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RESUMO

O titanio e suas ligas sdo biomateriais metalicos que se destacam pelo seu bom grau de
biocompatiblidade, leveza e resisténcia a corrosdo, se mostrando essencial para sucessos
clinicos como a fixa¢ao de implantes. Apesar disso, esses implantes estdo propensos a adesao
de microrganismos como Candida albicans, gerando riscos ao organismo humano que variam
desde a toxicidade medicamentosa no combate a infec¢do a substituicdo do material
implantado. Sabendo que C. albicans tem afinidade para crescer em superficies hidrofobicas,
torna-se fundamental o uso de estratégias para tornar esses biomateriais com o carater
hidrofilico. O plasma atmosférico a frio (CAP) ¢ um gés ionizado que ao bombardear
superficies metéalicas tem a capacidade de quebrar suas ligagdes e formar novos grupos
funcionais que melhoram a energia da superficie, potencializando hidrofilicidade sobre elas.
Dessa forma, o presente trabalho utilizou o CAP sobre superficies da liga titdnio-aluminio-
vanadio (Ti6AL4V) visando melhorar da hidroficilicidade desses materiais, bem como
prevenir a contaminagdo com o fungo C. albicans. As caracterizagdes das amostras como a
molhabilidade por meio do angulo de contato e a composi¢do quimica da superficie por
Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS) foram avaliadas, além da
contagem da unidade formadora de colonias (UFC) e formagdo de pseudohifas do fungo C.
albicans. Os resultados mostraram que o CAP foi capaz de promover aumento da
molhabilidade em Ti6AL4V que se manteve inalterada nos trés primeiros dias. Na andlise de
XPS observou-se oxidacao do Ti e aumento de hidroxilas nas superficies tratadas. Houve uma
reducdo no crescimento de C. albicans e da formagao de pseudohifas nas superficies Ti-6Al-
4V tradadas. Esses bons resultados foram creditados a capacidade do CAP em promover
maior hidrofilicidade das superficies de TiI6AL4V e minimizar os riscos de contaminacao por
fungos.

Palavras-chave: Plasma ndo térmico; biomateriais; Candida albicans.



ABSTRACT

O titanium and its alloys are metallic biomaterials that stand out for their good degree of
biocompatibility, lightness, and corrosion resistance, proving essential for clinical successes
such as implant fixation. However, these implants are prone to microbial adhesion such as
Candida albicans, posing risks to the human body ranging from drug toxicity in combating
infection to the replacement of the implanted material. Knowing that C. albicans has an
affinity to grow on hydrophobic surfaces, it becomes essential to use strategies to make these
biomaterials hydrophilic. Cold atmospheric plasma (CAP) is an ionized gas that, when
bombarding metallic surfaces, has the ability to break their bonds and form new functional
groups that improve surface energy, enhancing hydrophilicity over them. Thus, the present
study used CAP on surfaces of the titanium-aluminum-vanadium alloy (Ti6Al4V) aiming to
improve the hydrophilicity of these materials, as well as to prevent contamination with the
fungus C. albicans. Characterizations of the samples such as wettability through contact angle
and surface chemical composition by X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) were
evaluated, in addition to the counting of colony-forming units (CFU) and formation of
pseudohyphae of the fungus C. albicans. The results showed that CAP was able to promote an
increase in the wettability of Ti6Al4V, which remained unchanged in the first three days. In
the XPS analysis, oxidation of Ti and an increase in hydroxyls on the treated surfaces were
observed. There was a reduction in the growth of C. albicans and the formation of
pseudohyphae on the treated Ti-6Al-4V surfaces. These good results were attributed to CAP's
ability to promote greater hydrophilicity of the Ti6Al4V surfaces and minimize the risks of
fungal contamination.

KEY-WORDS: Non-thermal plasma; biomaterials; Candida Albicans.
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1. INTRODUCAO

O estudo com biomateriais mostra-se em crescente mundial. Isso se deve pela sua
capacidade de interagir com os tecidos corporais e assim substitui-los parcialmente ou
completamente. Um biomaterial se mostra como uma estrutura natural ou artificial e nao
farmacoldgica que apresenta aspectos morfologicos e favoraveis ao crescimento celular, como
¢ caso do titanio e suas ligas (SARTORETTO et al., 2015; TODROS; TODESCO; BAGNO,
2021).

Mesmo apresentando condigdes propicias, os biomateriais sdo passiveis de
contamina¢do com microrganismos em seus sitios, como ¢ o caso do fungo Candida albicans.
Esse processo se inicia com a adesdo da levedura, seguindo para as etapas de proliferacao de
hifas e pseudohifas, formacao de biofilme e dispersao de leveduras. Tais fatores sdo estdao

diretamente relacionados aos insucessos de implante (UPPULURI; PIERCE, 2009).

Sabe-se que o fungo Candida albicans tem afinidade pelo crescimento em superficies
de caracteristicas hidrofoébicas (PONDE et al., 2021) e que biomateriais como o titdnio e a
liga titanio-aluminio-vanadio (Ti6Al4V) podem se apresentar com tal padrdo ou préoximo
disso (COUTINHO; ELIAS, 2009; HIERRO-OLIVA et al., 2015)tornando-se propensos a

instalacdo desse microrganismo.

O plasma atmosférico a frio ¢ um gas ionizado desenvolvido em ambientes
laboratoriais que apresenta capacidade de promover alteragcdes em materiais (NASCIMENTO
NETO et al., 2015). Em sua composi¢do observa-se as espécies reativas de oxigénio (ROS),
como radical hidroxila (-OH), oxigénio atdmico (O), peréxido de hidrogénio (H,0,) e Ozo6nio
(O3). Quando o CAP ¢ direcionado sobre as superficies, as ROS atuam melhorando seus
aspectos hidrofilicos (molhabilidade) e podem bloquear a formag¢ao de biofilmes de

microrganismos, como o Candida albicans (BRITO et al., 2022).

A molhabilidade entre um liquido e uma superficie pode ser avaliada por analise do
angulo de contato que o liquido faz com essa superficie, enquanto que a inibi¢do fungica ¢
comumente avaliada através da contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) (CHEN

etal.,2016; MAISCH et al., 2012; MARMUR et al., 2017).

Ha relatos prévios que o angulo de contato das superficies que receberam o CAP sao
menores que as superficie que nao receberam (Souza et al.,2023). No entanto com o passar do

tempo esse angulo de contato tende a retornar ao seu estado normal (BERGER et al., 2021).
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Ainda ndo foram avaliados o tempo de manutencao do tratamento de CAP em superficies
metalicas previamente embaladas em grau cirargico. A inibicdo do biofilme de Candida
albicans foi observada com a aplicagdo do CAP sobre elas em placas de agar, sendo este
protocolo comumente visto na literatura (KLAMPFL et al., 2012; MAISCH et al., 2012;
O’CONNOR et al., 2014), no entanto seu efeito na prevencao de contaminagdo fungica apds

tratamento de superficies metalicas ainda nao foi avaliado.

O presente trabalho buscou analisar a aplicabilidade do plasma atmosférico a frio para
promover o aumento da molhabilidade em amostras da liga titdnio-aluminio-vanadio
previamente seladas em grau cirurgico, além de sua capacidade em promover a redugdo do

fungo C. albicans sobre as superficies metalicas que previamente foram tratadas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biomateriais metalicos

A pesquisa com biomateriais destaca-se atualmente a nivel mundial. Tal fato ocorre
pela sua capacidade de interliga-se com o organismo e assim substitui-los parcialmente ou
completamente. Um biomaterial ¢ uma estrutura natural ou artificial e de caracteristicas nao
farmacéuticas que mostra aspectos anatdmicos e biocompativeis favoraveis ao
desenvolvimento celular sobre eles. Biomateriais como o titdnio e suas ligas vem se
mostrando promissores por apresentar os aspectos citados neste paragrafo, bem como ser
resistente a corrosdo (OLIVEIRA et al, 2010; PARITHIMARKALAIGNAN;
PADMANABHAN, 2013; SARTORETTO et al., 2015; TODROS; TODESCO; BAGNO,
2021).

2.1.1 Titanio e suas ligas

Em 1791, Willian Gregor estudou a areia magnética e areia negra (FeTiO3).
Curiosamente ele decidiu retirar o ferro delas com um ima, e ap6s isso, tratd-las com acido
cloridrico chegando assim ao 6xido de um novo elemento, antigamente nomeado por ele por
mecanicista ¢ hoje sendo denominado titanio. Quatro anos ap6s grandioso feito o titdnio
também foi observado no rutilio (TiO2) e cento e trinta e cinco anos apds a honrosa
descoberta finalmente o titdnio migrou das prateleira laboratoriais e em fim chegou as

industrias (BARBOSA et al., 2018).

O titanio (Ti) € o quarto material mais predominante na terra, ficando atrds somente do

aluminio, ferro e magnésio. Atualmente ¢ possivel encontrar dois tipos de titanio: puro ou
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suas ligas. Rotineiramente, o titdnio puro apresenta-se com formato hexagonal, porém
modifica-se para o aspecto ctiibico quando atinge temperaturas superiores a 882°C (Figura 1)

(SALIHU et al., 2019).

Figura 1 - Imagem representativa do titdnio nas fases hexagonal e clibica. Ao atingir temperaturas superiores a

882°C a fase hexagonal do titdnio modifica-se para ctbica.

Fonte: Alencar, 2002.

Ao observar suas propriedades, ¢ possivel encontrar no titanio pequena quantidade de
ferro (Fe), oxigénio (O), nitrogénio (N), carbono (C) e hidrogénio (H). O oxigénio e o ferro
tem um papel fundamental para o titanio, pois fornece a ele resisténcia contra possiveis
deformidades (BAUER, 2007). Além disso, o titdnio (Ti) possui uma alta capacidade de
interagir com o oxigénio presente no ambiente. A sua ligacao a ele tem capacidade de formar
um filme extremamente aderente e continuo sobre sua superficie, tornando-o altamente

resistente a corrosdes (ISHII; ODA; KANEKO, 2003).

Tradicionalmente no campo médico, o titanio ¢ bastante utilizado sendo associado as
suas ligas. A liga titdnio — 6 aluminio — 4 vanadio (TI6ALV4) apresenta-se em alta, pois
quando comparada, por exemplo, a ligas de cobalto e ago inoxidéavel, a TI6ALV4 encontra-se
em vantagem por apresentar biocompatibilidade, leveza e alta resisténcia a corrosdo,
tornando-se essencial para o sucesso clinico, como por exemplo no o desenvolvimento de
ossos e articulagdes artificiais e implantes dentarios (AHMED et al., 2014; JESUINO et al.,
2001; SALIHU et al., 2019).

O sucesso da liga TIGALV4 se deve as capacidades do aluminio e o vanddio
estabilizarem as denominadas fases alfa (a) e beta (f) presentes no titanio, tornando-se entao
uma fase denominada alfa + beta (nesta liga) podendo assim ser utilizada em temperatura

ambiente e conferindo todas as propriedades mencionadas no paragrafo anteriormente citado
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(ALENCAR, 2002; BAUER, 2007). A figura 2 elenca diversos biomateriais usados no campo
médico, dentre os o Ti e a TI6AIVA4.

Figura 2 — Aplicabilidade dos biomateriais em diversas regides do corpo, desde o cranio até o pé.

“  Cranial implants:
/ 3D printed Ti and TisAl,V

' Macxillofacial implants:
g Stainless steel, Co-Cr
v alloys, Ti, TiscALV

Stents:
-_— Stainless steel, Co-Cr
alloys, Nitinol (NiTi)
* Joint replacements:

—_— Stainless steel, Co-Cr
alloys, Nitinol (NiTi)

Bone fractures:
#  Stainless steel, Co-Cr
alloys, Ti, TicAlLV

Bone scaffold:

Co-Cr alloys, Ti,
TisAlL:V and degradable
metals like Mg

Fonte: Bencina et al., (2021).

2.2 Modificacoes de superficies metalicas e seus beneficios

As modificagdes das superficies metélicas surgem no campo da ciéncia com o intuito
de promover beneficios ao organismo humano, desde sua bicompatibilidade ao ser
implantado, até a melhora da energia de superficie, facilitagdo na adsor¢ao de proteinas,
recepcdo e desenvolvimento celular, adesdo e total ancoragem, controle de microrganismos.
Todos esses fatores agem em favor da osseointegracdo (ABREU et al., 2021; MENDES;
DAVIES, 2016; KLAMPFL, et al., 2012).

Atualmente, o titdnio mostra-se em alta para utilizacdo na clinica médica, pois
apresenta alta capacidade de biocompatibilidade e capacidade de se adequar a osseointegragao
(COSTA et al., 2015). O titanio ainda pode ser tratado por diversas formas, como por ataque-
acido, jateamentos associados a ataque acido e plasma. Todos esses métodos, quando usados
sobre ele favorecem ainda mais a sua compatibilidade com os tecidos corporais (ABREU et

al., 2021).
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O ataque-acido quando realizado sobre o titdnio tem a capacidade de melhorar a
adesdo de células dsseas e sua formacdo. Isso acontece porque as superficies tornam-se
rugosas, com um maior padrdo de molhabilidade e aumentam a sua energia de superficie, o
que sdo fatores de grandiosa importancia para o processo de osseointegracao (VELASCO-

ORTEGA et al., 2019).

O jateamento associado ao ataque 4cido também apresenta seus beneficios quando
aplicados sobre o titdnio. Ao atingir a superficie deste material, suas propriedades fisico-
quimicas sdo alteradas. Nesse caso, a chegada da rugosidade e melhora na energia de
superficie sdo pontos cruciais para a osseointegracao. Tais fatores benéficos ocorrem pelo
aumento da zona de contato (superficie-células Osseas), tornando assim a regido jateada
favoravel ao crescimento dsseo. Apesar de sua atuacdo em superficies, esta técnica requer alto

custo e tempo para obtencao de sucesso (ABREU et al., 2021; BASSI et al., 2020).

O plasma, conhecido como o quarto estado da matéria e que pode ser gerado em
ambientes laboratoriais apresenta-se como um grande método para promover uma melhora de
biomateriais no campo médico. Suas ag¢des, geradas pelo choque dos 4tomos com o oxigénio e
o hidrogénio sdo promissoras, pois tem a capacidade de inativar bactérias, formar filmes finos
sobre superficies metalicas, além de modifica-las em condigdes favoraveis para o uso clinico
(NASCIMENTO NETO, 2013; NISHIME, 2015). O tratamento por meio do plasma confere
beneficios satisfatorios para estruturas como os biomateriais, pois tendo entrado em contato
com eles terd a capacidade desinfeta-los, torna-los resistentes a corrosdes (BRAZ, 2019) e

melhorar a sua biocompatibilidade (JUNG et al., 2010).

2.3 Molhabilidade

A capacidade de um liquido molhar determinado sélido ¢é conhecida por
molhabilidade. Isso significa que uma superficie pode atrair-se ou repelir-se ao meio hidrico.
Essa capacidade de interacdo ¢ comumente mensurada por meio do angulo de contato, sendo
esse caracterizado pela zona de interagcdo solido/liquido. Este angulo pode ser classificado
como de carater superhidrofobico (> 150°), hidrofébico (> 90°), hidrofilico (< 90°) (Figura 3)
e superhidrofilica (< 10°). Quanto maior o molhamento menor o angulo de angulo de contato,
indicando uma melhor hidrofilicidade da superficie (CHEN et al,, 2016; COUTINHO;
ELIAS, 2009; DRELICH et al., 2011; DRELICH; CHIBOWSKI, 2010; MARMUR et al.,
2017).
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Figura 3 — Angulo de contato das superficies. A) Hidrofilica e B) Hidrofobica.

(b)

(a)

0<90° f - 9N°
Fonte: Chen et al., (2016).

A literatura cientifica relata a importancia da hidrofilicidade para sucessos clinicos
como a clinica de implantes, uma vez que quanto maior a hidrofilicidade melhor a energia
superficial do material. Tal fato repercute na formagao de grupos funcionais com as hidroxilas
(-OH), melhorando bicompatibilidades de células (DE SOUZA et al., 2023) e reduzindo a
contaminac¢do de microrganismos como o fungo Candida albicans. O titanio e suas ligas sao
exemplos de materiais que podem melhorar a sua hidrofilicidade. O plasma atmosférico a frio

se mostra como um método capaz de promover tal comportamento nessas superficies (Figura

4) (JELIL, 2015; MAISCH et al., 2012; TSUJITA et al., 2021).

Figura 4 — Angulo de contato sobre superficies de titinio tratadas com plasma atmosférico a frio. A — superficie
sem tratamento. B — superficie tratada.

A B

Fonte: Autoria propria.

2.4 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por Raio — X (XPS)

A espectroscopia de fotoelétrons excitados por Raio — X (XPS) ¢ uma técnica
comumente usada para a avaliacdo de uma superficie que baseia-se na interacdo de fotons
com a matéria. Tal técnica foi primeiramente observada em 1894 pelo germanico Wilhelm
Conrad Roentgen e consiste com a radiag@o eletromagnética originada da fonte de raios X que

alcancam a superficie da amostra, repercutindo assim na eje¢ao de fotoelétrons, os quais sao
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selecionados através de um analisador (figura 5), que por final chegam ao detector e

determinam assim a composi¢ao de uma superficie (NASCIMENTO-DIAS; ANJOS, 2021).

A técnica do XPS ¢é comumente avaliada por meio de um gréfico, onde se observa um
eixo horizontal expressado pela energia de ligacdo em elétrons-volts (eV) e outro vertical
contendo a intensidade do pico de energia (BENIGNA, 2014). A partir dai ¢ possivel
compreender a formacdo de estruturas elementares em um determinado material. Como
exemplo de tal formacgdo pode citar a acdo do Plasma atmosférico a frio ao formar grupos
hidroxilas sobre uma superficie metalica que recebeu suas espécies reativas de oxigé€nio
(ROS). As hidroxilas sao fundamentais para manter um material mais hidrofilico e reduzir a
presenca de microorganismos como Candida albicans (BENETOLI, 2011; JELIL, 2015;
MAISCH et al., 2012).

Figura 5 - Acao do XPS sobre a amostra. A radiagdo eletromagnética alcanca a amostra € promove a ejecao de
elétrons para o analisador.

Analisador

AN
Amostra

Detector

Fonte: (NASCIMENTO-DIAS; ANJOS, 2021).

2.5 Fungo Candida albicans e suas implicac6es em biomateriais metalicos

Candida albicans ¢ um fungo encontrado e diversas regides do nosso corpo como
boca, pele, sistema digestorio e genital. Se em algum momento os mecanismos de defesa do
nosso corpo estiverem fragilizados esse microrganismo crescera de maneira anormal,
repercutindo em uma doengca chamada candidiase (ALTERATIONS et al., 2023;
WANACHANTARARAK; SUANPOOT; NISOA, 2019).

Além das regides corporais citadas, Candida albicans ¢ um dos principais
microrganismos capazes de crescer em superficies abidticas, com ¢ o caso de implantes
médicos. O seu desenvolvimento vai desde a migracdo da levedura até o material, seguindo

para um processo de adesdo, com proliferacdo de hifas e pseudohifas, formacao de biofilmes e
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dispersdao celular (UPPULURI; PIERCE, 2009). A figura 6 esquematiza a acdo deste

microrganismo.

Figura 6 — Fase de adesdo, proliferacdo e formacao de biofilme e dispersdo de Cdndida albicans.

1. Initial attachment of planktonic cells 2. Proliferation and filamentation
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Initial adhesion
Hwp1p, Hwp2p, Alsip,
Eapip, Als1-8p Nrgip, Tye7p Alg);g, Hy‘;’s’p’l’&p]pl"

Tecip, Egfip, / Pgaip, Pgaiop, Idh1
Ndt8op, / SRR W
Ace2p, Snfsp

—

3. Biofilm maturation and ECM formation 4. Biofilm dispersion
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Fonte: Ponde et al., (2021).

Uma vez que formado o biofilme, esta levedura se torna extremamente nociva, pois se
mostra bastante resistente a antifungicos, promovendo riscos de toxicidade medicamentosa
aos pacientes. Em muitas ocasides torna-se necessaria a substituicdo do implante, gerando
assim riscos cirargicos (PONDE et al., 2021). Levando em consideragdo os possiveis riscos
citados por este autor, o plasma atmosférico a frio se apresenta como uma estratégia favoravel
para refrear este microorganismo evitando assim as possiveis complicacdes clinica citadas

(EBRAHIMI-SHAGHAGH]I et al., 2021).

2.6 Osseointegracio

Desde 1952, pesquisadores das universidades de Lund e Goteberg ja observavam a
capacidade de um osso regenerar-se apds sofrer um trauma. De maneira ainda mais
significante, em 1960, Branemark observou que o osso fraturado, ao entrar em contato com o
titdnio, se aderiu a ele e conseguiu regenera-se nesta regido. Hoje, sabe-se que este processo
se remete a osseointegracao (JAYESH; DHINAKARSAMY, 2015;
PARITHIMARKALAIGNAN; PADMANABHAN, 2013; VAIDYA et al., 2017). Para que a
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osseointegracdo aconteca com sucesso, ¢ de suma importancia que a mesma esteja livre de
microrganismos como Candida albicans, uma vez que a chegada deste a sitios metalicos pode

causar o processo de rejeicdo (UPPULURI; PIERCE, 2009).

A osseointegragdo pode ser definida como a ancoragem do tecido 6sseo ao implante,
de tal forma que se obtenha uma carga funcional. Para que essa conexao estrutural e funcional
entre as células Osseas e a superficie aconteca de maneira significativa, fatores fisiologicos
como a coagulagdo sanguinea no local do trauma, a angiogénese e presenca de células
perivasculares mostram-se como de suma importancia (LIDDELL; AJAMI; DAVIES, 2017;
MENDES; DAVIES, 2016).

A coagulacao sanguinea ocorrera como consequéncia da hecompatibilidade (interacao
entre o sangue e o implante). Este processo ird favorecer a adesdo das plaquetas e
trombogenicidade, bem como a ativacdo da cascata de coagulacdo seguida da agdo do sistema
completo, formando assim o coagulo, sendo ele de suma importancia para as etapas
subsequentes, como a formac¢ao de novos vasos sanguineos (JAYESH; DHINAKARSAMY,
2015; REZENDE et al., 2015).

A angiogénese, ou seja, a formacdo de novos vasos sanguineos se mostra como de
suma importancia para a osseointegragdo, pois € na periferia dos vasos onde se alojam as
células peri-vasculares (Figura 7). Sao essas células que irdo migrar até a superficie do
implante e se diferenciar em osteoblastos secretoriamente ativos e assim produzir matriz
Ossea, iniciando assim o processo de adesdo e ancoragem Ossea presentes na osseointegragao

(MENDES; DAVIES, 2016).

Figura 7 — Angiogénse durante a osseointegragdo. Observar células perivasculares (cor verde) migrando dos
vasos sanguineos e diferenciam-se em osteoblastos sobre a superficie do implante. A partir dai se inicia o
processo de osteogénese.
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Classicamente, o processo de osseointegragdo estd divido nas seguintes fases:
osteoconduc¢ado, formacao dssea e remodelacao o6ssea. A osteoconducao refere-se a migragao
de células perivasculares antecessoras osteogénicas até a superficie do implante. Apds sua
chegada, elas se diferenciam em osteoblastos e inicia a secrecdo de matriz 6ssea. A formacgao
Ossea remete-se a composicao do tecido 0sseo, que € a matriz extracelular mineralizada de
colageno com presenca de osteocitos. Os osteoblastos, antes de se diferenciar por inteiro,
secretam matriz extracelular mineralizada sem a presenca de coldgeno denominada por linha
cementante que ird ocupar a superficie do implante. Apds a completa diferenciacao
osteoblastica, finalmente uma matriz extracelular mineralizada com coladgeno sera secretada
sobre a linha cementante com consequente formacao Ossea. Por fim, a remodelacdo Ossea
remete-se a atividade osteocldstica seguida de acdo osteoblastica, culminando na
mineralizagdo sobre a superficie do implante (MARCO et al., 2005; MENDES; DAVIES,
2016).

Outros fatores de suma importdncia para que osseointegragdo aconteca ¢ a
biocompatibilidade e adsor¢do de proteinas. A biocompatibibilidade refere-se ao implante
fornecer condicdes ideais para que o crescimento e fixacdo dssea acontegam. Das diversas
amostras disponiveis no mercado, o titanio (Ti) e a liga titdnio — 6 aluminio — 4 vanadio
(TI6ALA4V) se apresentam como fundamentais para a osseointegragao, pois demonstram boa
resisténcia a corrosao, adequada rugosidade e hidrofilicidade, favorecendo assim adequado
crescimento celular. A adsor¢ao de proteinas refere-se a fixacao de proteinas sobre o implante
apos o contato com fluidos fisiologicos. A adsor¢do de proteinas mostra-se de suma
importancia, desde a sua interagdo com as plaquetas até o processo de adesdo, proliferagao e
diferenciagdo celular (HAO et al., 2021; PARITHIMARKALAIGNAN; PADMANABHAN,
2013; REZENDE et al, 2015). Vale salientar que para o sucesso clinico, ¢ de suma
importancia que a mesma esteja livre de agentes invasores como Candida albicans (PONDE

etal.,2021).

2.7 Consideracgodes gerais sobre o plasma

Em 1879, o inglés e graduado em fisica, Willian Crookes identificou o plasma pela
primeira vez. Em 1929, Irving Langmuir foi ainda mais adiante quando enxergou o plasma

como um gas ionizado (ALVES et al., 2018).

Comumente um gas apresenta elétrons e ions livres. Se essas particulas estiverem em

numeros significativos, havera proximidade entre elas e consequentemente ocorrerdo colisdes
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de tal forma em que haja uma reacdo coletiva, e como resultado, teremos a formagao de um
gas ionizado, como ¢ o caso do plasma. Assim, o plasma pode ser definido como um

ambiente composto por particulas carregadas e neutras que se comportam coletivamente

(ALVES, 2018; BENETOLIL 2011).

O plasma ¢ formado em descargas elétricas, na aurora boreal, nas estrelas, em
nebulosas e ventos solares, mas também pode ser produzido em laboratério por meio de
prototipos geradores de carga elétrica, com gas e direcionadores de fluxo (ALVES et al.,

2018).

2.8 Tipos de plasma

2.8.1 Plasma de baixa pressao

O plasma pode existir desde pressdes muito baixas, como no espago cosmico (10
torr), quanto altas pressoes (>103 torr) (NISHIME, 2015). O seu gés ionizado ¢ formado pela
colisdo entre os ions e elétrons. Como os elétrons possuem massa muito inferior as demais
espécies, a temperatura do plasma dependera da capacidade dos elétrons distribuir sua energia
com as demais particulas. Geralmente, se a pressdo ¢ muito baixa, a frequéncia de colisdo
elétron-particula ¢ baixa e, assim, a diferenga de energia dos elétrons serd muito maior que do
plasma. Se a pressdo for alta, havera maior frequéncia de colisdo e, portanto, a energia
cinética dos elétrons, ou temperatura do elétron, ¢ aproximadamente igual a energia cinética
média do plasma (FERREIRA, 2015). Assim, de maneira geral a temperatura do elétron ¢
muito maior que a temperatura do plasma (Te > Tplasma), para baixas pressoes. Quando isso

acontece dizemos que o plasma ¢ frio.

2.8.2 Plasma atmosférico a frio (CAP)

Nos ultimos 25 anos comecaram a surgir uma modalidade de plasma pouco
convencional, denominado plasma atmostérico a frio (CAP). Esse tipo de plasma, apesar de
estar em alta pressdo, atende aos critérios acima de plasma frio, ou seja, Te > Tplasma. A
geracdo do mesmo deverd atender aos seguintes critérios: (a) suprimindo os “streamers”
usando pulsos de tensdo curtos (<10 ns); (b) usando descarga por barreira dielétrica; (c)
utilizando altas taxas de fluxo de gas; (d) utilizando formatos especiais de eletrodo; (e)
selecionando um gas apropriado. Atualmente, existem configuragdes que podem ser aplicadas
ao plasma, e uma delas ¢ a descarga por barreira dielétrica (DBD). Esta modalidade consiste

em dois eletrodos metalicos, onde pelo menos um deles deve ser envolvido por uma camada
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dielétrica. Vale salientar que para o plasma atmosférico funcionar estavelmente, o espaco

entre os eletrodos deve ser milimétrico (ALVES JUNIOR, 2020).

Energeticamente, os estudos mostram que os plasmas sdo utilizados por meio de
voltagens e frequéncias. As primeiras variam entre 5 e 40 Kv (NASCIMENTO NETO et al.,
2015), enquanto que as segundas podem chegar a 640 Hz (ALVES JUNIOR, 2020). A
variacdo de tais parametros ¢ beneficamente utilizada em inimeros campos cientificos, que
varia desde a agricultura e seguranca, até a medicina, como € o caso dos implantes metalicos
em beneficios da osseointegracdo (CHOIL; UHM; KAUSHIK, 2021). A figura 8 representa

um modelo de CAP gerado em laboratorio.

Figura 8 — Prototipo de plasma atmosférico a frio criado em laboratorio ligado a uma fonte. Observa-se na

figura: fonte de energia, cilindro de gés, tubo direcionador de fluxo e o jato de plasma.

Jato de Plasma

Fonte: Adaptado de Nascimento et al., 2015.

Becker et al., (2020) apresenta em sua publicacdo uma estratégica para aplicagao do
plasma atmosférico em uma superficie metalica. Com uma amostra de titdnio localizada no
centro do CAP, a varredura seguird um formato de cruz, totalizando 5 pontos
esquematizando-se da seguinte forma: Ponto 1 (centralizado); Ponto 2 (sobre o ponto 1);
Ponto 3 (a direita do campo de visdao do aplicador); Ponto 4 (inferior ao ponto 1); Ponto 5 (a
esquerda do campo de visdo do aplicador). A seguir, a figura 9 simplifica este caminho

percorrido com o CAP pelo autor.
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Figura 9 — Aplicacdo do CAP seguindo um processo de varredura por toda a amostra.

Fonte: Becker et al., (2020).
2.9 Efeito do CAP nas modificagdes em superficies metalicas

O plasma quando direcionado a uma superficie metalica pode trazer a ela varios
beneficios, que variam desde a promocao da rugosidade, hidrofilicidade, ao aumento da
energia de superficie (Figura 10). Todos esses fatores favorecem para que os implantes
tornem-se biocompativeis (CHOI;, UHM; KAUSHIK, 2021; MAISCH et al., 2012;
NASCIMENTO NETO et al., 2015).

Figura 10 — Efeitos do plasma sobre superficies.
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Fonte: Adaptado de Bencina et al., (2021).

Quando o plasma incide numa superficie metalica, ele tem a capacidade de promover
nanoestruturagdes, ou seja, promover rugosidades. As rugosidades sdo de suma importancia

em implantes como TI6AIV4, pois influenciard diretamente na adesdo, crescimento e
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proliferagao celular, fator de suma importancia para uma significativa implantacao

(BENCINA et al., 2021).

A aplicagdao do CAP em superficie de implantes altera a molhabilidade dos mesmos e,
como consequéncia a hidrofilicidade. Tais fatores mostram-se como fundamentais para agdes
como adsorc¢do de proteinas e aumento da energia de superficie, repercutindo assim em boas
adesoes celulares e inibicao de leveduras. Como consequéncia positiva tem-se uma melhora
da interacdo entre a cé€lula, como por exemplo, a célula 6ssea e a superficie, favorecendo
assim a uma regeneragdo Ossea adequada pelo fato de se ter um material livre de
microrganismos (BRANY et al., 2020; KLAMPFL et al., 2012; REZENDE et al., 2015;
SHON et al., 2014).

Bactérias, fungos e seus biofilmes mostram-se como fundamentais na interferéncia de
uma plena implantagcdo. O plasma a frio apresenta em sua composicao radical hidroxila (-
OH), oxigénio atémico (O), peroxido de hidrogénio (H,O,) e Ozobnio (O;), sendo em
conjuntos denominados espécies reativas de oxigénio (ROS). Quando o CAP ¢ aplicado sobre
microrganismos, as ROS presentes nele apresentam acdo bactericida e fungicida pela sua
capacidade de romper suas paredes celulares. Como consequéncia, bactérias e fungos
destruidos pelo plasma ndo evoluem com a formagao de biofilmes e assim ndo interferem na
funcionalizacdo do implante (ALTERATIONS et al., 2023; BENCINA et al., 2021; BRITO et
al.,2022; JUNG et al., 2010). A figura 11 mostra o efeito do Plasma sobre microrganismos.

Figura 11 — Efeitos das propriedades do plasma sobre microrganismos. O plasma quando direcionado tem a
capacidade de danificar a parede celular, gerando danos ao contetido interno.
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Fonte: Brito et al., (2022).
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2.10 A durabilidade do tratamento de superficies

A durabilidade de uma superficie que recebeu algum tratamento ¢ raramente
investigada, porém ¢ um fator muito importante para o campo médico, uma vez que a
manuten¢do das suas propriedades fisico-quimicas sdo primordiais para possiveis interagdes

(ATT et al., 2009).

O estudo citado no paragrafo anterior demonstrou que o envelhecimento da superficie,
ou seja, a perda da sua vida util acontece ao longo de tempo. Nele, osteoblastos foram
cultivados em superficies de titanio tratadas com ataque acido imediatamente apos tal
acontecimento, 3 dias depois, 2 semanas e 4 semanas apos tratamento. Assim, foi observado
que aspectos como capacidade de adsorcao de proteinas e a migracao, fixagdo, disseminagao,
proliferagdao e mineralizagao de osteoblastos diminuiram substancialmente em superficies de

titdnio antigas.

BENCINA et al. (2021) demonstra que superficies tratadas com plasma de
revestimento também apresentaram envelhecimento. Uma ocorréncia atribuida por ele a
sobrevida das amostras ¢ a exposi¢ao ao carbono atmosférico que fard com que aconteca o
enfraquecimento da espécime tratada com o géas ionizado. Ele também cita que materiais
armazenados em recipientes selados tendem a apresentar um envelhecimento retardado,
porém nao ha relatos sobre a vida ttil de ligas de titanio que foram seladas com papel de grau

cirtrgico e tratadas com o plasma atmosférico a frio.

No que se refere ao envelhecimento, as superficies metalicas estdo vulnerdveis a tal
ocorréncia, uma vez que, independente do plasma utilizado elas tendem a retornar ao seu
estado normal devido aos hidrocarbonetos se infiltrarem nos sitios metalicos, reduzindo assim

a resposta alcangada pelo plasma (BERGER et al., 2021; PRYSIAZHNY1 et al., 2012).
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3. OBIJETIVOS

3.1 Geral

- Avaliar a capacidade do plasma atmosférico a frio sobre o aumento da
hidrofilicidade e prevenc¢do de contaminacdo fingica em superficies de Ti6Al4V

previamente seladas em grau cirurgico.

3.2 Especificos

- Caracterizar a molhabilidade em superficies da liga Ti6Al4V tratadas e ndo tratadas

pelo CAP.

- Analisar o tempo de envelhecimento do tratamento de CAP sobre superficies

metalicas da liga Ti6Al4V.
- Analisar a composi¢ao quimica das superficies da liga Ti6Al4V tratadas pelo CAP.

- Analisar a adesdo e o crescimento de cepas (ATCC 10231) de Candida albicans
sobre superficies da liga Ti6Al4V controle e tratadas pelo CAP seladas em grau

cirrgico.

- Compreender a influéncia do CAP sobre a prevencao de contaminagdo pelo fungo de

cepas (ATCC 10231) de C. albicans.
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4. MATERIAIS E METODOS

No presente trabalho foram utilizados discos da liga titdnio — 6 aluminio — 4 vanadio
(TI6ALV4). Os discos foram serdo fornecidos pela empresa Titaniumfix A.S. Technology
Componentes Especiais Ltda. Esta pesquisa utilizou o método de tratamento por plasma
atmosférico a frio (CAP). Os discos foram tratados no Laboratério de Processamento de
Plasma da UFERSA e selados em grau cirtrgico no Laboratdrio de tecnologias reprodutivas e
inovagdes em modelo animal (TRIMA). Os discos foram as superficies para o cultivo de
cepas de C. Albicans (ATCC 10231) e avaliagdo da molhabilidade. O cultivo das cepas

ocorreram no Laboratdério de Microbiologia Veterinaria (LAMIV).

4.1 Preparacio dos discos de titanio

Neste trabalho foram utilizados 25 discos da liga Ti6Al4V com 9mm de diametro e
Imm de espessura. Inicialmente, os discos foram lixados de maneira gradual, com lixas de
carbeto de silicio (SiC) com diferentes granulometrias, 220, 400, 600, 1500 e 2000 MESH e
polidas em solucao coloidal 40% Silica (0,03 p) e 60% de peroxido de hidrogénio a 35%,
durante 30 minutos. Apds esse procedimento todas as amostras foram limpas por imersao dos
discos na cuba de ultrassom em soluc¢do de 0,5% de detergente enzimatico (DEIV), seguida
pelo etanol absoluto e lavagem com agua bidestilada. Cada lavagem durou 10 minutos.
Depois de lavados e secos, os discos foram selados em grau cirargico. 20 discos foram
destinados a realizar o tratamento a plasma CAP durante 15 minutos com uma distancia de 20
+ 1 mm entre a amostra e a saida do plasma. Foram utilizados os seguintes parametros do
plasma: Tensdo de 13 kV, frequéncia de 600vHz e 1,5 L/min de hélio sobre as amostras. O
tratamento com CAP foi aplicado em cinco pontos estratégicos nos discos selados em grau
cirtrgico. Cada ponto recebeu um tempo de 3min de tratamento, realizando assim a varredura

em toda a superficie do disco.

Para avaliagdo do efeito do CAP sobre a molhabilidade os discos selados em grau
cirtrgico foram avaliados imediatamente apos o tratamento (n=5), 1(n=5) dia, 3 (n=5) dias e
5(n=5) dias apo6s o tratamento. 5 discos foram usados como grupo controle para fins de
comparacdo. Para a realizacdo da molhabilidade os discos foram retirados do grau cirurgico

somente nos seus respectivos dias de andlise.
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4.1.1 Caracterizacao das superficies dos discos de titinio

A molhabilidade foi avaliada ao mensurar o angulo formado por uma gota de 20 pl de
agua deionizada pipetada sobre as amostras que foram retiradas do grau cirurgico somente em
seus dias de andlise. Através de captura da imagem com uma camera de video do goniometro
e foi possivel captar as imagens da gota (BRAZ et al., 2019). O software Imagel foi utilizado

para medir o angulo de contato.

4.1.2 Composicdo quimica da superficie

O estado de elétrons na superficie da liga Ti6Al4V com e sem tratamento com CAP
foi determinada através de espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS) com uso de
radiagdo Al Kalpha (1486.6 eV) em uma estagdo Omicron-SPHERA. Os espectros de
pesquisa foram adquiridos com uma resolucdo de 50 eV. Os espectros de alta resolucao de
regides especificas foram adquiridos com uma resolugdo de 10 eV. O sinal C 1s do carbono

adventicio em 285 eV foi usado como uma referéncia de energia interna.

4.2 Preparo e contagem das unidades formadoras de colonias (UFC’s)

O preparo do in6culo foi realizado utilizando uma cepa padrao de Candida albicans
(ATCC 10231) cultivada aerobicamente em caldo Brain Heart Infusion (BHI, KASVI) a 37
°C em incubadora por 48 horas. Apds incubadas, a suspensao foi ajustada em solucdo estéril
de cloreto de sodio a 0,85% até atingir uma absorbancia de 0,08 a 0,1, equivalente a uma
concentracio de 10%mL (padrio de turbidez 0,5 da escala de McFarland), confirmado
utilizando espectrofotdmetro a 530 nm. Aliquotas de 500 pL da suspensao de C. albicans
foram, em seguida, inoculadas sobre os corpos de prova tratados em grau cirirgico (n=7) e
ndo tratados em grau cirargico (controle, n=7), dispostos em uma placa estéril de 24 pogos,
seguido de incubagdo aerobicamente por 90 minutos (fase de adesao) a 37 °C (PONDE et al.,
2021). Posteriormente, a suspensao foi retirada de cada pogo e estes gentilmente lavados duas
vezes com solugdo salina (0,85%) estéril para remover células ndo aderentes. 10 amostras
foram submetidas a sonicagio em 9ml solu¢io de NaCl (0,85%) (diluigio 10™) para
desprender as células leveduriformes aderidas e em seguida a suspensao obtida foi submetida
a diluicdo seriada até 10°. De cada dilui¢do, foram inoculadas microgotas de 10 pL, em
duplicata, sobre placas contendo Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol, as quais foram
incubadas por 48 horas a 37 °C. Foi entdo realizada a contagem das unidades formadoras de
colonias (UFCs) das dilui¢des de 1072 e 10, seguida de média, sendo os dados expressos em

UFC/mL.
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4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Discos de Ti6Al4V somente polidos e tratados com CAP, ap6s inoculagdo e incubagao
com cepas de C. albicans , conforme descrito acima, foram embebidos em solugdo de
glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato pH 7,4 em temperatura ambiente durante 2 horas para
fixagdo celular, seguida de pos-fixacdo com tetroxido de dsmio por 1 hora. Por conseguinte,
foi realizada lavagem com agua destilada e desidratacdo em uma série de etanol em
concentracgoes crescentes (25, 50 e 75%) durante 20 min cada e em etanol absoluto durante 60
min. Apds a desidratagdo, as amostras foram metalizadas com filme de ouro 9mm para
permitir a visualizagdo no microscopio eletronico de varredura (SEM-SSX 550 Superscan,
Shimadzu Corporation, Tokyo, Japao). Ao MEV foram realizadas 6 imagens por amostra - 3
campos em aumento de x1000 e 3 em aumento de x2000 - sendo a contagem de pseudo-hifas
realizada manualmente na magnitude de x2000 por um de nossos colaboradores e confirmada

por dois pesquisadores independentes as cegas.

4.4 Analise Estatistica

Os dados da molhabilidade foram submetidos a analise de distribui¢ao pelo teste de
Shapiro-Wilk. Apos encontrada a presenca de normalidade realizou-se a andlise de variancia
(ANOVA), seguido do teste de Tukey’s. O teste T foi realizado para o grupo controle e
tratado das amostras que receberam a inoculacdo de Candida Albicans. Para essas analises foi

utilizando software GraphPAD prism versao 10.1.
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5. RESULTADOS

Os angulos de contato das superficies da liga titdnio-aluminio-vanadio tratadas com
CAP seladas em grau cirurgico se apresentaram significativamente menores em relagdo ao
grupo controle selado em grau cirargico (Figura 12).

Figura 12 - Angulo de contato nas superficies de Ti6AI4V tratadas com plasma atmosférico a frio,
imediatamente ap6s tratamento (D0), 24 horas depois (D1), 72h (D3) e 120h (D5).
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5.1 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio-x (XPS) em amostras da liga
titanio-aluminio-vanadio

5.1.1 Efeito do CAP sobre o processo de oxidacao da Liga Ti6Al4V

Nas representagdes graficas dos resultados do XPS observa-se a capacidade do plasma
atmosférico a frio promover a oxidacdo das amostras da liga titdnio-aluminio-vanadio seladas
em grau cirargico. De uma maneira geral, nota-se que a exposi¢ao das amostras da Liga
Ti6Al4V ao CAP promoveu a oxidagdo na composi¢ao do titdnio que em seu estado normal
se mostrava como Ti4" e que apds tratamento reduziu para Ti3", resultando em um processo

de oxidagdo (Figura 13).
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Figura 13 - Analise de XPS de superficies de Ti6Al4V tratadas por CAP. A — Curvas da analise. B —
Histogramas representativos da quantificacdo da area de Ti.
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5.1.2 Efeito do plasma sobre as quebras de ligacées e formaciao de novos grupos
funcionais

As figuras representativas da andlise de XPS evidenciaram a ag¢do do plasma
atmosférico a frio sobre amostras da Liga Ti6Al4V seladas em grau cirurgico promovendo

quebra de ligagdes e formacao de novos grupos funcionais.

Observa-se que a interagdo do CAP com a superficie da amostra citada promoveu a
quebra de Ti-O-Ti, liberando radicais livres que puderam interagir com umas das espécies
reativas do plasma, que ¢ a hidroxila. Tal contato resultou em picos dos grupos Ti-O-H que se

perduraram como energéticos nas amostras que receberam a intervengao plasmatica (Figura
14).



41

Figura 14 — Analise de XPS de superficies de Ti6Al4V tratadas por CAP. A — Curvas da andlise. B —
Histogramas representativos da quantificagdo da area dos grupamentos formados.
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5.2 Crescimento de cepas (ATCC 10231) de C. abicans sobre superficies de Ti6Al4V

Na tabela 1 verifica-se a média e desvio padrao para UFC’s de Candida albicans em
amostras previamente seladas em grau cirirgico da liga de titanio-aluminio-vanadio controle e

tratadas com plasma atmosférico (CAP).

Tabela 1 — Média e desvio padrdo (DP) da contagem expressa em unidade formadora de colonia (UFC) de
Candida allbicans ATCC 10231 aderidas sobre superficies de Ti6Al4Vcontrole (LC) e tratadas com plasma
atmosférico a frio (LiCap)

Contagem média = DP
LC 50000 + 9,35
LiCAP 26000 + 17,10

Nota-se na tabela acima uma reducao significativa na contagem de UFC das amostras
que receberam o bombardeio do plasma em relagdo aquelas do grupo controle (p < 0,05). A

significancia foi confirmada pelo teste T (Figura 15).
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Figura 15 - Contagem de UFC de cepas (ATCC 10231) de Candida albicans sobre superficies de Ti6Al4V
tratadas (LigaTcap) ou ndo (LigaC) com plasma atmosférico a frio.
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5.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Na andlise morfolégica ao MEV (figura 16), observou-se que mesmo as leveduras
aderidas tiveram sua capacidade de ativacdo reduzida na liga tratada pelo CAP, evidenciado
pela reducdo no numero de pseudohifas formadas (tabela 2) bem como reducio de agregados

leveduriformes.

Tabela 2 - Numero de pseudohifas (média =+ desvio padrao) formadas sobre superficies de Ti6Al4V tratadas
com plasma atmosférico a frio.

Amostras Média/Campo Média Geral e DP
LigaC1 31,6 +22,50
27,66 + 16,31
LigaC2 23,6 +£10,50
LigaCAP1 12,6 £ 1,15
13,17 +£3,31
LigaCAP2 10,6 +£5,03
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Figura 16 - Morfologia de C. albicans sobre as superficies de Ti6Al4V controle (A) e tratadas com CAP (B).
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho demonstrou-se a capacidade do plasma atmosférico a frio para
promover melhora na molhabilidade em superficies de Ti6Al4V seladas em grau cirtrgico. Os
angulos de contato das amostras tratadas se mantiveram significativamente menores por até
cinco dias apos o tratamento. Além disso, este estudo também evidenciou a sua capacidade de
prevenir o crescimento ¢ formacdo de pseudohifas de cepas do fungo Candida albicans
depositados sobre superficies de Ti6Al4V tratadas em grau cirurgico. A relagdo entre a
molhabilidade da liga Ti6Al4V e a redugdo fingica também deve ser levada em consideragao,
uma vez que as amostras que se apresentaram com melhor hidrofilicidade juntamente

exibiram menor UFC’s.

Segundo Leite et al, (2020), a molhabilidade ¢ capacidade do liquido molhar o
solido, a qual ¢ medida através do dngulo de contato do liquido com a superficie do material.
A estratégia mais frequente para se aplicar esta variavel visa atuar em amostras com suas
superficies lisas, e a gota séssil ¢ uma delas (GITTENS et al., 2013). No presente trabalho, as
amostras de Ti6Al4V foram produzidas e polidas ao ponto de apresentarem suas superficies

lisas, permitindo assim a avaliacdo da molhabilidade por meio de gota séssil.

A molhabilidade pode ser avaliada pelo o angulo de contato, sendo este ultimo
definido como o angulo formado na zona de interacdo solido/liquido (MARMUR et al.,
2017). Conforme Chen et al., (2016) este angulo pode ser de carater superhidrofobico (>
150°), hidrofobico (> 90°), hidrofilico (< 90°) e superhidrofilica (< 10°). Quanto maior o
molhamento menor o dngulo de dngulo de contato, indicando uma melhor hidrofilicidade da
superficie (COUTINHO; ELIAS, 2009). No presente trabalho, todas as amostras da liga
Ti6Al4V apresentaram-se com padrao hifrofilico (< 90°), no entanto o tratamento com CAP
nas amostras seladas com grau cirurgico foi capaz de potencializar essa molhabilidade, com

angulos de contato em média de 48,9° para amostras logo apos o tratamento.

O tratamento com CAP mostrou sua capacidade para promover o aumento da
hidrofilicidade nas amostras de Ti6Al4V seladas em grau cirurgico até o quinto dia apos sua
intervencdo. A manutencdo da hidroficilidade destas amostras se mostra primordial para
manuten¢do de sua vida util bem como para torna-la livre de microrganismos. Também se
observou em relacdo ao tratamento com CAP, que, com o passar do tempo o angulo de

contato das amostras que receberam tratamento tendem a aumentar, gerando assim um padrao
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de envelhecimento, no entanto até cinco dias esses angulos foram significativamente menores

que as superficies controle.

No que se refere ao envelhecimento, as superficies metalicas estdo vulneraveis a tal
ocorréncia, uma vez que, independentemente do plasma utilizado elas tendem a retornar ao
seu estado normal devido aos hidrocarbonetos se infiltrarem nos sitios metalicos, reduzindo
assim a resposta alcangada pelo plasma (BERGER et al., 2021). BENCINA et al., (2021)
também demonstraram este fato e complementa que esta ocorréncia ¢ retarda quando os
materiais s30 armazenados em ambientes selados. Nesta dissertacdo, observou-se que o
envelhecimento das amostras de Ti6Al4V tratadas com CAP e seladas em grau cirtrgico
ocorreram com o passar do tempo, no entanto as superficies se mantiveram mais hidrofilicas

que o controle até o quinto dia apds tratamento.

O plasma atmosférico a frio (CAP) ¢ uma modalidade de plasma de baixa temperatura
e do tipo ndo térmico. A geracdo do seu meio acontece em ambientes laboratoriais onde sao
desenvolvidas estratégias para produzir este gads com caracteristicas ionizadas, dentre elas
tem-se os prototipos capazes de gerar este meio (BARDOS; BARANKOVA, 2010;
NASCIMENTO NETO et al., 2015; NISHIME, 2015). O CAP apresenta em sua composi¢ao
as espécies reativas de oxigénio (ROS), como radical hidroxila (OH) e Ozo6nio (O3)
(ANUNTAGOOL et al., 2023; DOMONKOS et al., 2021; SCHOLTZ et al., 2015). Quando
direcionado a uma superficie metalica pode trazer a ela varios beneficios, que variam entre a
promog¢do da rugosidade, hidrofilicidade, melhora da energia de superficie, e bloqueio na
formagao biofilmes. Todos esses fatores favorecem para que os implantes tornem-se
biocompativeis (ALVES JUNIOR, 2020; CHOI; UHM; KAUSHIK, 2021; NASCIMENTO
NETO et al., 2015).

Ao atingir uma superficie, o plasma atmosférico a frio tem a capacidade de quebrar
suas ligagdes, gerando radicais livres, que por sua vez interagem com o CAP formando novos
grupos funcionais, como as hidroxilas (-OH) que sdo fundamentais para melhorar a energia
superficial de um material, repercutindo diretamente em aspectos como melhora da
molhabilidade e redugdo de microrganismos (BENETOLI, 2011; JELIL, 2015; MAISCH et
al.,2012).

O tratamento com CAP realizado no presente estudo sobre as amostras de Ti6Al4V
seladas em grau cirtrgico foi capaz de aumentar a molhabilidade destas superficies através da

formag¢ao dos seus grupos funcionais (hidroxilas), além de manté-las por até cinco dias apos
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tratamento. Desta forma, o CAP mostra-se de suma importancia para preservacao de um meio

mais hidroifilico nestas superficies, tornando mais funcionais e livres de microrganismos.

Candida albicans ¢ um dos principais microrganismos capazes de crescer em
superficies abioticas, como ¢ o caso de implantes médicos. O seu desenvolvimento vai desde
a migracdo da levedura até o material, seguindo para um processo de adesdo, com
proliferacdo de hifas e pseudohifas e formacao de biofilmes (UPPULURI; PIERCE, 2009).
Tal fato se torna de grande risco, uma vez que formado o biofilme, esta levedura se mostra
bastante resistente a antifingicos, sendo muitas vezes necessaria a substitui¢do do implante
(PONDE et al., 2021). Ainda segundo Ponde e cols (2021) a formagao de biofilme sobre
superficies de implantes predispde esses pacientes a riscos cirurgicos relacionados a
osteomielite e de toxicidade medicamentosa, com uso prolongado de antifingicos. No
presente trabalho, o plasma atmosférico a frio se apresentou como uma fonte favoravel para
refrear a adesdo e crescimento desses microrganismos, evitando assim as possiveis

complicagdes clinicas citadas.

Estudos prévios realizados por Maisch et., (2012), Klampfl et al., (2012) e Brun et al.,
2012 demonstraram o efeito da aplica¢do direta do CAP sobre biofilmes de C. Albicans, no
entanto, o presente estudo ¢ pioneiro em demonstrar que o tratamento de superficies de
Ti6Al4V previamente seladas em grau cirirgico que receberam tratamento com CAP a 13Kv
e 600Hz, em fluxo de gas hélio 1,5 litros min. durante 15 min, foi capaz de inibir a adesdo e o

crescimento de cepas de Candida albicans incubadas sobre as superficies.

Por meio da microscopia eletronica de varredura (MEV) foi possivel observar a agao
do CAP sobre C. albicans, evidenciando sua eficacia na reducdo deste fungo. Segundo Ponde
et al., (2021), este microrganismo tem afinidade por crescer em materiais de caracteristicas
mais hidrofobicas, fato esse comprovado pela contagem de UFC’s nas amostras controle que
nao receberam o plasma. Em contrapartida, aquelas espécimes que foram tratadas com CAP
apresentaram um menor nimero na contagem de colonias. Tal fato se deve as propriedades do
plasma em interagir com as superficies e formar grupos hidroxilas (-OH) que promovem uma
melhor hidrofilicidade deste material e consequente reducdo fungica (JELIL, 2015; MAISCH
etal.,2012; TSUJITA et al., 2021).

A MEV realizada no presente estudo mostrou a eficacia do plasma ao reduzir a média

de pseudohifas nas amostras que receberam sua intervencdo. Tal achado evidencia sua
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importancia ao promover um ambiente mais hidrofilico e assim reduzir a adesdo e

consequente crescimento deste microrganismo sobre as superficies de Ti6AI4V.

A formacgao dos grupos hidroxilas (-OH) sobre as amostras da liga Ti6Al4V deste
trabalho foram observadas através da espetroscopia de foto elétrons excitados por raio-X,
onde a interagdo do CAP com as superficies citada promoveu a quebra de Ti-O-Ti, liberando
radicais livres que puderam interagir com umas das propriedades do plasma, que ¢ a hidroxila.
Tal contato resultou em picos dos grupos Ti-O-H que se perduraram como energéticos nas
amostras que receberam a intervencdo plasmatica. Além do efeito de molhabilidade do CAP
aqui citado, Ademais, os ROS do plasma atmosférico a frio apresentam éxito sobre esta
levedura também quando promove dano em sua parede celular (ALTERATIONS et al.,

2023).
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7. CONCLUSOES

As analises do presente estudo evidenciaram os beneficios do plasma atmosférico a
frio sobre o aumento da hidrofilicidade das amostras da liga Ti6Al4V além de sua capacidade
para reduzir a adesdo e crescimento do fungo C. albicans sobre as superficies tratadas. Dessa

forma, conclui-se que:

- As amostras de Ti6Al4V seladas em grau cirargico e tratadas com CAP

apresentaram-se mais hidrofilicas que aquelas do grupo controle;

- A medida que os dias passaram as amostras de Ti6Al4V seladas em grau cirtrgico e
tratadas com CAP apresentaram envelhecimento do tratamento, evidenciado pela redugdo da
sua hidrofilicidade. No entanto, as superficies se mantiveram mais hidrofilicas que as controle

até pelos menos o quinto dia apds tratamento;

- A formagdo dos grupos hidroxilas e a oxidacdo do Ti mostraram-se de suma
importancia para o aumento da molhabilidade e reducdo fungica nas amostras da Liga

Ti6Al4V;

- A morfologia das superficies seladas em grau cirurgico e tratadas por plasma

mostrou-se com menor colonizagio fingica em relagdo as do grupo controle;

- O tratamento com CAP sobre as amostras de Ti6Al4V seladas em grau cirurgico foi

capaz de prevenir o crescimento de cepas do fungo C. albicans.

- A melhoria da hidrofilicidade relaciona-se com a reducdo do fungo C. albicans.
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