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RESUMO:
O titanio (Ti) é um material bastante utilizado para producdo de implantes cardiovasculares e
0sseos. Apesar disso, ainda a necessidade de buscar estratégias de tratamento para potencializar a
superficie do Ti com a finalidade de aumentar a sua biocompatibilidade, hemocompatibilidade e
prevencdo da contaminagdo por microrganismos. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar
os efeitos do plasma atmosférico a frio (CAP) e nitretacdo a plasma por baixa pressdo (LPP) na
hemocompatibilidade de implantes de titanio e prevencao da contaminacgédo bacteriana. Para tanto,
foram produzidas superficies de titanio polidas, tratadas por CAP e nitretacdo. Apds tratamento, as
superficies foram caracterizadas quanto a molhabilidade pelo método de gota séssil, rugosidade
por microscopia de forca atdmica, estrutura cristalina por difracdo de raios-X e composigéo
quimica por espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS). Para as analises de
hemocompatibilidade foi coletado o sangue em citrato de sodio (1:9) exposto sobre os discos por
30min em estufa de CO2 a 37°C, posteriormente foram avaliados os pardmetros sanguineos,
coagulacdo por meio do tempo de protrombina (TP) e tromboplastina parcial ativada (TTPa) e a
adesdo plaquetaria por micrografias obtidas por microscopia eletrdnica de varredura (MEV). As
analises microbioldgicas foram realizadas utilizando Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
50uL da solucdo bacteriana com densidade optica de 0,150 + 0,003 a 600 nm sobre as superficies
durante 4h a 37°C. Ap0s a incubacdo foi realizado a coleta das solucGes bacterianas sobre as
superficies para realizar a contagem das col6nias e discos foram separados para realizar a fixacéo
das bactérias e analise da formacao de coldnias bacterianas. O tratamento por CAP promoveu maior
presenca de (-OH) nas superficies possibilitando a diminuigéo do angulo de contato (13° + 1.8) em
comparacdo com superficies nitretadas (77° + 2.4). A rugosidade foi maior nas superficies
nitretadas. A estrutura cristalina das amostras tratadas por CAP ndo foram alteradas, enquanto na
nitretacdo houve formacdo de nitretos de Ti (TiN). Os parametros sanguineos ndo diferiram
estatisticamente. Os TP e TTPa das amostras nitretadas foram maiores em relacdo as demais
(p<0,0001). As superficies tratadas por CAP possui maior ativacdo plaquetaria, densidade
plaquetéria, formagdo de trombos com maior tamanho quando comparado as amostras sem
tratamento e nitretada. Além disso, as superficies tratadas por CAP possuem baixa formacédo de
col6nias bacterianas quando comparada com as outras superficies. Desta forma, o CAP demonstrou
excelente potencial para evitar a contaminacdo microbiana e tratamento de implantes 0sseos,

enguanto a nitretacdo para dispositivos intravasculares.
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1. INTRODUCAO

Biofilmes bacterianos sdo comunidades aderidas a superficies envolvidas em uma matriz
polimérica extracelular. Esses biofilmes podem ser formados em diversos lugares, superficies
artificiais e naturais. Em ambientes clinicos por muitas vezes a contamina¢do e o combate a
formagao desses biofilmes sdo negligenciados. No entanto, mesmo com os cuidados e métodos de
esterilizacdo, os materiais e implantes utilizados sdo propensos a contaminacdo por bactérias e
formacéo do biofilme (KOO et al., 2017). Os biofilmes possuem uma estrutura complexa e devido
a isso possui protecao contra o sistema imunoldgico e resisténcia a antibidticos, sendo responsavel
pela falha precoce do implante causada por inflamagdes dos tecidos peri-implantares (MATOS et
al., 2017).

As infeccBes em dispositivos médicos representam cerca de 25,6% das infeccbes em
ambientes hospitalares quando comparadas a outros tipos (ARCIOLA; CAMPOCCIA;
MONTANARO, 2018a). As infecgdes ocorrem devido os materiais utilizados possuir condigdes
de hidrofilia, rugosidade e cargas elétricas ideais para uma rapida adesdo bacteriana, ocorrendo o
surgimento de novas col6nias multirresistentes a antibiticos (MARTI et al., 2019). Implantes
contaminados exigem a realizacdo de procedimentos de revisdo, normalmente invasivos ou
danosos ao paciente. As estratégias sao geralmente uma tentativa de limpar o dispositivo in vivo
através de antibidticos, uma abordagem potencialmente perigosa ao longo prazo devido ao risco de
selecdo de microrganismos resistentes a medicamentos como também pode ser realizada a remocéo
e substituicdo completa do aparelho. Dessa forma, esses procedimentos fazem com que o0s
individuos tenham um maior impacto em morbidade, mortalidade e custos médicos (MODIC et al.,
2019).

Dentre as bactérias que estdo associadas a contaminacdo em implantes com maior
frequéncia a Pseudomonas aeruginosa como gram-negativa se destaca (SU et al., 2019). A P.
aeruginosa é uma bateria oportunista e possui a maior frequéncia de infecgdes em implantes por
esta presente na microbiota humana, fossas nasais, em superficies hospitalares como lavatorios,
bancadas cirdrgicas e solugdes antissépticas. (YADAV et al., 2017). Além disso, essa bactéria esta
comumente relacionadas a quadros de resisténcia a antibidticos (HILTUNEN; VUORELA;
FALLARERO, 2017; PINHEIRO et al., 2008), portanto se faz ainda necessario avangos nas
pesquisas de engenharia de superficie de implantes, em busca de produzir implantes mais

resistentes a colonizacdo bacteriana atraves de métodos acessiveis e baratos.
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O sangue é o tecido primario que entra em contato com a superficie do implante, dessa
maneira, as caracteristicas do material como molhabilidade, rugosidade, composi¢do quimica e
estrutura cristalina influéncia nas interagcbes sangue-material, como por exemplo adsorcdo de
proteinas, formacdo de plaquetas, ativacdo/adesdo de leucdcitos e coagulacdo (HUANG et al.,
2022). A ativacdo dos processos de coagulacdo do sangue em superficies metélicas de implantes
biomédicos é um problema constante na medicina. Isso ocorre devido as superficies metalicas ndo
possuir caracteristicas adequadas para interagir com o sangue de acordo com a funcao do implante
(YANG etal., 2012). Em implantes cardiovasculares, quando ocorre a formacéo de trombos o fluxo
sanguineo é interrompido causando oclusdes ou embolias (TCHOUTA; BONDE, 2015). J& em
implantes ortopédicos a formacéao de coagulos é crucial para ocorrer a neovascularizacao gerando
um microambiente que garante o sucesso do implante. Desta forma, compreender a interacao do
implante com as células sanguineas é de suma importancia para o desenvolvimento de novas
tecnologias para melhorar a bio e hemocompatibilidade, direcionamento o implante para melhor
aplicacdo bioldgica evitando os processos indesejaveis (WANG et al., 2014).

Atualmente o plasma atmosfeérico a frio (CAP) vem mostrando ser um método promissor
de descontaminacdo, além de melhorar as propriedades dos biomateriais, como por exemplo, 0
tithnio, comumente utilizando na produgdo de implantes devido possuir uma boa
biocompatibilidade com o tecido, dureza e resisténcia a corrosdo (MODIC et al., 2019). O plasma
consiste em um gas ionizado por fétons UV, elétrons, ions, neutros e radicais livres que séo gerados
pela aplicagdo de descargas elétricas sob condicbes de temperatura ambiente ou em altas
temperaturas a vacuo (ALVES JUNIOR et al., 2019; NAUJOKAT et al., 2019). O plasma pode
inativar eficientemente bactérias e a formacéo de biofilmes (AIRES et al., 2017). Contudo esses
mecanismos ainda ndo sdo completamente compreendidos, mas pesquisas mostram que o plasma
além de descontaminar pode ser utilizado para funcionalizar simultaneamente a superficie do
implante in vivo, removendo a infecgédo, e ao mesmo tempo melhorando a biocompatibilidade do
implante com o tecido, promovendo a ades&o de células importantes nessa integracao do implante
ao tecido e promovendo a inibicdo da colonizagéo bacteriana (Frias et al., 2020).

Uma técnica de aplicacdo do plasma que é bastante comum para modificacbes de
superficies metalicas é o plasma de baixa pressdo convencional. Porém, esta técnica possui algumas
desvantagens como a necessidade de uso de sistemas de vacuo, maior tempo de tratamento e

camaras hermética que possuem alto custo de fabricacdo (THANU et al., 2019). O plasma
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atmosférico a fio (CAP) vem mostrando ser mais vidvel e acessivel por ndo necessitar de um
ambiente a vacuo para operar, tornando-o portétil e, seu baixo custo de fabricacdo quando

comparado com os plasmas de alta pressao convencional (Kim et al., 2016).

2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Titanio, propriedades e suas aplicacdes na area biomédica

O titanio (Ti) e suas ligas nos ultimos 50 anos vém sendo amplamente utilizado como
biomaterial devido as suas propriedades importantes que lhe conferem biocompatibilidade, entre
elas, alta resisténcia a corrosdo, resisténcia a tracdo, flexibilidade e resisténcia aos efeitos dos
fluidos corporais (KULKARNI et al., 2015). Por possuir essas propriedades, o titanio é vastamente
explorado para utilizacdo na medicina para producdo de dispositivos biomédicos. As aplicacdes
mais comuns do titanio sdo em aparelhos ortopédicos, odontoldgicos, valvulas cardiacas artificiais,
stents, bobinas de oclusdo e como invdlucro para marcapassos (BARTHES et al., 2018).

O titénio foi descoberto em 1791 pelo mineralogista inglés William Grego, é um dos
elementos quimicos de transicdo da tabela periédica com numero atbmico 22 e distribuicédo
eletronica [Ar] 3d24s2 (LYU et al., 2017). A distribuicdo eletronica do titanio permite que este
elemento tenha facilidade em interagir com nitrogénio, carbono, hidrogénio e oxigénio
(BUETTNER; VALENTINE, 2012). As interacdes do titdnio com o oxigénio permitem que ocorra
a formacdo de uma camada natural de éxido sobre a superficie do metal, proporcionando maior
estabilidade quimica (GURRAPPA, 2003).

Apesar das boas propriedades do Ti e sua vasta aplicacdo na area biomédica, problemas
relacionados a infeccdo de implantes é um dos principais fatores que causam a falha do implante
(ZHANG et al., 2021). Uma vez que um implante € infectado, uma cirurgia de revisdo é necessaria
aumentando os custos do procedimento e levando o paciente novamente a outro processo cirdrgico
(SOUZA et al., 2021). Essas complicagdes surgem porque os implantes a base de Ti, ndo possuem
recursos antibacterianos e podem permitir que as bactérias proliferem facilmente no implante
(HICKOK; SHAPIRO; CHEN, 2018; XU et al., 2021). Portanto, nos dias de hoje existe a
necessidade da prevencdo de infeccBes nesses dispositivos biomédicos para evitar a falha do

implante e complicac¢Oes posteriores aos pacientes.
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2.2 Bactérias mais frequentes em contaminac6es de implantes e seus impactos na satde dos

pacientes

InfeccBes associadas a cuidados de satde (IACs) sdo aquelas que os pacientes contraem
enguanto recebem cuidados de salde para outra doenca, as complicagfes mais frequentes estéo
relacionadas ao uso de dispositivos biomédicos (APIFARMA, 2016). No Brasil, dados
apresentados em 2019 pelo o ministério da saude (MS), mostram que a taxa média de IACs
corresponde 14% das internagdes, sendo a Pseudomona aeruginosa uma das bactérias que promove
as maiores taxas de mortalidade e alto custo aos cofres publicos, por possuir resisténcia a
antibioticos (OSME et al., 2020).

As infecgdes de implantes € uma das mais frequentes complicagdes associadas ao uso de
biomateriais (XU et al., 2017). Ao mesmo tempo que os implantes biomédicos revolucionaram a
medicina, também abriram espaco para infec¢des oportunistas durante o periodo intraoperatorio,
aumentando a taxa de falha do implante (LIU et al., 2018). A base da infeccdo de um implante
ocorre com a interacao entre os fatores do hospedeiro, material estranho e os agentes infecciosos
bacterianos. Implantes biomédicos podem ser infectados de diferentes maneiras: Durante a
implantacdo, o biomaterial pode ser colonizado pela ferida cirurgica, pele, ar (aerossois), pode
haver colonizagdo através do contato direto com um local infectado adjacente ou, finalmente, por
meio de semeadura hematogénica ou linfogénica do patogeno (ARCIOLA; CAMPOCCIA,;
MONTANARO, 2018b; GEIPEL; HERRMANN, 2004).

Dentre as bactérias que causam infec¢es em implantes a P. aeruginosa (Fig 1) se destaca,
causando cerca de 10-15% das infecgdes nosocomiais em todo o mundo (SHI et al., 2019). A P.
aeruginosa é uma bactéria gram-negativa, possui uma membrana citoplasmatica e uma membrana
externa que gera barreira de permeabilidade (CHEVALIER et al., 2017). A P. aeruginosa possui
a capacidade de colonizar diversos nichos como ambientes aquéaticos, animais e locais com maior
frequéncia de atividade humana como por exemplo ambientes hospitalares/clinicos (CRONE et al.,
2020). A sua resisténcia aos antibioticos de ultima geracao e antissepticos se deve aos seus genes
de resisténcia e sua baixa permeabilidade de membrana. (MAH et al., 2003; PINHEIRO et al.,
2008). Devido aos impactos causados por esta bactéria a saude publica, existe a necessidade do
desenvolvimento de novas formas de terapias antimicrobiana que sejam eficazes para superficies

dos implantes.
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Figura 1 - Pseudomonas aeruginosa.

Fonte: Center for disease control and prevention (CDC)
2.3 Hemocompatibilidade em implantes

A hemocompatibilidade é o estudo das interacfes dos dispositivos biomédicos com o
sangue (WEBER et al., 2018). A composicdo do biomaterial hemocompativel deve possuir
propriedades que ao entrar em contato com 0 sangue ndo cause quaisquer reacOes adversas
clinicamente significativas (BLOK; ENGELS; VAN OEVEREN, 2016). Dentre as reag0es
adversas pos-implante, a ocorréncia de formacdo de trombos é a mais frequente, modulando a
aceitacdo ou ndo em determinados tipos de implantes. O desenvolvimento de trombos ocorre
quando o sistema circulatério identifica a presenca do biomaterial que resulta na ativacdo do
sistema de coagulacdo (KWAAN, 2018). Apds a ativacdo do sistema de coagulacdo acontece a
adesdo das plaquetas no biomaterial que altera o endotélio vascular, ocorrendo a geracdo de
microtrombos e trombose, assim, tornando necessario compreender a hemocompatibilidade do
biomaterial, parametro bastante importante que define as limitagdes de um implante (KROGER et
al., 2018).

O sucesso dos implantes ortopédicos depende totalmente da neovascularizagcdo promovida
por fatores angiogénicos presentes nos codgulos formados. A formacdo de codgulos promove a
estimulagdo de células endoteliais (CE) que formam novos vasos sanguineos na interface
implante/tecido (FAN et al., 2021). Garantindo o fornecimento de oxigénio, hormonios sistémicos,
nutrientes para o local da leséo e a migracédo de células-tronco mesenquimais que vao gerar 0 Novo
tecido 0sseo (SIMUNOVIC; FINKENZELLER, 2021). Quando este processo ndo ocorre de
maneira adequada, é formado uma capsula fibrosa, resultando em um afrouxamento do implante
causando a falha (RAINES et al., 2010). Em contrapartida, implantes cardiovasculares como por

exemplo stents, necessita de biomateriais que minimize a formacao de codgulos pois podem causar
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o interrompimento do fluxo sanguineo, resultando em acidentes vasculares encefélicos (AVE),
trombose pulmonar, infarto de 6rgéos, colapso circulatério completo e até morte (GODSCHALK
etal., 2016; WANG et al., 2020).

Diferentes abordagens clinicas tém sido utilizadas para controlar a coagulacdo do sangue
nas superficies dos implantes cardiovasculares e ortopédicos. A abordagem mais comum ¢é
prescrever anticoagulantes para evitar a coagulacdo do sangue. No entanto, a utilizacdo de
anticoagulantes pode trazer riscos significativos como sangramento interno e resposta imunoldgica
enfraguecida (SHOEB MARWA, 2014). Modificacdes quimicas nas superficies metalicas vem se
tornando um método promissor para alterar as propriedades fisico-quimicas e assim, melhorar a
hemocompatibilidade (LIU et al., 2016a). Estudos mostram que superficies hidrofébicas
desempenham uma reducdo significativa na adsorcdo de proteinas do plasma sanguineo e na
coagulacdo do sangue total. Contudo, essas superficies podem ndo ser estaveis por um periodo
prolongado quando expostas ao sangue. Além disso, as superficies hidrofdbicas ndo aderem as
células endoteliais, que desempenham um papel importante na integracdo de muitos dispositivos
médicos (MANIVASAGAM; POPAT, 2020). Assim, existe a necessidade de desenvolver
superficies que controlem a coagulacdo sanguinea e também tenham potencial para interagir de

forma adequada com o tecido nativo sem comprometer a integragdo do implante.

2.4 Plasma e suas aplicacdes no tratamento de superficies metélicas

O plasma é considerado o quarto estado da matéria e foi descoberto por William Crookes
em 1879. O plasma é gerado quando um gas é exposto a uma alta voltagem e um diferencial de
potencial entre dois eletrodos, acelerando os elétrons livres. Dessa forma, os elétrons livres colidem
com as particulas neutras, permitindo a transferéncia de energia e liberacdo de elétrons, ocorrendo
a ionizacdo do gas (CHEN et al., 2022; DUBEY et al., 2022). Atualmente, as técnicas de plasma
sdo amplamente exploradas para o tratamento de superficies metélicas com a finalidade de
funcionalizar e melhorar as propriedades das superficies (ZHANG; CHEN; WANG, 2020).
Existem diversos modelos de aplicacdo do plasma, porém, para modificacdo de superficies
metalicas 0s métodos de plasma de baixa pressdo convencional e CAP se destacam (CHOI; UHM,;
KAUSHIK, 2021a; MOURA et al., 2019).

O plasma de pressé@o convencional (Fig 2A) pode ser produzido artificialmente através de

uma camara hermeticamente fechada, em baixa pressao entre 0,5 a 10 mbar quando um diferencial
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de potencial é aplicado. Devido a influéncia do campo elétrico, os elétrons livres colidem com as
particulas neutras, ocorrendo a ionizacdo do gas (MAI-PROCHNOW et al., 2014; TURKOGLU
SASMAZEL; ALAZZAWI; KADIM ABID ALSAHIB, 2021a). Apesar do desenvolvimento bem-
sucedido, o plasma assim produzido possui algumas desvantagens, como por exemplo, necessita
de sistemas a vacuo para geracao do plasma, maior tempo de tratamento e possui um alto custo de
fabricacdo, limitando as suas aplicacdes na clinica (TENDERO et al., 2006).
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Figura 2 — Métodos de plasma para tratamento de superficies. A) Aparelho de plasma de baixa pressao (LPP). B)
Aparelho de plasma atmosférico a frio (CAP). (Fonte autor).

Ao contrario, o plasma atmosférico (Fig 2B) pode ser produzido sem a necessidade de
ambientes a vacuo (YAN; SHERMAN; KEIDAR, 2017). Um dispositivo do plasma atmosférico
pode ser constituido de um tubo de quartzo, um anodo e catodo como o cobre envolvendo o tubo
de quartz e um géas de transporte, como helio ou argonio para sustentar a formacao de plasma
atmosférico a frio (CAP) (GUIMARAES et al., 2015). A geracdo do CAP pode superar as
desvantagens do método de plasma convencional devido ndo necessitar de um ambiente a vacuo
para operar, tornando-o portatil e, com baixo custo de fabricagdo quando comparado com os plasmas
de alta pressdo convencional, revelando ser uma técnica mais viével e acessivel (SETSUHARA,
2016a).

2.5 Plasma como uma nova alternativa de desinfeccéo para implantes cirargicos

Diversos tipos de métodos para realizar o processo de esterilizacdo para implantes de Ti

podem ser utilizados nos dias de hoje. Os métodos comuns sdo o tratamento com gas de 6xido de



22

etileno (EO), aquecimento a seco, irrigacdo por raios gama (Gl) e autoclavagem (Reddy, et al.
2010). Mesmo com as variedades dos métodos, o processo de esterilizacdo dos materiais ocorre
antes do periodo intraoperatorio, no qual é o periodo que pode acontecer a maior taxa de
contaminacdo do implante no processo cirdrgico.

O uso de plasma para descontaminacdo microbiana € uma nova abordagem que esta
atualmente sob intensa investigacdo. Inimeros trabalhos vém utilizando o plasma para
descontaminar tecidos, polimeros e superficies metalicas (BARDOS; BARANKOVA, 2010;
BERNHARDT etal., 2019; GAN et al., 2021; LIN et al., 2022). Atualmente, existem trés hipoteses
sobre 0os mecanismos que podem estar envolvidos na atividade antibacteriana do plasma: a) danos
na parede celular e / ou membrana, b) danos em proteinas por meio de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio (RONS) e c¢) danos UV no DNA (MAI-PROCHNOW et al., 2015). Além disso,
estudos mostram que bactérias gram-negativas sdo mais sensiveis aos danos plasmaticos, sugerindo
que a arquitetura da parede celular € importante para que ocorra a morte bacteriana (ERMOLAEVA
etal., 2011; MAI-PROCHNOW et al., 2015). Apesar dos diversos estudos gque destaca o potencial
do plasma para descontaminar uma gama de patégenos importantes na assisténcia a sadde. Pouco
se sabe sobre os mecanismos do tratamento de plasma CAP sobre superficies de Ti contra P.
aeruginosa, e as vantagens que este tratamento pode trazer quando comparado com o método de

plasma convencional.

3. HIPOTESES

Ho- O tratamento de plasma atmosférico a frio é incapaz de prevenir o crescimento bacteriano e

melhorar a biocompatibilidade de implantes de titanio.

Hi= O tratamento de plasma atmosférico a frio possui a capacidade de prevenir o crescimento

bacteriano.

H, = O tratamento de plasma atmosférico a frio possui a capacidade de melhorar a

hemocompatibilidade de implantes de titanio.

Hs = O tratamento de plasma atmosférico a frio pode causar a formagéo de trombos em implantes

de titanio.
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4. JUSTIFICATIVA

A adesdo bacteriana e a baixa hemocompatibilidade dos implantes sdo os principais
fatores responsaveis por falhas no uso de implantes biomédicos, as abordagens que sdo utilizadas
atualmente para o tratamento dessas ocorréncias € a utilizacdo de antibidticos e drogas
antiplaquetarias. No entanto, essas abordagens ndo sdo eficientes a longo prazo, podendo provocar
complicagdes relacionadas a resisténcia bacteriana e diminuicdo da resposta imunolégica do
paciente. Devido a isto, é necessaria a busca por novas tecnologias que sejam eficazes, seguras,
econbmicas e praticas no sentido de melhorar a hemocompatibilidade e prevenir a contaminagéao
bacteriana. Desta forma, o plasma vem se tornando uma alternativa eficiente para o melhoramento
de superficies metalicas que podem ser utilizadas para o desenvolvimento de implantes a partir de
biomateriais, se tornando uma tecnologia que pode solucionar os problemas de infeccdo em
implantes e ao mesmo tempo melhorar a hemocompatibilidade, proporcionando maior taxa de

sucesso de implantacéo.

5. OBJETIVOS DA PESQUISA

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do plasma atmosferico a frio (CAP) e nitretacdo a plasma na

hemocompatibilidade de implantes de titanio e prevencao de contaminacgéo bacteriana.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir superficies de titanio tratados por CAP e nitretacdo a plasma.

e Caracterizar as superficies de titanio tratadas por CAP e nitretacdo a plasma, quanto a
molhabilidade, rugosidade e composicéo quimica.

e Analisar o crescimento bacteriano sobre discos de titanio tratados por CAP e nitretacdo a
plasma.

e Auvaliar a adesdo de bactérias sobre as superficies de titanio tratados por CAP e nitretacdo
a plasma.

e Analisar o tempo de coagulacdo através do tempo de protrombina (TP) e tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa), sobre as superficies de titdnio ndo tratadas, tratadas

por CAP ndo térmico e nitretacao.
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e Compreender a adesdo de plaquetas e morfologia das células sanguineas cultivadas sobre
os discos de Ti tratados e ndo tratados.
e Identificar as alteracGes dos parametros sanguineos ap0os a exposi¢cdo do sangue sobre 0s

discos de Ti tratados e ndo tratados.

6. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa utilizou dois tipos de tratamentos a plasma sobre as superficies de titanio.
Os discos foram produzidos e tratados pelo Laboratorio de Plasma Aplicado a Agricultura, Saude
e Meio Ambiente da Universidade Federal Rural do Semi-arido. Apds os tratamentos, 0s discos
foram caracterizados quanto a sua molhabilidade, rugosidade, estrutura cristalina e composicéo
quimica. Em seguida, os discos de titanio tratados e ndo tratados foram utilizados para o cultivo
das bacterias e células sanguineas com o objetivo de compreender o comportamento das bactérias
e células sanguineas sobre as superficies como demonstrado na Fig 3.

Preparo das amostras Tratamento das Caracterizagdo das Analises microbiolégicas e
amostras amostras hematoldgicas

Titanium
-

—> —> Y — P
n i U —

Titanium |' ™

Figura 3 — Delineamento experimental da pesquisa. (Fonte autor).

Titanium

6.1 Preparacgdo dos discos de titanio

Foram utilizado discos de titdnio com as dimensdes pré-definidas de, 13 mm de didmetro
e 3 mm de espessura. Os parametros como molhabilidade, rugosidade e composigdo quimica foram
caracterizados para as superficies modificadas por CAP e nitretagdo. Desta forma, foram utilizados
trés tipos de superficies: polida, nitretada e tratada por hélio por meio de CAP. Primeiramente, 0s
discos foram lixados de maneira gradual, com lixas de carbeto de silicio (SiC) com diferentes
granulometrias, 220, 440, 600, 1500 e 2000 MESH e polidas em solugéo coloidal 40% Silica (0,03
) e 60% de peroxido de hidrogénio a 30% durante 30 minutos. Apos esse procedimento todas as
amostras foram limpas onde os discos foram imersos em solucédo de 0,5% de detergente enzimatico
(DEIV) em 4gua bidestilada em tratamento de ultrassom durante 10 minutos. Apés duas lavagens,

essas amostras foram lavadas em etanol absoluto, seguida da lavagem com &gua bidestilada e
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submetidos a ultrassom por 10 minutos. Quando todos os discos estavam lavados e secos uma parte
dos discos foram destinados a realizar o tratamento a CAP durante 15 minutos com uma distancia
de 20 £ 1 mm entre a amostra e 0 aparelho com tenséo de 15Kv, frequéncia de 600Hz e 1 L/min
de hélio sobre as amostras como ilustra a (Figura 4). Para o tratamento a plasma CAP ser realizado
em toda a superficie o plasma foi aplicado em cinco pontos estratégicos dos discos, cada ponto foi
tratado durante um tempo de 3mn, assim, realizando a varredura em toda a superficie do disco de
titanio.
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Figura 4 - Aparelho de plasma atmosférico a frio (CAP) constituido por um tubo de quartz, diferencial de poténcia,

fonte de energia e entrada de gases. (Fonte autor).

Em outra parcela dos discos de titanio foi realizado o tratamento por nitretagdo. O
tratamento a plasma de nitretacdo ocorreu por descarga de catodo planar em atmosfera nitretante
(36N24 e 24H2) com pressdo de 2mbar a temperatura de 400°C, na (Figura 5) € ilustrado o aparelho

de plasma de baixa pressao.
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Figura 5 — Aparelho de plasma de baixa pressdo (LPP) constituido por uma camara hermética, diferencial de

poténcia, fonte de energia e entrada e saida de gases. (Fonte: autor).
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6.2 Caracterizacdo das superficies dos discos de titanio.

A molhabilidade consiste em mensurar o angulo formado por uma gota de 20ul de agua
deionizada pipetada sobre as amostras (polidas, CAP e nitretadas), através de captura da imagem
com uma camera de video do gonidmetro e, utilizando o programa Suftens, foi possivel captar as
imagens da gota com a cAmera de video do goniémetro (BRAZ et al., 2019). Se o angulo for 6 <10°
super hidrofilico, 8 <90° hidrofilico, 6 > 90° hidrofdbico e 6 >150° super hidrofébico (ACHOUR
etal., 2018). A topografia da superficie foi analisada baseada nos parametros de rugosidade (Ra,
Rz, Rp e Rv) obtidos utilizando um Microscopio de Forca Atomica (AFM, modelo SPM 9600,
Shimadzu). As estruturas cristalinas das superficies foram avaliadas através da técnica de difracéo
de raios-X com o difratbmetro (Modelo XRD-6000, Shimadzu, Japao) operando com tubo de alvo
de cobre (radiagcdo Cu-Ka de A = 1,5406A) em incidéncia rasante (GIXRD), em uma deteccdo de
angulo de incidéncia fixa (1°) com varredura de 20. As identificagdes das fases foram feitas com o
auxilio do programa Match, baseado no International Centre for Diffraction Data (ICDD). Os
grupos quimicos dos discos tratados por CAP e controle foram avaliados através de espectroscopia
de fotoelétrons de raios-X (XPS) com uso de radiagdo Al Kalpha (1486.6 eV) em uma estacéo
Omicron-SPHERA. Os espectros de pesquisa foram adquiridos com uma energia de passagem de
50 eV. Os espectros de alta resolucdo de regides especificas foram adquiridos com uma energia de
passagem de 10 eV. O sinal C 1s do carbono adventicio em 285 eV foi usado como uma referéncia

de energia interna.

6.3 Preparo e cultura bacteriana

O preparo da cultura bacteriana foi realizado utilizando cepas de Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853). As cepas foram cultivadas aerobiamente em meio sélido Brain Heart
Infusion Broth (BHI, KASVI), a 37 °C em estufa bacterioldgica, em 24 horas para formacao das
colonias. Apds a formagdo das colonias, foram coletadas 4 col6nias e diluidas em solucéo de
cloreto de sodio a 0,9% estéril para atingir uma densidade optica de 0,150 + 0,003, confirmada em
leitor de microplacas a 600 nm (Leitora de Microplacas Multimodo Spectramax M2e, Molecular
Devices, EUA).

6.3.1 Incubacdo das bactérias sobre os discos

Os discos foram acondicionados em placas de 24 pocos com 50uL da solucao bacteriana
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sobre as superficies durante 4h a 37°C em condicfes aerdbicas usando uma técnica adaptada de
(ALVES et al., 2005). Apés o tempo de incubacdo, foi executada a coleta da solugdo sobre as
superficies utilizando um swab estéril seguida de diluicdo com solucdo salina até a concentracéo
103, Em seguida, foi utilizado 100 pL das respectivas diluicdes em meio sélido Plate Count Agar

(PCA) para plaquear e realizar a contagem das colonias.

6.3.2 Avaliacio da morfologia e adesédo bacteriana

Para avaliar a adesdo das bactérias foi adicionado 1 mL de suspensdo bacteriana 108
cels/mL sobre as superficies, em seguida foram incubadas durante 2 horas a temperatura de 37°C
em estufa bacterioldgica. Apds o tempo de incubacdo, as amostras foram lavadas com tampédo
fosfato (PBS) para remogdo das bactérias ndo aderidas. A fixacao foi realizada com glutaraldeido
2,5% em tampéo fosfato 0,1M pH 7,4 (PBS), em temperatura ambiente durante 2 horas, seguida
de pds-fixacdo com tetroxido de 6smio 1% em PBS por 2h. Por conseguinte, realizou-se uma
lavagem com agua destilada e desidratacdo em uma série de etanol em concentracdes crescentes
(25, 50 e 75%) durante 20 min cada e em etanol absoluto durante 60 min. Apds a desidratacdo, as
amostras foram metalizadas com um filme de ouro 9 mm (Q150R ES, Quorum Technologies Ltd.,
Laughton, East Sussex, England) para permitir a visualizagdo no microscéopio eletronico de
varredura (SEM-SSX 550 Superscan, Shimadzu Corporation, Tokyo, Japdo). As coldnias
bacterianas foram medidas utilizando Image J (NUNES FILHO et al., 2018). Para avaliar os
resultados do estado de colonizacdo das bactérias foi utilizado como ponto de corte o tamanho da
P. aeruginosa que é de aproximadamente 0,5 um x 2 um (comprimento x largura), esse tamanho
foi adotado para medir a presenca ou auséncia de col6nias (ALVES et al., 2005). Os histogramas
de frequéncia de tamanhos coldnias foram definidos na faixa de <1 um? (bactérias individuais) e
1-5 um? (coldnias), apds 2h de cultivo (ALVES et al., 2005).

6.4 Coleta e preparagdo do sangue:

O projeto foi aprovado no comité de ética e pesquisa da Universidade do Estado do Rio
Grande do Norte — UERN (N° 3.637.781). O procedimento de coleta de sangue foi conduzido em
conformidade com as instru¢6es do Manual de Técnicas de Coleta de Sangue do Ministério da
Saude (2001). O volume de 20 mL foi coletado de um participante voluntario maior de 18 anos,

clinicamente saudavel, sem doengas sistémicas e/ou congénitas, que ndo esteva em tratamento ou
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fazendo uso de medicacdes para controle de patologias virais, bacterianas ou fangicas, que desejou
ser doador para o fim exclusivo deste experimento, apds assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). O sangue foi coletado por puncao venosa e mantido no anticoagulante
citrato de sddio 3,2% na proporcdo de 9 partes de sangue para 1 parte de anticoagulante.
Posteriormente, o sangue total foi fracionado para se obter o plasma pobre em plaquetas (PPP) e
plasma rico em plaquetas (PRP) através da centrifugacdo do sangue a 3000 rpm por 15 minutos.

6.4.1 Analise de alteracfes nos parametros sanguineos:

Os parametros hematologicos foram obtidos antes e depois da exposic¢do do sangue sobre
as superficies dos discos com o controle sendo a superficie do pogo da placa de cultura de 24 pocos,
utilizado um analisador hematoldgico automatico MAXCEL VET (MEDMAX, Brasil). Foram
avaliados os numeros de leucdcitos, linfacitos, neutréfilos e hemacias. Para tanto, foi utilizado 1mL
de sangue total que foi aplicado sobre as superficies dos discos de titanio tratados e ndo tratadas
(15) por 30 min em incubadora (CO2) a 37°C. A cada 10mn foi realizado homogeneizac¢do do
sangue nos discos. Os resultados foram comparados a amostra de sangue que nao sofreu exposicéo
a superficie de Ti e controle (pogo da placa).

6.4.2 Anélise do Tempo de Protrombina (TP) e do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada
(TTPa):

Incialmente, os discos foram distribuidos em quintuplicata nas placas de 24 pocos e sobre
a superficie distribuido o PPP de acordo com os tempos analisados, posteriormente foram
incubados a 37°C por 30 min em atmosfera imida. Apos a incubacdo, as medidas do Tempo de
Protrombina (TP) e Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa) foram realizadas utilizando
coaguldmetro semi-automatizado Max CLOT (MEDMAX, Brasil), sendo para o TP adicionado
100 pL do PPP e 200 uL do reagente TP Liquida (LabTest diagnéstica, Brasil) composto por
extrato de cérebro de coelho (fator tecidual) e cloreto de célcio, e obtido o tempo e a atividade de
TP. Ja para o TTPa, serdo adicionados 100 pL do PPP, 100 pL do reagente cefalina TTPa Liquida
(LabTest diagndstica, Brasil) e adicionado 200 pL do cloreto de calcio, e obtido o tempo de

formacdo do coagulo.
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6.4.3 Avaliacio da Adeséo de Plaquetas

Para a adesdo plaquetaria o sangue foi fracionado para se obter o plasma rico em plaquetas
(PRP) atraveés da centrifugacao do sangue a 2000 rpm por 5 minutos. Foram distribuidos 800uL do
PRP nos discos de cada grupo (triplicata) e incubado por 60 minutos a 37°C em atmosfera Umida
(L1U et al., 2016b). Apds a incubacdo, o plasma sobrenadante foi aspirado, os discos lavados com
PBS para remocéo das plaquetas ndo aderidas e em seguida fixados em glutaraldeido 2,5% em
PBS em temperatura ambiente durante 6h. Na sequéncia, os discos foram pds-fixados com
tetroxido de ésmio 1% em PBS durante 1h, desidratacdo em concentracdes crescentes de etanol e
metalizados com uma camada de ouro de 9nm pela técnica de sputtering (Q150R ES, Quorum
Technologies Ltd., Laughton, East Sussex, England) e observadas no microscopio eletrénico de
varredura (SEM-SSX 550 Superscan, Shimadzu Corporation, Tokyo, Japdo). Com as micrografias
obtidas foram selecionados 3 campos aleatdrias por superficie e analisado o0s seguintes parametros
nas plaquetas isoladas e nos agregados: numero de plaquetas e agregados por area, tamanho e
formacdo dos agregados, diametro de feret, perimetro e circularidade que foram determinados pelo
software imagelJ. A circularidade (relacdo diametro menor/diametro maior) indica o grau de
ativacdo das plaquetas pela presenca de pseudopodes e morfologia assimétrica, didmetro de feret-
max associa 0 didmetro minimo/maximo em relagcdo ao eixo horizontal da imagem, indicando o
quanto as plagquetas e agregados estdo espraiados nas amostras ao longo de uma direcdo, o
perimetro determina o tamanho dos agregados e plaquetas (BRAZ et al., 2022; DRAZIC;
SLADOJE; LINDBLAD, 2016).

6.5 Andlise estatistica

As analises de caracterizacdo das superficies foram realizadas em triplicata, os testes
microbiologicos e hematologicos foram realizados em quintuplicata para superficie de Ti controle
e superficies tratadas utilizando placas de 24 pocos. Os dados foram avaliados quanto a
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Entdo, submetidos a andlise de variancia T-student e

ANOVA, seguida pelo teste Tukey-Kramer com significancia p<0,05.

7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacao das superficies
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Os resultados dos angulos de contato das superficies (Tabela 1) indica que todas as
superficies sdo hidrofilicas <90°. Porém, as superficies tratadas por CAP possui um angulo de
contato menor quando comparado as amostras sem tratamento e nitretadas (13° + 1.8 vs. 65° + 4.3;
77° = 2.4) respectivamente, (p<0,0001).

Os dois tratamentos mostraram a formacéo de diferentes perfis de rugosidade (Tabela 2).
Nas amostras tratadas por CAP e polidas a rugosidade média (Ra) foi, significativamente, menor
quando comparada as nitretadas (4,89 x 27,72). Porém houve a formacéo de picos e vales (Rp e
Rz) maiores comparado as amostras sem tratamento. As formas dos picos avaliados pela razdo Rp
/ Rz > 0.5 indicou que todas as amostras possuiam picos pontiagudos (Figura 6).

A GIXRD indicou que houve mudangas na estrutura cristalina das amostras nitretadas
com incorporacdo do nitrogénio no titanio, fomando nitretos de titanio (TiN) (Figura 7). Os
espectros no XPS indicam que ocorreu reducéo de cations de Ti** (56.1) para Ti* (43.9) em maiores
quantidades nas amostras tratadas por CAP quando comparada as amostras sem tratamento Ti**
(63.6) paras Ti®* (36.4) (Figura 8). Além disso, é possivel observar nos espectros o aumento das
ligacGes de OH™ nas amostras tratadas por CAP. As superficies nitretadas ndo foram caracterizadas

pelo XPS devido a analise de GIXRD ter mostrado as modificacfes em sua estrutura.

Tabela 1 — angulos de contato das superficies de Ti polida, CAP e nitretada.

Sem tratamento CAP Nitretada

65° + 4,32 13°+1,8° 77° £ 2,4°

ab-¢ diferencas entre as superficies. Teste one-way ANOVA p<0,0001.

Tabela 2 — Pardmetros de rugosidade (nm) das superficies de titanio.

Superficie Ra Rp Rz Rp/Rz

Sem tratamento 5,74 42,46 70,73 £37,26* 99,11 +46,68% 0,71 0,04
Nitretada 27,72+1,3P 140,14+23,50°  220,44+18,20° 0,63+0,10

CAP 4,89 +3,11* 103,70 + 54,70* 144,91 + 69,09° 0,704+0,07

b diferencas entre as superficies. Teste one-way ANOVA p<0,0001
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Figura 6 — AFM das superficies de titanio. A) superficie sem tratamento. B) nitretada. C) Superficie tratada com CAP.
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Figura 7 — Difratograma de raio x com angulo rasante (1°) 2 Theta. Espectros de cor preta — superficies de Ti
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7.2 Formacdo planctonico e adesdo bacteriana

A capacidade da formacédo das coldnias bacterianas ap6s incubacéo diferiu em relacédo a
cada superficie. As superficies tratadas por CAP apresentaram menor nimero de unidades
formadoras de col6nias (324 + 2.19 CFUs) quando comparado as superficies sem tratamento e
nitretadas (548 + 2.19 CFUs) e (609 + 1.38 CFUs) respectivamente (Figura 9A).

As amostras tratadas por CAP ha ocorréncia de bactérias, com pouca agregacdo entre as
bactérias, sem formacdo de um biofilme primario, baixa adesdo bacteriana e com poucos debris
(Figura 9C). Ja as superficies sem tratamento e nitretadas, possuem um menor desempenho contra
a adesdo inicial das bactérias, pois tem a presenca de uma concentracdo de inicio de formagao de
colonias bacterianas com debris celular (Figura 9 B e D).

800
600

3

£ 400+

=]

200

Figura 9 — A- Unidades formadoras de col6nias de P. aeruginosa sobre as amostras de titanio tratados e ndo tratados.
(B) Microscopia eletronica de varredura das amostras sem tratamento, (C) CAP e (D) Nitretada. As linhas vermelhas

mostram a formagéo de coldnias e biofilme. * indica diferenca entre os grupos. One-way ANOVA p< 0,0001.

Os resultados do estado de aglomeracédo das bacterias Fig.10 mostram que as superficies
tratadas por CAP (Fig.10B) possuem menor formacédo de col6nias bacterianos <1 (0,393) quando
comparado as amostras sem tratamento 1 - 5 (1,316) e nitretagcdo 1 - 5 (2,178) (Fig.10A e C,

respectivamente).
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Figura 10 — Histograma das areas ocupadas por coldnias bacterianos. (A) nao tratadas, (B) cap e (C)
nitretacdo. <1 bactérias isoladas e 1 — 5 coldnias bacterianos. * indica diferenca entre os grupos. T-student p<0,05.

7.3 Analise dos parametros sanguineos

Os dados demonstram que nos tempos de protrombina (TP) as amostras tratadas por CAP
e nitretacdo formaram codgulos mais rapidos comparado a amostra sem tratamento 11, 15 e 100
sec (p< 0,0005) respectivamente (Figura 11A). Ja nos tempos de (TTPa) as amostras tratadas por
CAP formaram coagulos mais rapidos em contraste com as amostras nitretadas e sem tratamento
8, 120 e 100 respectivamente (p< 0,0005) (Figura 11B). Ndo foram identificadas alteragdes
significativas no hemograma (Figura 12).
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Figura 11 — Andlise dos tempos de coagulagdo sobre superficies controle, polidas, CAP e nitretacdo. (A) Tempos de
coagulacdo de protrombina (TP) e (B) trombopastina parcialmente ativada (TTPa). * indica diferenca entre os

grupos. one-way ANOVA p< 0,0001.
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Figura 12 — Células sanguineas cultivadas sobre amostras controle, cap, sem tratamento e nitretada. (A) hemaécias,
(B) leucdcitos, (C) linfécitos e (D) neutr6filos. One-way ANOVA p<0,05.

7.3.1 Analise de adesdo plaquetéaria

As eletromicrografias das plaquetas cultivadas sobre as amostras revelaram a formagéo
de trombos plaquetéarios distintos fig 13. As amostras de Ti tratadas por CAP apresentaram maior
tamanho de trombo, ativacdo plaquetaria e nimero de plaquetas aderidas (Figura 13B) quando

comparado as amostras sem tratamento (Figura 13A e nitretada Figura 13C), respectivamente.

e

SEM HV: 200KV WD: 7.40 mm | SEM HV: 20.0 KV WO: 7.20 mm
Det: SE SEM MAG: 5,00 kx 10 ym Det: SE
polida5kx8  Date(midly): 0170109 CAPSKx2

| SEMHV:30.0KV | WD:579 mm
SEM MAG: 5.00kx | 10 pm Det: 58 SEMMAG: 501kx | 10 pm
Date(midly): 01/01/09 e . a e nitrotata5kx2  Date(midly): 01/01/09

Figura 13 — analise da adeséo plaquetaria por microscopia eletronica de varredura (MEV). Sem tratamento (A), CAP
(B) e nitretagdo (C).

Os resultados das andlises das micrografias da adesdo plaquetaria na Fig 14 mostram 0s
seguintes achados. Nos parametros avaliados nas plaquetas isoladas a contagem das plaquetas em
uma area de 58x58um mostra maior nimero de plaquetas nas amostras polidas (44.111), quando
comparado as amostras nitretadas (41.777) e CAP (39.400) (Fig 14.A). O diametro de feret indica

que as superficies tratadas por CAP (2,98um) permitem que as plaquetas possam ter uma maior



35

espraiamento/aderéncia sobre as superficies, em comparacdo com as amostras nitretadas (2,64 pm)
e polidas (2,12 um) (Fig 14.B). Os resultados do tamanho das plaquetas avaliadas pelo perimetro
mostram que as superficies tratadas por CAP (10,7um) ativam as plaquetas aumentando o tamanho
do citoplasma quando comparado aos valores das superficies tratadas por nitretacdo (9,4um) e
polidas (7,9um) (Fig 14.C). A area em pm? ocupada pelas plaquetas foram maiores para as
superficies tratadas por CAP (2,43 um?), e as amostras nitretadas (2,33 um2) e polidas (1,52 pm?)
ocupam areas menores (Fig 14.D). A circularidade das plaquetas ¢ maior para as superficies
nitretadas (0,39) e polidas (0,39) e menores valores para superficies tratadas por CAP (0,27) (Fig
14.E).
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Figura 14 — anélise das plaquetas isoladas sobre as superficies polidas, CAP e nitretadas. A) Contagem das plaquetas
em 58x58um, B) Diametro de feret-max (um), C) Perimetro das plaquetas, D) Area (um?), E) Circularidade.

Os resultados dos parametros avaliados dos agregados sdo mostrados na Fig 15. Nos
agregados formados em 58x58um sobre as superficies mostram que as amostras tratadas por CAP
(3,22 um) possuem maior quantidade de agregados plaquetarios quando comparado as amostras
nitretadas (0,55 pum) e polidas (0 um) (Fig 15.A). O perimetro mostra que as superficies tratadas
por CAP (85,12 um) possuem agregados com maior tamanho quando comparado as amostras
nitretadas (69,85 um) (Fig 15.B). O feret-max indica que os agregados das amostras de CAP
(14,204 pm) e nitretadas (14,191 pm) possuem espraiamento semelhante (Fig 15.C). A
circularidade mostrou que as superficies tratadas por CAP (0,10) possuem agregados com maior

circularidade quando comparado as superficies nitretadas (0,79) (Fig 15.D). A area em um?que 0s
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aglomerados ocupam sdo maiores para superficies tratadas por CAP (39,05 um?) quando
comparado a superficies nitretadas (34,22 um?) (Fig 15.E).
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Figura 15 — anélise dos agregados plaquetarios sobre as superficies polidas, CAP e nitretada. A) Contagem dos
agregados plaquetarios em 58x58um, B) Perimetro dos agregados (um), C) Didmetro de feret-max, D)

Circularidade, E) Area (um?).

8 Discussao:

As propriedades das superficies dos biomateriais como caracteristicas morfoldgicas,
composicdo quimica, propriedades elétricas e molhabilidade regulam a adsor¢éo das proteinas e o
ancoramento celular, sendo fatores cruciais para biocompatibilidade e que influencia a adeséo
bacteriana, coagulacao e/ou ativacdo plaquetaria (WANG et al., 2021). Por isso, utilizamos CAP e
nitretacdo por método LPP para aprimorar as propriedades superficie de Ti a fim de reduzir a
adesdo bacteriana e aumentar seu potencial biocompativel. Dentre as propriedades das superficies
as andlises dos espectros do XPS mostraram-se distintos entre os tratamentos.

Nas superficies tratadas por CAP, os espectros do XPS revelaram a formacéo de defeitos
que sdo imperfei¢Bes no arranjo regular dos &tomos. Os defeitos sdo causados quando o tratamento
CAP ¢ aplicado sobre as superficies ocorrendo a reducdo dos céations Ti (IV) ao estado Ti (I11)
ejetando os 4&tomos de oxigénio da superficie ocorrendo a formacéo de vacancias (HASHIMOTO;
TANAKA, 2002). Dessa maneira, as moléculas de dgua presentes na umidade atmosférica podem

ocupar essas lacunas de oxigénio, produzindo grupos -OH, tornando a superficie hidrofilica
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(HORLYCK et al.,, 2019; KUSCER et al., 2008; SEBASTIEN, 2012). Logo, quanto mais
hidrofilica a superficie, maior contato com a &gua vai ocorrer e mais moléculas organicas podem
ser ligadas a superficie aumentando a adesdo, proliferacdo e comunicacédo celular (JEONG et al.,
2017). Ja no tratamento por nitretacdo é possivel identificar a cristalinidade das superficies de Ti
indicando as fases de nitreto TiN e TiN0.26. A formacdo do filme de TiN pode melhorar
propriedades como alta dureza, resisténcia ao desgaste e resisténcia a corrosao, e isso implica
diretamente na melhora da biocompatibilidade (SUCIU et al., 2021; VAN HOVE et al., 2015).
Logo, esse tratamento pode melhorar o processo de mimetizacdo do ambiente tecidual em que as
células se encontram in vivo (RAFIEE; NAFFAKH-MOOSAVY; TAMIID, 2020).

Esse microambiente semelhante ao tecidual também pode ser influenciado pelos
parametros de molhabilidade e rugosidade das superficies dos materiais (MAJHY;
PRIYADARSHINI; SEN, 2021). A molhabilidade obtida das medicGes do angulo de contato
formado nas amostras, confirmam que todos os tratamentos geraram superficies hidrofilicas (8* <
90°). No entanto, as amostras tratadas por CAP (13° £ 1.8) possuem um angulo de contato préximo
ao de superficies super hidrofilicas (6* < 10°) devido ao aumento de grupos -OH na sua estrutura
ap6s o tratamento por CAP (SANCHEZ-BODON et al., 2022). A alta hidrofilicidade das
superficies de CAP pode estar envolvida em dois mecanismos que impede proliferacdo e adeséo
bacteriana. O primeiro mecanismo é relacionado ao bloqueio da ativacdo da proteina WspA para
formacéo do biofilme inicial (RUPP et al., 2018). A formacéo do biofilme ocorre quando a bactéria
P. aeruginosa expressa a proteina de adesdo WspA (LEE; YOON, 2017). Essa proteina ao detectar
0 ambiente produz o biofilme bacteriano, que permite a adesdo e proliferacdo bacteriana nas
superficies. O segundo mecanismo esta relacionado a diferenca de pressdo do meio celular externo
para 0 meio interno causado pela alta hidrofilicidade pode causar choque osmético (desidratacéo,
reidratagdo) ocorrendo modificacBes na estrutura fosfolipidica da membrana celular causando a
morte (SOCHOCKA; BORATYNSKI, 2011).

A topografia da superficie nitretada demonstrou um perfil de maior rugosidade quando
comparado ao CAP. Em contrapartida, as amostras tratadas por CAP possuem perfil de rugosidade
média baixa (Ra) e padronizadas em nanoescala. A formac&o das unidades formadoras de colonias
e coldnias bacterianas (Figura 9) nos mostra que as superficies tratadas por CAP possuem baixa
formacéo de coldnias bacterianas (Fig. 9C) quando comparada com as outras superficies (Fig. 9B

e D). Aaltarugosidade nas amostras nitretada pode implicar em uma maior adesao bacteriana pois
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existe sulcos, arranhdes e depressdes que aumentam a superficie de contato das bactérias com o
material (HADJESFANDIARI et al., 2016). J& a baixa rugosidade nas amostras de CAP induziu
as bactérias a permanecer em um estado planctonico por possuir pouca superficie de contato
(BAZAKA; CRAWFORD; IVANOVA, 2011; CRAWFORD et al., 2012). Devido as superficies
de CAP possuir uma alta hidrofilicidade e padrfes de rugosidade em nanoescala as bactérias nao
conseguem se comunicar e ativar proteinas de adesdo, entrando em estado plancténico. (CONNOR
etal., 2013; INOUE-SAKAMOTO et al., 2018).

Além da reducdo de bactérias o sucesso das superficies dos implantes ortopédicos requer
a formacéo de coagulos (SHIU et al., 2014). Os resultados dos tempos de coagulacdo revelaram
que as duas condicdes de tratamento nas amostras iniciam a cascata de coagulacéo ativando a via
extrinseca (Tp). A ativacdo dessa via é dependente da biodisponibilidade de fatores ativadores
organicos presentes no sangue, como o fator tecidual. Porém, somente as amostras tratadas por
CAP possuem a capacidade de ativar a via intrinseca (TTPa) e finalizar a formag&do do coagulo
(HUNG et al., 2016; KARAGKIOZAKI et al., 2009). A presenca de OH" na superficie tratada pelo
CAP pode aumentar a sua negatividade o que favorece a ativacdo da via intrinseca (HUNG et al.,
2016). Logo, ndo apenas a presenca de proteinas como fibrinogénio, globulina e aloumina como
também as caracteristicas das superficies dos materiais sdo responsaveis por controlar a taxa de
adsorcdo que favorece o processo de formacéo do coadgulo completo (LI; ZHANG; HUANG, 2017;
MANIVASAGAM et al., 2021).

Além disso, os resultados da adesao plaquetaria mostraram que as superficies tratadas por
CAP apresentaram aumento da ativacdo plaquetéria, densidade plaquetéria, formacao de trombos
com maior tamanho quando comparado as amostras sem tratamento e nitretada. O que permite a
criacdo de um microambiente com fatores pré-angiogénico (VEGF) que induzirdo a formacéo de
Nnovos vasos sanguineos aumentado a osteocondugdo, formagdo 6ssea e remodelagdo melhorando
a integracdo do implante 6sseo no tecido (BURKHARDT et al., 2017; HU; OLSEN, 2016;
STREET et al., 2002). No entanto, as amostras nitretadas demonstraram ter baixa adesdo e
densidade plaquetaria e baixa formacdo de coagulos consistentes. As propriedades
antitrombogénicas apresentadas pelas amostras nitretadas estdo relacionadas com a sua rugosidade,
formacéo do filme de TiN e seu valor de hidrofilicidade. Tais propriedades demostram ser um
tratamento promissor para o desenvolvimento de implantes cardiovasculares como stents, ja que

ndo € interessante que ocorra a formacéo de coagulos que impedem o fluxo sanguineo (L1U, 2018;
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NAYAK etal., 2018; STURTZEL, 2017).

Além das diferencas significativas apresentadas pelos métodos de plasma os mesmos
possuem diferencas em custos e praticidade para aplicacéo clinica (BARDOS; BARANKOVA,
2008). Para o funcionamento do dispositivo de plasma de baixa pressdo é necessario um laboratério
planejado para o seu funcionamento, pois, necessita de uma camara hermeticamente fechada,
tubulacdes de gases, bombas a vacuo, grandes fontes de energia e altas temperaturas como também
uma méo de obra especializada (FRASCIO et al., 2019; KURUP; DHATRAK; KHASNIS, 2020;
SETSUHARA, 2016b). Devido a esses fatores, o custo para desenvolvimento e aplicacdo do
dispositivo de baixa pressdo em ambientes clinicos possui maior custo e é de dificil aplicac&o.

Diferente do plasma de baixa pressdo o dispositivo de CAP possui vantagens para
aplicacdes clinicas (SETSUHARA, 2016b). Sua estrutura consiste em um tubo de quartzo que pode
ser adaptado a uma caneta, fonte de energia, gas de empuxo, eletrodos e pode ser aplicado pelo
proprio profissional que estd dentro do ambiente cirurgico, sendo mais acessivel e econdmico
quando comparado ao método de baixa pressao (CHOI; UHM; KAUSHIK, 2021b; TURKOGLU
SASMAZEL; ALAZZAWI; KADIM ABID ALSAHIB, 2021b). Pensando nisso, este trabalho
propds desenvolver uma logistica para aplicacdo do método de CAP, realizando o tratamento das
superficies dentro do grau cirdrgico ap6s a autoclavagem, trazendo maior biosseguranca e

aumentado a biocompatibilidade do implante de Ti durante o processo de implantagé&o.

9 Concluséo:

Superficies de titanio foram tratadas por plasma de baixa pressao e CAP obtendo
diferentes caracteristicas influenciando na resposta de adeséo bacteriana e formacéo de coagulos.
As superficies tratadas por CAP possuem a capacidade de evitar adesdo e proliferacdo bacteriana
e tem a capacidade de formar codgulos de forma rapida. As amostras tratadas por nitretacdo tiveram
um tempo maior para formacdo de coagulos e uma baixa capacidade de evitar a adesdo bacteriana
quando comparada ao tratamento de CAP. O tratamento por CAP € um método utilizado em
ambientes clinicos por ser acessivel e econémico. Revelando ser uma nova abordagem promissora

para aumentar a biossegurancga e melhorar a biocompatibilidade de implantes de Ti.
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