aditivos
(meio de proliferacdo). Nossos resultados, os quais também foram realizados
utilizando o mesmo corante (Vermelho de Alizarina S), demonstraram que o grupo Ti
tratado com O-llIP a 600°C apresentou aumento significativo de quantidade de
nodulos de matriz mineralizada em relacdo aos grupos Ti (pré-tratamento) e Ti O-1lIP
a 500°C, o qual também corrobora com o aumento da atividade de fosfatase
alcalina, como descrito anteriormente. No entanto, os grupos Ti e Ti O-llIP a 500°C
nao apresentaram alteracbes significativas de quantidade de nodulos de
mineralizacdo quando comparados entre si.

Ren et al. (2014), em seus estudos, afirmam que ensaios com cultura celular,
in vitro, mostram claramente que a superficie micro/nanotexturida de TiAINb induz
melhor fixacdo, disseminacéao, proliferacdo e maior atividade de fosfatase alcalina de
células, que superficies polidas. No presente estudo, observou-se que as alteracdes
superficies das amostras de Ti tratadas com O-llIP a 600°C resultaram em melhoras
nas propriedades celulares (MG-63) em relacdo a adesao, viabilidade, expresséo
protéica, atividade de fosfatase alcalina e mineralizacdo da matriz.

A eliminacdo de microorganismos e suas toxinas de superficies de implantes
€ um pré requisito fundamental para deter a progressao de peri-implantite, além de
possibilitar um tratamento bem sucedido dos implantes (Froum, Rosen, 2012; Atieh
et al., 2013; Valderrama et al., 2014). Tem sido demonstrado que a bactéria Gram-
positiva S. aureus possui grande afinidade aos substratos de Ti, particularmente

aqueles com um acabamento de superficie rugosa (Aguayo et al., 2015; Izquierdo-
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Barba et al., 2015). Giannelli et al. (2016) observaram os efeitos do laser de diodo
sobre o biofilme de S. aureus aderente a superficie de 6xido de titanio de implantes
dentarios. Apés suas analises, foi observado que esse tratamento (modos pulsado e
continuo) induziu uma reducéo significativa de células viaveis em compara¢ao com o
biofilme n&o tratado. A irradiagdo em modo continuo pareceu ter maior eficacia em
termos de reducao de viabilidade, embora na comparacao entre os dois tratamentos
nado tenha sido observada diferenca estatisticamente significante. No estudo
presente, foi observado que apenas o grupo Ti submetido ao tratamento com O-IIIP
a 600°C apresentou diminuicdo significativa na viabilidade celular de S. aureus em
relacdo ao grupo controle, sendo que os demais grupos nao demonstraram
alteragbes significativas entre si. Entretanto, os grupos Ti e Ti O-llIP a 500°C
apresentam uma tendéncia a diminuicdo da viabilidade celular, apesar de nao ser
observada diferenca estatistica.

Fatani et al. (2017) avaliaram, in vitro, braquetes ortoddnticos de aco
inoxidavel, revestidos com Oxido de titanio misturado a Ag, como propriedades
antiaderentes e antibacterianas em S. mutans e P. gingivalis. Os autores
observaram que ocorreu formacdo de biofiime em todos os braquetes avaliados,
sendo menor em braquetes revestidos com Ag + TiO,, que no grupo controle.
Observaram ainda um decréscimo significativo no crescimento bacteriano em
braquetes revestidos com Ag, TiO, e Ag + TiO,. Nossos resultados demonstraram
gue o tratamento do Ti com O-llIP (500°C e 600°C) demonstrou diminuicédo
significativa da viabilidade de S. mutans em relagéo aos grupos Ti (pré-tratamento) e
controle. Entretanto, esses grupos nao apresentaram diferencas significativas entre
Si.

No presente estudo observamos que, apés um dia de cultivo, os grupos Ti, Ti
O-llIP a 500°C e 600°C demonstraram diminuicdo significativa de viabilidade de P.
aeruginosa em relacdo ao grupo controle, sendo que o grupo Ti O-llIP a 600°C
apresentou maior diminuicdo, quando comparado aos demais grupos. Entretanto, os
grupos Ti e Ti O-llIP a 500°C ndo demonstraram alteracdes significativas na
viabiilidade de P. aeruginosa quando comparados entre si. Estudos realizados por
Filho et al. (2018) afirmaram que a composicdo quimica da superficie de titanio
interfere na formacao de biofilme de P. aeruginosa. Ap6s quantificarem a adeséo de

bactérias em amostras de Ti, e TiN, os autores observaram que TiN apresentou
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maior desempenho contra a adesdo bacteriana e formacdo de agregados,
constando também que em Ti (pré-tratamento), ap0s as primeiras trés horas de
cultura, menos de 20% das bactérias estavam aderidas individualmente e, apds seis
horas, essa propor¢cdo aumentou. No TiN apos trés horas de incubacgéo, cerca de
80% das bactérias estavam aderidas e, ap6s seis horas de exposi¢do a superficies
de nitreto, as bactérias ndo foram capazes de se fixar, 0 que sinaliza estabilidade.
Tais resultados apontaram para uma correlacdo entre o estado quimico do Ti e a
interferéncia observada nos primeiros passos de formacdo do biofime de P.
aeruginosa. Jeyachandran et al. (2007) sugeriram que o0 estado quimico e a
rugosidade séo as principais influéncias na interacdo das bactérias com a superficie
do implante.

Estudos prévios demonstraram que biofiimes de Candida spp. tém exibido
resisténcia aos antifungicos e, embora varias hipoteses tenham sido propostas,
nenhuma delas parece explicar claramente o fendmeno do aumento da resisténcia.
No caso de materiais para implantes catéteres, a rugosidade da superficie tem
demonstrado influenciar a adesdo destes microrganismos a eles (Douglas, 2002;
Ramasamy, Lee, 2016; Vargas-Blanco et al., 2017). Em pesquisa realizada por
Tsang et al., (2007) sobre biofiimes de C. albicans em discos de titanio com
diferentes rugosidades, notou-se que, a partir do jateamento com 99,6% de 6xido de
aluminio de diferentes tamanhos (25 ym, 110 ym e 250 ym) de gréos, nédo houve
nenhuma diferenca significativa na adesdo da levedura entre os grupos. Em
contrapartida, observamos que o0s grupos de Ti submetidos ao tratamento com O-
[IP a 500°C e 600°C apresentaram diminuicdo significativa da viabilidade de C.
albicans em relacdo aos grupos Ti (pré-tratamento) e controle, entretanto, esses
grupos ndo apresentaram alteracbes significativamente estatisticas quando
comparados entre si.

Estudo realizado por Xavier et al. (2017) demonstraram, por MEV, que
colébnias de S. mutans apresentaram-se separadas ou como aglomerados na
superficie de titanio, na qual uma quantidade significativa de acamulo de biofilme foi
notada em amostras imersas em meios onde nenhum lactam U27 foi adicionado,
contrastando com superficies de titanio incubadas na presenca do inibidor de
biofilme, as quais demonstravam estar livres de colbnias de S. mutans. Os autores

também observaram irregularidades de superficie, como depressdes profundas,
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provavelmente originadas do processo de fabricacdo, sendo suscetiveis ao acimulo
de S. mutans, na qual a presenca de mucina aderida a superficie do titanio,
associada as colonias de S. mutans, possivelmente forneceu a pelicula inicial para
posterior adeséo de biofilme. No atual estudo, foi observado que, em geral, todas as
amostras apresentaram microorganismos S. mutans aderidos na superficie,
podendo ser considerado que as amostras de Ti submetidas ao tratamento com O-
[lIP apresentaram evidente diminuicdo de microorganismos quando comparadas

com a amostra Ti (pré-tratamento).
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6 CONCLUSAO

As analises de caracterizacdo de superficie das amostras permitiram concluir
gue, o tratamento com O-IIIP em diferentes temperaturas (400°C e 500°C e 600°C)
promoveu, em relacdo ao Ti (grau IV), aumento da rugosidade na superficie, maior
hidrofobicidade, resisténcia a corrosdo, aumento da presenca de oxigénio e
formagao do TiO,-rutilo, conforme aumento da temperatura utilizada no tratamento.

As alteracBes das propriedades das superficies resultaram em melhoras na
atividade de MG-63 quando utilizado o tratamento com O-11IP a 600°C.

O tratamento com O-IIIP promoveu reducao da viabilidade celular de biofiimes
monomicrobianos de P. aeruginosa, S. aureus, S. mutans e C. albicans,
independentemente da temperatura utilizada.

A partir dos resultados obtidos, pode ser sugerida a utilizacdo do tratamento
com O-llIP a 600°C em amostras de Ti grau IV, devido a melhor correlacdo de
biocompatibilidade, inclusdo de osteogénese e atividade antimicrobiana

apresentadas.
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Dureza: 21,0 HRC

Tamanho de Grao - Conforme norma ASTM
Obtido: 6

Microestrutura
MATERIAL LIVRE DE CAIXA-ALPHA

Obs :
Alguns dados foram extraidos do certificado de origem do fabricante da matéria prima.

Data 08/09/2016 12:02:19
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