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RESUMO  
 
O Plasma Atmosférico Frio (CAP – Cold Atmospheric Plasma) é uma tecnologia não térmica 

capaz de modificar superfícies metálicas, promovendo a integração de osteoblastos e inibindo 

a colonização por patógenos. Este estudo avaliou os efeitos da aplicação simultânea do jato de 

plasma de argônio e aquecimento a 200 °C em superfícies de liga Ti6Al4V, visando reduzir a 

aderência de Candida albicans (CA) e melhorar a osseointegração. Para a caracterização da 

superfície e avaliação da adesão fúngica, foram utilizados discos (9 mm × 1 mm), com análises 

de molhabilidade (ângulo de contato), energia livre superficial, microestrutura por difração de 

raios X (DRX), e microscopia eletrônica de varredura (MEV). As superfícies tratadas 

apresentaram redução significativa do ângulo de contato (21,47 ± 1,18°) em comparação ao 

controle (52,88 ± 2,59°, p < 0,05), aumento da energia superficial livre (73,66 mJ/m² vs. 

62,819 mJ/m²) e do componente polar (67,46 mJ/m² vs. 12,82 mJ/m²). A DRX indicou 

formação de filme de dióxido de titânio (TiO₂) entre 35° e 40°. Em relação à adesão fúngica, 

observou-se redução significativa nas unidades formadoras de colônias (UFC) de CA nas 

superfícies tratadas (125.000 UFC/mL) em comparação ao controle (205.000 UFC/mL, 

p < 0,05), menor formação de pseudo-hifas e menor ocupação da superfície (19,14 ± 1,92% vs. 

31,99 ± 4,94%). Para a análise da osseointegração, quatorze parafusos de Ti6Al4V (1,5 mm × 

5 mm) submetidos ao mesmo tratamento foram implantados na região metafisária das tíbias de 

sete ratos Wistar. Após 30 dias, os animais foram eutanasiados para avaliação por tomografia 

computadorizada (TC) e por microscopia eletrônica de varredura (MEV). Na TC observou-se 

aumento significativo da densidade óssea na interface C dos implantes tratados (p < 0,05), 

sugerindo maior atividade mineral. A MEV evidenciou preenchimento completo das roscas e 

formação óssea contínua no grupo tratado. A análise por espectroscopia de energia dispersiva 

de raios X (EDS) confirmou mineralização ativa, com razão cálcio/fósforo (Ca/P) de 1,57, 

próxima à da hidroxiapatita (Ca/P = 1,67). Conclui-se que o tratamento térmico associado ao 

CAP induziu alterações físico-químicas que favoreceram a osseointegração e reduziram 

significativamente a adesão de CA, representando uma alternativa promissora para otimização 

de implantes em contextos clínicos desafiadores. 

Palavras-chave: Biocompatibilidade; Modificação de superfície; Envelhecimento da 

superfície; Contaminação fúngica. 
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ABSTRACT  
 

Cold Atmospheric Plasma (CAP) is a non-thermal technology capable of modifying metallic 

surfaces, promoting osteoblast integration and inhibiting pathogen colonization. This study 

evaluated the effects of simultaneous application of argon plasma jet and heating at 200 °C on 

Ti6Al4V alloy surfaces, aiming to reduce the adhesion of Candida albicans (CA) and improve 

osseointegration. For surface characterization and fungal adhesion analysis, discs (9 mm × 

1 mm) were used, with evaluations of wettability (contact angle), surface free energy, 

microstructure via X-ray diffraction (XRD), and scanning electron microscopy (SEM). Treated 

surfaces showed a significant reduction in contact angle (21.47 ± 1.18°) compared to the control 

(52.88 ± 2.59°, p < 0.05), an increase in surface free energy (73.66 mJ/m² vs. 62.819 mJ/m²), 

and in the polar component (67.46 mJ/m² vs. 12.82 mJ/m²). XRD indicated the formation of a 

titanium dioxide (TiO₂) film between 35° and 40°. Regarding fungal adhesion, a significant 

reduction was observed in colony-forming units (CFU) of CA on treated surfaces 

(125,000 CFU/mL) compared to the control (205,000 CFU/mL, p < 0.05), with less 

pseudohyphae formation and lower surface coverage (19.14 ± 1.92% vs. 31.99 ± 4.94%). For 

the osseointegration analysis, fourteen Ti6Al4V screws (1.5 mm × 5 mm), subjected to the 

same treatment, were implanted in the metaphyseal region of the tibiae of seven Wistar rats. 

After 30 days, the animals were euthanized for evaluation by computed tomography (CT) and 

SEM. CT revealed a significant increase in bone density at the C interface of the treated 

implants (p < 0.05), suggesting greater mineral activity. SEM showed complete thread filling 

and continuous bone formation in the treated group. Energy-dispersive X-ray spectroscopy 

(EDS) analysis confirmed active mineralization, with a calcium/phosphorus (Ca/P) ratio of 

1.57, close to that of hydroxyapatite (Ca/P = 1.67). It is concluded that the thermal treatment 

combined with CAP induced physicochemical changes that favored osseointegration and 

significantly reduced CA adhesion, representing a promising alternative for optimizing 

implants in challenging clinical settings. 

 

Keywords: Biocompatibility; Surface modification; Surface aging; Fungal contamination. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 As ligas de titânio, especialmente o Ti6Al4V, são amplamente empregadas como 

materiais de escolha em implantes ortopédicos e odontológicos, sendo utilizadas na confecção 

de placas, parafusos, hastes, pinos e próteses articulares. Essa preferência se deve às suas 

propriedades físico-químicas notáveis, como baixa densidade, alta resistência mecânica, 

excelente resistência à corrosão, biocompatibilidade, ausência de reatividade tecidual e 

compatibilidade com exames por imagem (BALTATU et al., 2021). 

 Apesar dessas vantagens, sabe-se que superfícies de titânio sofrem alterações ao longo 

do tempo devido à adsorção de hidrocarbonetos atmosféricos, fenômeno conhecido como 

envelhecimento da superfície. Esse processo leva à perda da hidrofobicidade inicial e à 

diminuição da atividade osteoblástica, comprometendo a osseointegração (JANG et al., 2021; 

WANG et al., 2020). A partir de quatro semanas após a fabricação, já se observa um aumento 

significativo de carbono na superfície (de 20% para 63%), comprometendo a adesão celular 

(ATT et al., 2009; ESPOSITO et al., 2009). 

 Vários fatores podem impactar negativamente a osseointegração, incluindo sobrecarga 

mecânica, características do biomaterial, desenho do implante e variáveis cirúrgicas, como 

infecções ou técnica operatória. Ademais, fatores intrínsecos ao paciente — como idade, 

doenças sistêmicas, qualidade óssea, deficiência de vitamina D, uso de medicamentos como 

anti-hipertensivos e inibidores da bomba de prótons, tabagismo e radioterapia — também são 

determinantes no sucesso da integração óssea (MOHSEN et al., 2024; MASRI et al., 2023, 

2024). Destaca-se que infecções relacionadas ao implante representam até 30% das 

complicações cirúrgicas, podendo exigir revisões e gerar custos que ultrapassam US$ 150 mil 

por paciente (SCHWARZ et al., 2019). 

 Frente a isso, diversas abordagens têm sido investigadas para melhorar a 

biocompatibilidade das superfícies de implantes, com foco na promoção de um ambiente 

favorável à adesão celular precoce. Entre elas, destacam-se o tratamento com luz ultravioleta 

(UV), que promove fotocatálise e remoção de contaminantes orgânicos (SANCHEZ-PEREZ et 

al., 2020), e o uso do CAP — Cold Atmospheric Plasma, também conhecido como plasma 
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atmosférico a frio, que atua de forma similar, oxidando compostos orgânicos e restaurando a 

hidrofilicidade da superfície (WOO-LAM et al., 2023). Ambos os tratamentos visam 

restabelecer condições ideais para a adsorção de proteínas como albumina e fibronectina, 

fundamentais para a adesão de osteoblastos (LEE et al., 2013). 

 Paralelamente, a demanda clínica atual exige o desenvolvimento de superfícies 

multifuncionais, capazes de promover a integração de osteoblastos, fibroblastos, células 

endoteliais e macrófagos, além de prevenir colonizações por agentes patogênicos como 

bactérias, fungos e vírus (ZWAHR et al., 2019). O CAP tem demonstrado ainda efeitos 

antimicrobianos promissores, inclusive contra Candida albicans, sendo estudado como terapia 

adjuvante para infecções resistentes, embora os mecanismos exatos de ação ainda estejam em 

investigação (ROVETTA-NOGUEIRA et al., 2023; ERMOLAEVA et al., 2011). 

 Diante do exposto, ressalta-se a importância de estratégias que previnam 

simultaneamente o envelhecimento das superfícies de titânio e a formação de biofilmes 

infecciosos. Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o impacto da aplicação 

simultânea de aquecimento a 200 °C e jato de plasma com fluxo de argônio em superfícies de 

Ti6Al4V, tanto na promoção da osseointegração quanto na inibição da contaminação por 

Candida albicans. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

15 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Cold Atmospheric Plasma (CAP):  

 O plasma, reconhecido como o quarto estado físico da matéria, foi inicialmente descrito 

por Irving Langmuir em 1928. Sua formação ocorre quando uma quantidade suficiente de 

energia é aplicada a um gás, promovendo a ionização de seus átomos e moléculas e originando 

uma mistura de elétrons livres, íons, espécies neutras e radicais. Apesar de conter partículas 

carregadas, a maioria dos plasmas permanece eletricamente neutra como um todo, o que lhes 

confere propriedades físico-químicas singulares. Características como densidade eletrônica, 

temperatura e composição variam amplamente de acordo com a fonte de energia e o tipo de gás 

utilizado, influenciando diretamente suas aplicações (CHEN, 2022; GURNETT; 

BHATTACHARJEE, 2005; VOLKOV; XU; KOLOBOV, 2021). 

 Do ponto de vista termodinâmico, os plasmas podem ser classificados como térmicos 

ou não térmicos, conforme a teoria de Maxwell-Boltzmann. Entre eles, os plasmas não térmicos 

— também conhecidos como Cold Atmospheric Plasma (CAP) — distinguem-se pela alta 

temperatura dos elétrons em contraste com a baixa temperatura dos íons e átomos neutros, 

característica que evita o superaquecimento global da amostra. Essa propriedade torna o CAP 

particularmente adequado para aplicações em materiais termossensíveis, como tecidos 

biológicos. O crescente interesse científico pelo CAP nas últimas décadas está associado ao 

avanço das tecnologias de descarga em gases como hélio, argônio, oxigênio e nitrogênio, que 

permitem maior controle sobre sua geração e aplicação (CHENG et al., 2016; TORNÍN et al., 

2021; VOLKOV; XU; KOLOBOV, 2021). 

 A geração do CAP pode ocorrer por diferentes métodos, como radiofrequência (RF), 

micro-ondas, corrente contínua (DC) ou alternada (AC), sendo frequentemente utilizado com 

gases inertes ou mistos — em especial argônio e oxigênio — para otimizar sua estabilidade e 

reatividade. Por não estar em equilíbrio térmico, o CAP contém uma ampla gama de 

componentes ativos, como elétrons excitados, íons, espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

nitrogênio (RNS), os quais desempenham papéis fundamentais nas interações com superfícies 

biológicas e materiais, contribuindo para processos como desinfecção, regeneração tecidual e 

modulação celular (DEEPAK et al., 2018; KAZEMI et al., 2024; CHOI et al., 2023). 
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 Nesse contexto, surge a medicina baseada em plasma como um campo interdisciplinar 

emergente que integra conhecimentos da física do plasma, microbiologia, bioengenharia e 

medicina clínica. O CAP tem demonstrado grande potencial terapêutico, com aplicações que 

vão desde a desinfecção de superfícies hospitalares até o tratamento de feridas crônicas, 

hemostasia, modulação da resposta imune e inativação de células tumorais. Sua eficácia 

antimicrobiana, aliada à capacidade de induzir respostas regenerativas nos tecidos, reforça seu 

papel como alternativa ou adjuvante promissora em diversas abordagens clínicas 

(BEKESCHUS et al., 2021; GAO et al., 2022; BOURKE et al., 2018; CHEN, 2022). 

2.2 Utilização do Plasma Atmosférico Frio na Medicina Humana 

 O CAP tem se destacado como uma ferramenta terapêutica versátil na medicina 

moderna, com aplicações promissoras em áreas como cicatrização de feridas, controle de 

infecções, tratamento oncológico e regeneração tecidual. Seu mecanismo de ação está centrado 

na geração de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (ROS/RNS), que induzem respostas 

celulares específicas sem causar danos térmicos ao tecido vivo, promovendo efeitos 

antimicrobianos, imunomoduladores e pró-regenerativos (BEKESCHUS et al., 2021; 

LAROUSSI, 2020). 

 Na área da cicatrização, o CAP tem demonstrado impacto positivo sobre a proliferação, 

migração e diferenciação de queratinócitos e fibroblastos, além de estimular a angiogênese e 

modular a inflamação local. Ensaios clínicos apontam melhorias significativas na reepitelização 

de úlceras diabéticas, feridas crônicas e lesões cutâneas infectadas, com redução substancial da 

carga microbiana e ausência de efeitos colaterais relevantes nos tecidos saudáveis 

(DAESCHLEIN et al., 2022; VEJNOVIC et al., 2023). 

 Além de sua ação local, o CAP exerce propriedades imunomoduladoras que contribuem 

para sua eficácia terapêutica. Evidências indicam sua capacidade de influenciar a expressão de 

citocinas inflamatórias, reduzir o estresse oxidativo intracelular e induzir a polarização de 

macrófagos para um fenótipo anti-inflamatório, o que o torna uma alternativa promissora no 

manejo de dermatoses crônicas, como psoríase e dermatite atópica, e até em quadros 

inflamatórios sistêmicos (SCHMIDT et al., 2023; LIN et al., 2024). 
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 No campo da oncologia, o CAP tem sido explorado como terapia adjuvante em diversos 

tipos de câncer, incluindo melanoma, carcinoma de mama, glioblastoma e câncer de pulmão. 

Sua ação antitumoral baseia-se na indução de estresse oxidativo, danos ao DNA, despolarização 

mitocondrial e ativação de vias pró-apoptóticas, culminando na morte seletiva de células 

tumorais — fenômeno atribuído à menor capacidade antioxidante das células malignas em 

comparação às normais (KEIDAR, 2020; BAUER et al., 2022). 

 Apesar do seu potencial clínico, a aplicação do CAP ainda enfrenta obstáculos 

importantes, como a ausência de protocolos padronizados, diferenças entre os dispositivos 

geradores e lacunas no entendimento dos efeitos sistêmicos da terapia. Tais limitações 

dificultam sua incorporação rotineira nos sistemas de saúde. No entanto, avanços recentes no 

desenvolvimento de dispositivos portáteis, de baixo custo e com segurança validada têm 

contribuído para sua adoção progressiva em contextos clínicos e cirúrgicos emergentes 

(FRIDMAN et al., 2023; YAN et al., 2023). 

2.3 Aplicações do CAP na Medicina Veterinária 

O CAP atua por meio da geração de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (RONS), 

como peróxido de hidrogênio (H₂O₂), ânions superóxidos (O₂⁻) e óxido nítrico (NO), que têm 

ação direta sobre células e microrganismos. Essas espécies promovem alterações no potencial 

de membrana, estresse oxidativo controlado e ativação de vias intracelulares envolvidas na 

regeneração tecidual. Estudos demonstram que o CAP estimula a proliferação de fibroblastos, 

queratinócitos e células endoteliais, sendo essencial para a cicatrização de feridas em animais 

(YUSUPOV et al., 2023; KWON et al., 2023). 

Além de seu efeito proliferativo, o CAP modula a resposta inflamatória, reduzindo a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias (como IL-6 e TNF-α) e promovendo o aumento de 

fatores de crescimento, como VEGF (fator de crescimento endotelial vascular). Essa modulação 

acelera a transição das fases inflamatória para proliferativa e contribui para a formação de novos 

vasos, promovendo angiogênese — processo essencial para o reparo tecidual em feridas 

isquêmicas ou infectadas (LEE et al., 2023; ALSHAWA et al., 2022). 

O CAP também apresenta potente atividade antimicrobiana, induzindo peroxidação 

lipídica, ruptura de membranas e danos ao DNA de bactérias, fungos e vírus. Na medicina 
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veterinária, esse efeito tem sido particularmente valorizado no tratamento de infecções cutâneas 

em cães e gatos, sem induzir resistência microbiana, ao contrário de muitos antibióticos 

convencionais. A seletividade do CAP é atribuída à sua ação preferencial sobre microrganismos 

e células danificadas, preservando as células hospedeiras (CHEN et al., 2023; BOURKE et al., 

2018). 

Estudos recentes demonstram que o CAP tem potencial terapêutico significativo na 

medicina veterinária, especialmente no manejo de feridas em pequenos animais. Em um estudo 

retrospectivo com cães e gatos portadores de feridas agudas e crônicas, a aplicação de CAP 

como terapia adjuvante resultou em cicatrização completa em 81,48% dos casos. A maioria das 

lesões cicatrizou em um período inferior a cinco semanas, e não foram relatados efeitos 

adversos relevantes durante o tratamento, sugerindo que a técnica é segura e bem tolerada por 

diferentes espécies animais (KWON et al., 2023). 

Além de seu efeito cicatrizante, o CAP tem sido estudado como alternativa no 

tratamento de infecções bacterianas resistentes a antimicrobianos. Sua atividade antimicrobiana 

baseia-se na geração de RONS, que promovem danos estruturais nas membranas celulares e ao 

material genético dos microrganismos. O tratamento com CAP se mostrou eficaz contra 

patógenos gram-positivos e gram-negativos em infecções cutâneas veterinárias, um cenário 

clínico onde a resistência antimicrobiana representa um desafio crescente (CHEN et al., 2023). 

Em relação às infecções bacterianas, MARX et al. (2024) investigaram os efeitos 

antimicrobianos do CAP sobre patógenos comumente associados à ceratite bacteriana em cães, 

incluindo Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus pseudintermedius e Streptococcus canis. 

Os experimentos in vitro demonstraram que a aplicação de CAP promoveu uma redução 

significativa no crescimento bacteriano, sugerindo que a técnica pode ser uma alternativa eficaz 

e segura no tratamento de infecções oculares de difícil manejo na clínica veterinária. 

Complementarmente, MOHSENI et al. (2023) revisaram o uso potencial do CAP em 

infecções bacterianas na medicina veterinária, com foco especial em sua eficácia frente a cepas 

multirresistentes. O estudo destaca que, além de sua ação antimicrobiana direta, o CAP pode 

modular a resposta inflamatória local e estimular o processo de cicatrização tecidual. No 

entanto, os autores ressaltam a importância de padronizar os parâmetros de aplicação (tempo, 
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distância, tipo de gás) e conduzir estudos clínicos longitudinais para garantir segurança e 

eficácia do CAP em diferentes espécies e contextos clínicos. 

2.4 Aplicação do Plasma Atmosférico a frio em implantes ortopédicos 

O Plasma Atmosférico Frio (CAP) tem se mostrado uma ferramenta promissora na 

modificação de superfícies de implantes ortopédicos, principalmente os confeccionados em 

titânio. O tratamento com CAP permite a remoção de contaminantes orgânicos (como 

hidrocarbonetos) acumulados nas superfícies metálicas após o processamento, além de 

introduzir grupos funcionais que aumentam a energia livre superficial. Isso favorece a adsorção 

de proteínas e a adesão celular, contribuindo significativamente para uma osseointegração mais 

eficiente (BEKESCHUS et al., 2021; HUANG et al., 2023). 

Estudos demonstraram que o tratamento de superfícies de titânio com CAP reduz o 

ângulo de contato da água, tornando-as mais hidrofílicas. Essa propriedade melhora a 

molhabilidade e a interação com fluidos biológicos, promovendo a adesão e proliferação de 

osteoblastos, além de favorecer o recrutamento celular para formação óssea ao redor do 

implante (ZHENG et al., 2020; CHEN et al., 2023). 

Além dos efeitos sobre a biocompatibilidade, o CAP apresenta importante ação 

antimicrobiana. Sua capacidade de inativar microrganismos, especialmente em biofilmes, se dá 

pela geração de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (ROS e RNS), que promovem 

oxidação lipídica, dano ao DNA e disfunção mitocondrial nos patógenos. Isso torna o CAP uma 

estratégia preventiva eficaz contra infecções peri-implantares, uma das principais causas de 

falha em implantes ortopédicos (NIEMIRA et al., 2021; BOURKE et al., 2023). 

O uso do CAP também tem sido expandido para polímeros de uso médico, como a 

polieteretercetona (PEEK), um material promissor na ortopedia por sua leveza e elasticidade 

próximas ao osso. Quando tratado com CAP, o PEEK apresenta maior rugosidade superficial, 

melhor molhabilidade e maior adesão de células osteoprogenitoras, o que potencializa sua 

capacidade de osseointegração, tornando-o competitivo em relação ao titânio em algumas 

aplicações (WANG et al., 2024). 
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Apesar dos avanços experimentais e dos bons resultados in vitro e in vivo, ainda são 

necessários estudos clínicos robustos e protocolos padronizados para viabilizar a incorporação 

sistemática do CAP na prática ortopédica. A padronização dos parâmetros físicos (tempo de 

exposição, tipo de gás, distância da fonte) será fundamental para garantir a segurança e eficácia 

a longo prazo dessa tecnologia (KEIDAR et al., 2020; FRIDMAN et al., 2023). 

2.5 Osseointegração: Plasma x Tecido ósseo 

A osseointegração é definida como a formação de uma conexão direta e funcional entre 

o osso vivo e a superfície de um implante, sem a interposição de tecido fibroso, sendo esse 

processo fundamental para garantir a estabilidade primária e a longevidade de implantes 

ortopédicos e odontológicos (Figura 1). Diversos fatores influenciam essa integração, entre os 

quais se destacam a biocompatibilidade do material, a topografia da superfície, a molhabilidade 

e a energia superficial, todos essenciais para promover a adesão celular inicial e o subsequente 

remodelamento ósseo (ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2004; GITTENS et al., 2014). 

 

Figura 1- Implante de Titânio (a). Demonstração da superfície porosa (b). Ilustração do  osso 

aderindo à superfície. Fonte: Velasco (2024) 

 

Nesse contexto, o uso do Plasma Atmosférico Frio tem emergido como uma estratégia 

inovadora para a modificação de superfícies metálicas, em especial o titânio, promovendo o 

chamado “rejuvenescimento da superfície”. A aplicação do CAP remove contaminantes 

orgânicos, como hidrocarbonetos adsorvidos, e eleva a molhabilidade e a energia livre 
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superficial das amostras. Tais modificações tornam o ambiente mais propício à adsorção de 

proteínas da matriz extracelular — como fibronectina e albumina — que desempenham papel 

crucial na adesão e diferenciação de osteoblastos (ATT et al., 2009; HAN et al., 2022). 

Estudos experimentais, tanto in vitro quanto in vivo, evidenciam que implantes tratados 

com CAP favorecem o recrutamento de células osteoprogenitoras e elevam a expressão de 

marcadores osteogênicos, como a osteocalcina e a fosfatase alcalina. Além disso, há relatos de 

aumento significativo do volume ósseo neoformado ao redor dos implantes e da porcentagem 

de contato osso-implante (bone-to-implant contact – BIC), refletindo diretamente na qualidade 

da mineralização da matriz óssea (ZHENG et al., 2020; WANG et al., 2024). 

Outro aspecto relevante é que a superfície super-hidrofílica induzida pelo CAP favorece 

a estabilização do coágulo sanguíneo no leito ósseo, condição essencial nas fases iniciais de 

cicatrização do implante. Essa característica cria um microambiente osteoconduente, que 

favorece o início do processo regenerativo e reduz o risco de encapsulamento fibroso — um 

dos principais obstáculos à osseointegração bem-sucedida (RAINES et al., 2022; ALQUTAIBI 

et al., 2023). 

 Adicionalmente, o CAP tem mostrado capacidade de modular a resposta imune local ao 

redor dos implantes, promovendo um perfil anti-inflamatório benéfico à regeneração óssea. 

Esse efeito imunomodulador, que envolve a polarização de macrófagos e outras células do 

sistema imune, é especialmente promissor em cenários clínicos desafiadores, como osteoporose 

e diabetes mellitus, nos quais a osseointegração encontra-se frequentemente comprometida 

(BEKESCHUS et al., 2021; SCHMIDT et al., 2023). 

2.6 Plasma atmosférico a frio x Candida albicans 

 O Plasma Atmosférico Frio (CAP) tem se destacado como uma abordagem promissora 

no controle de infecções fúngicas em medicina veterinária, especialmente contra Candida 

albicans, um fungo oportunista frequentemente associado a quadros de mucosite, dermatite e 

otite em animais imunocomprometidos. Sua ação baseia-se na geração de espécies reativas de 

oxigênio e nitrogênio (RONS), que induzem estresse oxidativo e provocam danos estruturais 

às células fúngicas, inibindo seu crescimento, adesão e virulência (RAHIMI-VERKI et al., 

2016). 
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 Estudos in vitro têm elucidado os mecanismos moleculares envolvidos nessa ação 

antifúngica. Rahimi-Verki et al. (2016) demonstraram que a exposição de C. albicans ao CAP 

resulta na inibição da biossíntese de ergosterol, componente essencial da membrana plasmática 

do fungo, além da supressão de fatores de virulência, como a formação de biofilme e a produção 

de enzimas hidrolíticas, incluindo fosfolipases e proteinases. De forma complementar, 

Ebrahimi et al. (2021) confirmaram que o CAP compromete a viabilidade de biofilmes 

maduros, mesmo na ausência de agentes antifúngicos, destacando seu potencial como agente 

terapêutico autônomo. 

 Alterações morfológicas importantes também foram observadas por Rovetta-Nogueira 

et al. (2023), que relataram deformações na parede celular, rugosidade superficial e aumento 

da síntese de quitina em células tratadas com CAP — alterações essas interpretadas como uma 

resposta compensatória ao estresse oxidativo, mas que comprometem a integridade celular e 

reduzem a adesão do fungo aos tecidos hospedeiros. 

 Modelos experimentais reforçam esses achados in vitro. Em estudo com camundongos 

imunossuprimidos com mucosite oral induzida por quimioterapia, Sampaio et al. (2023) 

verificaram que o tratamento com jatos de CAP reduziu significativamente a carga fúngica de 

C. albicans na mucosa oral e preveniu sua disseminação sistêmica para pulmões, fígado e rins. 

De forma semelhante, Borges et al. (2018) também observaram diminuição da viabilidade 

fúngica nos tecidos orais após o uso do CAP, com baixa citotoxicidade para os tecidos do 

hospedeiro, reforçando a segurança do método. 

 No contexto terapêutico, Leite et al. (2021) analisaram a interação do CAP com 

antifúngicos polienos como a nistatina e a anfotericina B, e identificaram que o tratamento com 

CAP isolado foi mais eficaz na eliminação de biofilmes de C. albicans do que em combinação 

com os fármacos. Esses resultados sugerem que o estresse oxidativo gerado pelo plasma é, por 

si só, suficiente para desestabilizar os biofilmes, o que o posiciona como uma alternativa 

interessante, especialmente diante de cepas resistentes ou de pacientes com limitações ao uso 

de terapias sistêmicas. 

 Adicionalmente, a aplicação do CAP tem sido estendida a outros patógenos fúngicos de 

relevância veterinária. Por exemplo, Lee et al. (2022) relataram efeito antifúngico sinérgico 

entre o CAP e o gluconato de clorexidina contra Malassezia pachydermatis, agente etiológico 
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comum em casos de dermatite e otite canina. Esse tipo de associação aponta para o potencial 

do CAP em terapias tópicas integradas na prática clínica veterinária. 

 Dessa forma, os diversos estudos revisados reforçam o potencial do Plasma Atmosférico 

Frio como alternativa ou adjuvante às terapias antifúngicas convencionais, sobretudo em 

cenários clínicos desafiadores, como infecções resistentes ou pacientes imunocomprometidos, 

onde o uso de antifúngicos sistêmicos pode apresentar riscos ou eficácia limitada (EBRAHIMI 

et al., 2021; ROVETTA-NOGUEIRA et al., 2023; SAMPAIO et al., 2023; LEITE et al., 

2021).Dessa forma, os diversos estudos revisados reforçam o potencial do Plasma Atmosférico 

Frio como alternativa ou adjuvante às terapias antifúngicas convencionais, sobretudo em 

cenários clínicos desafiadores, como infecções resistentes ou pacientes imunocomprometidos, 

onde o uso de antifúngicos sistêmicos pode apresentar riscos ou eficácia limitada (EBRAHIMI 

et al., 2021; ROVETTA-NOGUEIRA et al., 2023; SAMPAIO et al., 2023; LEITE et al., 2021). 
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3. JUSTIFICATIVA   

A osseointegração de implantes de titânio e suas ligas é um desafio crítico na ortopedia 
e odontologia, especialmente devido ao risco de infecção associada a esses dispositivos. As 
complicações infecciosas podem comprometer a estabilidade do implante, prolongar o tempo 
de recuperação e exigir instruções adicionais, elevando os custos dos procedimentos. 

Diante desse cenário, a busca por tratamentos inovadores que otimizem a interação entre 
o implante e o tecido ósseo, ao mesmo tempo em que inibam a colonização por microrganismos, 
torna-se essencial. Portanto, este estudo se justifica pela necessidade de investigar essa 
abordagem inovadora, que promove a melhoria da osseointegração e a redução de complicações 
infecciosas. Os resultados obtidos poderão contribuir para o desenvolvimento de implantes com 
maior eficácia clínica, ampliando suas aplicações na prática ortopédica e odontológica, 
beneficiando diretamente o paciente e os profissionais da saúde. 

Além disso, compreender os mecanismos pelos quais o CAP e o aquecimento a 200ºC 
na superfície do titânio e suas ligas podem abrir novas possibilidades para o desenvolvimento 
de biomateriais com propriedades antimicrobianas e osteoindutoras aprimoradas. Esta 
abordagem pode ser particularmente relevante para pacientes com condições que dificultam a 
regeneração óssea, como osteoporose, diabetes e imunossupressão.  
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4. HIPÓTESES CIENTÍFICAS  

• A aplicação do aquecimento em superfícies de Ti6Al4V a 200 ºC, associado ao Jato de 
Plasma com fluxo de argônio, reduz a contaminação por Candida albicans, resultando 
em menor risco de infecção. 

• O tratamento da superfície de implantes Ti6Al4V com plasma atmosférico frio (CAP), 
associado ao aquecimento a 200ºC, promove modificações físico-químicas que levam a 
uma osseointegração mais precoce. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

26 

 

5. OBJETIVOS  

5.1 Objetivo geral:  

 

Avaliar a susceptibilidade à adesão de Candida albicans e a osseointegração e em 

superfícies de liga Ti6Al4V submetidas a tratamento térmico a 200 °C e funcionalização por 

jato de plasma com fluxo de argônio. 

5.2 Objetivos Específicos:   

 
1. Caracterizar as superfícies de Ti6Al4V tratadas com aquecimento a 200 °C e jato de 

plasma com argônio, por meio de análises da molhabilidade, energia superficial livre e 

avaliação da microestrutura por difração de raios X (DRX). 

 

2. Investigar a adesão de Candida albicans em superfícies de Ti6Al4V tratadas com 

aquecimento a 200 °C e jato de plasma com argônio, por meio da quantificação de 

Unidades formadoras de colônias (UFCs) e da determinação da área de colonização por 

meio de microscopia eletrônica de varredura.  

 

3. Avaliar a osseointegração de implantes de Ti6Al4V tratadas com aquecimento a 200 °C 

e jato de plasma com argônio, por meio de tomografia computadorizada, microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) e composição química através da espectroscopia de 

energia dispersiva de raios-X (EDS). 
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6. Capítulo I  

EFEITO DO TRATAMENTO DE SUPERFÍCIE DE TI6AL4V AQUECIDAS A 200 ºC 

E TRATADAS SIMULTANEAMENTE COM PLASMA ATMOSFÉRICO A FRIO 

SOBRE A ADERÊNCIA DE Candida Albicans. 

Infecções do sítio cirúrgico representam uma complicação grave em diversos procedimentos, 

principalmente quando se trata de cirurgias ortopédicas, devido a utilização de implantes, que 

por sua vez, favorecem a formação de biofilmes. Nesse contexto, o tratamento da superfície 

com plasma atmosférico a frio surge como uma estratégia inovadora para enfrentar essas 

infecções. Diante disso, este estudo teve como objetivo analisar os efeitos do aquecimento a 

200º C em superfície de Ti6Al4V associado a aplicação de jato de plasma de argônio, sobre a 

prevenção da contaminação fúngica por Candida albicans. Para as avaliações, foram utilizados 

discos de Ti6Al4V com 9 mm de diâmetro e 1 mm de espessura. Os discos foram tratados em 

uma câmara fechada, com fluxo de gás de argônio 1 litro por minuto (L/min) durante 30 

minutos. Foram realizadas as análises de molhabilidade (ângulo de contato), energia livre 

superficial, microestrutura por difração de raios X (DRX), e microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). As superfícies tratadas apresentaram redução significativa do ângulo de 

contato (21,47 ± 1,18°) em comparação ao controle (52,88 ± 2,59°, p < 0,05), aumento da 

energia superficial livre (73,66 mJ/m² vs. 62,819 mJ/m²) e do componente polar (67,46 mJ/m² 

vs. 12,82 mJ/m²). A DRX indicou formação de filme de dióxido de titânio (TiO₂) entre 35° e 

40°. Em relação à adesão fúngica, observou-se redução significativa nas unidades formadoras 

de colônias (UFC) de CA nas superfícies tratadas (125.000 UFC/mL) em comparação ao 

controle (205.000 UFC/mL, p < 0,05), menor formação de pseudo-hifas e menor ocupação da 

superfície (19,14 ± 1,92% vs. 31,99 ± 4,94%). Com base nos resultados, conclui-se que o 

tratamento combinado de aquecimento a 200 ºC e jato de plasma de argônio foi capaz de causar 

modificações na superfície que causaram redução na adesão e colonização por Candida 

albicans. Esse tratamento apresenta grande potencial para diminuir a contaminação por 

microrganismos e reduzir as taxas de complicações, sendo uma alternativa promissora para a 

melhoria de implantes. 

 Palavras-chave: Biocompatibilidade, Modificação de superfície, Contaminação fúngica. 
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ABSTRACT 

Surgical site infections represent a serious complication in various procedures, especially in 

orthopedic surgeries due to the use of implants, which, in turn, favor biofilm formation. In this 

context, cold atmospheric plasma (CAP) surface treatment emerges as an innovative strategy 

to address these infections. Accordingly, this study aimed to analyze the effects of heating to 

200 °C on Ti6Al4V surfaces combined with the application of an argon plasma jet in preventing 

fungal contamination by Candida albicans. For the evaluations, Ti6Al4V discs measuring 9 mm 

in diameter and 1 mm in thickness were used. The discs were treated in a closed chamber with 

an argon gas flow of 1 liter per minute (L/min) for 30 minutes. Analyses included wettability 

(contact angle), surface free energy, microstructure via X-ray diffraction (XRD), and scanning 

electron microscopy (SEM). Treated surfaces exhibited a significant reduction in contact angle 

(21.47 ± 1.18°) compared to the control (52.88 ± 2.59°, p < 0.05), increased surface free energy 

(73.66 mJ/m² vs. 62.819 mJ/m²), and increased polar component (67.46 mJ/m² vs. 

12.82 mJ/m²). XRD analysis indicated the formation of a titanium dioxide (TiO₂) film between 

35° and 40°. Regarding fungal adhesion, a significant reduction in colony-forming units (CFU) 

of C. albicans was observed on treated surfaces (125,000 CFU/mL) compared to the control 

(205,000 CFU/mL, p < 0.05), along with reduced pseudohyphae formation and lower surface 

coverage (19.14 ± 1.92% vs. 31.99 ± 4.94%). Based on the results, it is concluded that the 

combined treatment of heating at 200 °C and argon plasma jet effectively induced surface 

modifications that reduced adhesion and colonization by Candida albicans. This treatment 

shows great potential in minimizing microbial contamination and reducing complication rates, 

representing a promising alternative for improving implants. 

Keywords: Biocompatibility, Surface modification, Fungal contamination. 
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INTRODUÇÃO  

 
As infecções do sítio cirúrgico representam uma das principais complicações pós-

operatórias, com impacto significativo na morbidade, mortalidade e nos custos hospitalares 

(NONNENMACHER et al., 2023). Em cirurgias ortopédicas, o uso de implantes metálicos é 

comum, sendo esses rapidamente recobertos por proteínas do soro, o que favorece a adesão 

microbiana e a subsequente formação de biofilmes. A presença de biofilmes, bacterianos ou 

fúngicos, dificulta o tratamento convencional das infecções, podendo comprometer a integração 

do implante ao tecido ósseo e a recuperação do paciente (ZHAO et al., 2023). 

Dentre os microrganismos envolvidos nessas infecções, destaca-se a levedura Candida 

albicans, identificada em aproximadamente 15% dos casos de sepse hospitalar, muitas vezes 

associada à contaminação de dispositivos médicos (WISPLINGHOFF et al., 2005). A presença 

dessa levedura em superfícies de titânio é particularmente preocupante, pois além de formar 

biofilmes resistentes, cria um ambiente hipóxico que favorece o crescimento concomitante de 

bactérias anaeróbicas, agravando a infecção (NOBILE et al., 2015). Além disso, infecções por 

C. albicans estão associadas a um aumento de até 40% na taxa de mortalidade (NOBILE et al., 

2015). 

O tratamento dessas infecções geralmente envolve desbridamento cirúrgico, uso 

prolongado de antimicrobianos, substituição parcial dos componentes ou, em casos mais 

severos, a remoção total do implante (KUIPER et al., 2013). Apesar dos avanços nas estratégias 

diagnósticas e terapêuticas, essas infecções ainda representam um desafio clínico, exigindo 

abordagens multidisciplinares e inovadoras (KARCZEWSKI et al., 2019). 

Nesse contexto, o uso do plasma atmosférico frio (CAP) tem se destacado como uma 

alternativa promissora para a funcionalização de superfícies metálicas, por sua capacidade de 

inativar biofilmes resistentes, inclusive de Candida albicans (BENCINA et al., 2021). Estudos 

demonstram que o CAP apresenta ação antimicrobiana contra uma ampla gama de patógenos, 

incluindo Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Listeria monocytogenes 

(NONNENMACHER et al., 2023). 
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Além da ação antimicrobiana, o CAP modifica favoravelmente as propriedades físico-

químicas da superfície do titânio, reduzindo o ângulo de contato e aumentando a molhabilidade, 

o que favorece a adesão celular e pode potencializar a osseointegração (HUI et al., 2020). Essas 

alterações ocorrem devido à introdução de grupos funcionais, como hidroxilas e óxidos de 

titânio, na superfície metálica (MARTINS et al., 2024; WILLIAMS et al., 2017). No entanto, 

esses efeitos podem ser temporários, uma vez que o tratamento não altera permanentemente a 

microestrutura do material. 

Estudos indicam que a eficácia do CAP depende do tipo de material tratado e da 

durabilidade dos efeitos superficiais. Em superfícies de zircônia, por exemplo, a atividade 

antimicrobiana do CAP é mantida por até 14 dias, diminuindo progressivamente após esse 

período (YANG et al., 2020). 

Para superar essa limitação, pesquisadores propõem a associação do CAP ao 

aquecimento controlado das superfícies metálicas durante o tratamento. Essa estratégia pode 

promover alterações mais duradouras na topografia e composição superficial do implante, 

aumentando sua resistência à colonização microbiana sem comprometer a biocompatibilidade 

(AKHAVAN et al., 2018). No entanto, os efeitos dessa abordagem combinada ainda necessitam 

de investigação aprofundada. 

Diante desse cenário, o presente estudo tem como objetivo avaliar a aderência de 

Candida albicans em superfícies de Ti6Al4V submetidas ao aquecimento a 200 °C e 

simultaneamente tratadas com jato de plasma com fluxo de argônio, visando prevenir a 

formação de biofilmes e contribuir com estratégias mais eficazes para a prevenção de infecções 

associadas a implantes metálicos. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

Tratamento das superfícies   
 

O tratamento das superfícies das amostras foi realizado no Laboratório de 

Processamento de Materiais por Plasma da Universidade Federal Rural do Semi-Árido 

(UFERSA), utilizando um equipamento desenvolvido pela própria equipe do laboratório. A 

Figura 1 apresenta o diagrama esquemático do sistema construído para o tratamento de amostras 

por jato de plasma, o qual incorpora adaptações para controle térmico, com base no modelo 

originalmente proposto por Vitoriano (2023). 

 

 

 

Figura 1 – Esquema ilustrativo do sistema de jato de plasma atmosférico frio com controle 

térmico utilizado no tratamento das amostras de Ti6Al4V. O equipamento é composto por uma 

fonte de alta tensão, cilindro de argônio, região de descarga para geração do plasma, câmara de 

tratamento e suporte com aquecimento controlado. Adaptado de Vitoriano (2023). 
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O sistema é composto por uma fonte de tensão elétrica, responsável por gerar a descarga 

necessária para a formação do plasma, e por um cilindro de argônio que fornece o gás para a 

região de descarga, onde ocorre o processo de ionização. O jato de plasma é direcionado para 

o interior de uma câmara fechada, na qual a amostra é posicionada sobre uma resistência elétrica 

que atua simultaneamente como suporte e como elemento de aquecimento com controle de 

temperatura. A fim de assegurar a estabilidade térmica do processo, um termopar é acoplado 

ao sistema para monitoramento contínuo da temperatura da amostra durante todo o tratamento. 

As amostras foram posicionadas sobre uma resistência elétrica plana, que desempenha 

dupla função: suporte físico e elemento de aquecimento. O controle térmico foi fundamental 

para o experimento, sendo mantida uma temperatura constante de 200 °C durante a exposição 

ao jato de plasma. A temperatura da superfície foi monitorada continuamente com o auxílio de 

um termopar acoplado ao sistema, assegurando reprodutibilidade e estabilidade térmica ao 

longo do processo.  

Os parâmetros utilizados para o tratamento experimental foram baseados nas condições 

operacionais previamente estabelecidas por Vitoriano (2023), embora seu estudo original tenha 

sido voltado a outras finalidades. No presente experimento, empregou-se uma descarga elétrica 

com valores fixos de 6,5 kV de tensão e frequência de 50 kHz. O fluxo de gás argônio foi 

mantido constante em 1 litro por minuto (L/min), garantindo uma atmosfera estável e adequada 

para a geração e sustentação do plasma. Cada amostra foi individualmente aquecida a uma 

temperatura controlada de 200 °C durante um período de 30 minutos, sob exposição contínua 

ao jato de plasma. Essa configuração permitiu a análise dos efeitos do tratamento em condições 

termicamente estabilizadas, assegurando reprodutibilidade e controle sobre as variáveis de 

temperatura e exposição elétrica. 

Preparação dos discos para caracterização da superfície:  

Foram utilizados discos da liga Ti6Al4V com 9 mm de diâmetro e 1 mm de espessura. 

Inicialmente, os discos passaram por um processo de lixamento progressivo com lixas de 

carbeto de silício (SiC) de diferentes granulometrias (220, 400, 600, 1500 e 2000 MESH), 

seguido de polimento mecanoquímico utilizando uma suspensão coloidal composta por 40% 

de sílica (0,03 µm) e 60% de peróxido de hidrogênio a 35%, durante 30 minutos. Após o 
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polimento, as amostras foram submetidas a uma limpeza sequencial por imersão em cuba de 

ultrassom, utilizando inicialmente uma solução aquosa de 0,5% de detergente enzimático 

(DEIV), seguida por etanol absoluto e, por fim, água bidestilada. Cada etapa de lavagem foi 

realizada por 10 minutos para garantir a completa remoção de resíduos orgânicos e 

particulados.  

Concluído o processo de limpeza, os discos foram secos, selados em embalagens grau 

cirúrgico e encaminhados para o tratamento com plasma atmosférico frio. O procedimento foi 

realizado em câmara fechada com jato de plasma gerado a partir de argônio, com fluxo 

constante de 1 L/min. Simultaneamente, as amostras foram aquecidas a 200 °C por 30 minutos, 

com auxílio de uma resistência elétrica, conforme ilustrado na Figura 1. 

Caracterização das superfícies dos discos Ti6Al4V:  

 A determinação da molhabilidade das superfícies foi realizada por meio da técnica da 

gota séssil, conforme descrito por Drelich (2013) e Tadmor & Yadav (2008). O experimento 

utilizou um sistema desenvolvido no Laboratório de Processamento de Materiais por Plasma 

da UFERSA, composto por uma base plana móvel (porta-amostras) com ajuste vertical, uma 

câmera digital (modelo VP 540s, Intelbras) para captura de imagens e uma seringa para 

deposição controlada dos líquidos (Figura 2a). As amostras foram posicionadas 

individualmente sobre o porta-amostras, e sobre cada superfície (tratada e controle – apenas 

polida) foram depositadas gotas de 10 μL de água destilada (Figura 2b) e glicerol. O ângulo de 

contato entre o líquido e a superfície foi então calculado por meio do software Surftens 3, 

permitindo a análise quantitativa da molhabilidade das diferentes condições experimentais. 
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Figura 2 - Ilustração do equipamento utilizado para determinação do ângulo contato. a) 

equipamento, b) gota depositada no porta-amostra. Fonte:Vitoriano (2021) 

Determinação da energia de superfície:  

A energia de superfície foi calculada com base nos ângulos de contato obtidos. O 

modelo teórico adotado para a determinação da tensão superficial segue a equação de Huang et 

al. (2003), considerando as componentes dispersiva (γ Sd) e polar (γ Sp) do sólido e do líquido, 

conforme descrito por Fowkes (1962). 

Difração de Raios X em Ângulo Rasante (DRX) 

          As análises de DRX foram realizadas utilizando um difratômetro Ultima IV Rigaku 

operando com radiação Cu-Kα a 40 KV e 30 mA na configuração Seemann-Bohlin e com 

ângulo de incidência rasante. Fixou-se o ângulo de incidência do feixe de raios X em 1°, na 

faixa de medição entre os ângulos 2θ de 30° e 55°, com passo de 0,01° e velocidade de aquisição 

de 2° por minuto. 

Preparo e contagem das unidades formadoras de colônias (UFC’s).   

O cultivo das cepas foi realizado no Laboratório de Microbiologia Veterinária (LAMIV). 
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O preparo do inóculo foi realizado utilizando uma cepa padrão de Candida albicans (ATCC  

10231) cultivada aerobicamente em caldo Brain Heart Infusion (BHI, KASVI) a 37 °C em 

incubadora por 48 horas. Após incubadas, a suspensão foi ajustada em solução estéril de cloreto 

de sódio a 0,85% até atingir uma absorbância de 0,08 a 0,1, equivalente a uma concentração de 

106/mL (padrão de turbidez 0,5 da escala de McFarland), confirmado utilizando 

espectrofotômetro a 530 nm. Alíquotas de 500 µL da suspensão de C. albicans foram, em 

seguida, inoculadas sobre os discos (n=5) e não tratados (controle, n=5), antes da inoculação 

os discos foram submetidos ao tratamento UV durante 15 minutos de cada lado, totalizando 30 

minutos.   

Os discos foram dispostos em uma placa estéril de 24 poços, seguido de incubação 

aerobiamente por 90 minutos (fase de adesão) a 37 °C (PONDE et al., 2021). Posteriormente, 

a suspensão foi retirada de cada poço e estes sutilmente lavados duas vezes com solução salina 

(0,85%) estéril para remover células não aderentes, 10 amostras foram submetidas à sonicação 

em 9ml solução de NaCl (0,85%) (diluição 10-1) para desprender as células leveduriformes 

aderidas e em seguida a suspensão obtida foi submetida à diluição seriada até 10-6. De cada 

diluição, foram inoculadas microgotas de 10 µL, em duplicata, sobre placas contendo Ágar 

Sabouraud acrescidas de cloranfenicol, as quais foram incubadas por 48 horas à 37 ºC. Após 

esse período, foi realizada a contagem das unidades formadoras de colônias (UFCs) das 

diluições de 10-2 e 10- 3, seguida de média, sendo os dados expressos em UFC/mL (Figura 3).  

 

 

Figura 3 - Placas contendo Ágar Sabouraud acrescido de cloranfenicol. Demonstrando a 

formação das unidades formadoras de colônias (UFCs) de Candida albicans previamente 

expostas a superfícies de Ti6Al4V, em diluições 10-2 e 10-3. A - UFC formada a partir da 
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amostra colhida em discos tratados e B - discos em tratamento, controle.  Fonte: Arquivo 

Pessoal  

Análise Morfológica  

Após a inoculação e incubação por 90 minutos, cinco discos tratados e cinco controles 

foram fixados em uma solução de glutaraldeído a 2,5% em tampão fosfato (pH 7,4) à 

temperatura ambiente por 12 horas. Em seguida, realizou-se uma pós-fixação com tetróxido de 

ósmio a 1% por 1 hora. As amostras foram então lavadas com água destilada e submetidas a 

um processo de desidratação em uma série crescente de etanol (25%, 50% e 75%) por 5 minutos 

em cada concentração, finalizando com imersão em etanol absoluto por 15 minutos. Após a 

desidratação, as amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro de 9 nm para 

possibilitar a visualização em um microscópio eletrônico de varredura (Tescan Vega3, 

TESCAN ORSAY HOLDING, Brno, República Tcheca).  

Para a mensuração da área coberta por Candida albicans nas superfícies Ti6Al4V V, 

foi utilizado o software ImageJ v. 1.54m. As análises foram realizadas a partir de imagens 

obtidas por microscopia eletrônica de varredura (MEV) nas ampliações de 500x e 2000x. Para 

cada magnificação e tipo de material, foram capturadas quatro imagens de diferentes campos: 

duas de superfícies controle e duas de superfícies tratadas. No total, foram analisadas 16 

imagens, sendo 8 da liga tratadas e 8 dos discos controles.  

Análises Estatísticas   

Os dados foram expressos em média ± DP e avaliados quanto à distribuição pelo teste de 

Shapiro-Wilk. Após confirmação dos pressupostos paramétricos, o número médio de UFC/mL 

foi analisado pelo teste t, considerou-se o nível de significância de p<0,05. A análise foi 

realizada com auxílio do software GraphPad Prism, versão 9. Enquanto, a área média ocupada 

pelas leveduras e pseudohifas obtidas a partir das SEM imagens foram analisadas pelo teste de 

Mann-Whitney.   
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RESULTADOS  

Análise da Molhabilidade:  

A Figura 7 ilustra a diferença no ângulo de contato da água entre a superfície de 
Ti6Al4V controle e a tratada com plasma atmosférico frio (CAP). Observa-se uma redução 
significativa no ângulo de contato no grupo tratado (21,47 ± 1,18°) em comparação ao controle 
(52,88 ± 2,59°), resultado estatisticamente significativo (p < 0,05, Teste t de Student). Esse 
achado indica que o tratamento com CAP promoveu uma melhora substancial da molhabilidade 
da superfície, tornando-a mais hidrofílica. 

 

Figura 4 - Análise do ângulo de contato das superfícies de Ti6Al4V aquecidas a 200º C e 

tratadas com plasma atmosférico a frio e superfícies não tratadas. *p < 0,05 (Teste Student). 
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Análise da Energia de Superfície:  

Após a análise do ângulo de contato, calculamos a energia livre superficial (γ S), seus 

componentes polares (γ Sp) e dispersivo (γ Sd) (Figura 8). Os resultados dessas avaliações foram 
representados na figura 8. A energia livre superficial do grupo tratado exibe a energia 

superficial mais alta com 73,66 mJ/m 2, enquanto o não tratado apresentou a energia superficial 

mais baixa com 62,819 mJ/m 2. Demonstrando que a exposição ao plasma leva a um aumento 
da energia livre superficial. Observou-se também um aumento nos componentes polares no 
grupo tratado com 67,46 mJ/m² em comparação com o grupo controle com 12,82 mJ/m². Por 
outro lado, observou-se redução nos componentes dispersivos no grupo controle com 6,19 
mJ/m² em comparação com o grupo tratado com 49,36 mJ/m². Isto sugere que o arranjo 
experimental garante uma modificação da superfície.  

 

 
Figura 5 - Análise da energia livre superficial (γ S) e seus componentes polares (γ Sp) e 

dispersivo (γ Sd) das superfícies de Ti6Al4V tratadas com plasma atmosférico a frio e 

superfícies não tratadas. 

 



 

 

 

47 

 

Difração de Raios X em Ângulo Rasante (DRX):  

Na análise do difratograma do ângulo rasante pode-se observar a formação de filme de 
dióxido de titânio (TiO2), com presença predominante da estrutura rutilo apenas nas superfícies 
de Ti-6Al-4V tratadas com plasma atmosférico, à medida que o ângulo rasante foi alterado de 
35°a 40º (Figura 9).  

 
 

 

Figura 6 - Análise do Ângulo Rasante (DRX) de amostras tratadas com plasma atmosférico a 

frio e superfícies não tratadas. 

 

Unidades formadoras de colônias (UFC)  

Houve uma redução significativa no número de UFC sobre a superfícies de Ti6Al4V, 

aquecidas a 200 ºC e tratados simultaneamente com plasma atmosférico a frio que apresentou 

uma média de μ: 125.000 UFC/ml, em relação às superfícies apenas polidas μ: 205.000 

UFC/ml, (*p<0,05) (Figura 6). Isso demonstra que o tratamento das superfícies discos de 

Ti6Al4V foi capaz de prevenir a aderência de cepas de Candida albicans mesmo após 90 

minutos de incubação (Figura 7). 
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Figura 7 - Número médio de unidade formadoras de colônias de Candida albicans por ml 

(UFC/ml). Obtidas a partir de amostras colhidas da superfície de discos Ti6Al4V aquecido a 

200 ºC e tratados simultaneamente com Plasma atmosférico a frio. LC - Ti6Al4V controle; LT 

- Ti6Al4V tratada. *p < 0,05 (Teste t).  

 

 

 

Figura 8 - Área média (%) da superfície dos discos de Ti6Al4V aquecidos a 200°C e 

simultaneamente tratados com plasma atmosférico a frio. Ocupada por leveduras e pseudohifas 
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de Candida albicans. LC - Ti6Al4V controle; LT - Ti6Al4V tratada. *p < 0,05 (teste de Mann-

Whitney). 

Análise morfológica por microscopia eletrônica de varredura (MEV): 

Na análise morfológica ao MEV, observou-se no grupo controle (LC) uma maior 

concentração de agregados leveduriformes e de pseudo-hifas, com formação inicial de biofilme, 

enquanto nas superfícies tratadas (LT) observou-se menor concentração de agregados e pouca 

formação de pseudo-hifas, com com micro colônias isoladas e com poucas formações de 

pseudo-hifas entrelaçando e agrupando as leveduras (Figura 8).  A área ocupada por leveduras 

e pseudohifas das superfícies tratadas (LT) foi significativamente menor que aquelas apenas 

polidas (LC, Figura 8).  
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Figura 9 - Morfologia da C. albicans aderida as sobre as superfícies de Ti6Al4V. A - Amostra 

não tratada; B - ampliação com detalhes da imagem A; C - amostra tratada; D - ampliação com 

detalhes da imagem C. Setas indicam: A) Maior concentração de leveduras e pseudo-hifas, com 

formação inicial de biofilme. B) Pouca formação de pseudo-hifas, micro colônias isoladas e 

com poucas formações de pseudo-hifas entrelaçando as leveduras. Fonte: Arquivo Pessoal  
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DISCUSSÃO  

Neste estudo, investigou-se o efeito do tratamento simultâneo de superfícies de 

Ti6Al4V com plasma atmosférico frio (CAP) e aquecimento a 200 °C. A combinação dessas 

técnicas promoveu modificações físico-químicas relevantes, resultando em superfícies mais 

hidrofílicas, com menor ângulo de contato, aumento da energia livre superficial e espessamento 

da camada de óxido de titânio (TiO₂). Tais alterações estiveram associadas a uma redução 

significativa na aderência fúngica de Candida albicans, sugerindo potencial para prevenir 

infecções associadas a implantes biomédicos. 

A análise do ângulo de contato, amplamente empregada na avaliação da molhabilidade, 

revelou uma redução significativa nos valores após o tratamento com CAP (21,47 ± 1,18°) em 

comparação ao grupo controle (52,88 ± 2,59°; p < 0,05), indicando aumento expressivo da 

hidrofilicidade da superfície. Essa alteração está relacionada à remoção de contaminantes 

orgânicos, como hidrocarbonetos, e à inserção de grupos funcionais polares (-OH, -COOH) 

induzida pelo plasma (ATT et al., 2009; WANG et al., 2021). 

A melhora na molhabilidade influencia diretamente a interação entre o material e 

microrganismos. De fato, superfícies mais hidrofílicas tendem a dificultar a adesão inicial de 

C. albicans, uma vez que prejudicam o contato eficaz entre os componentes da parede celular 

do fungo e a superfície do substrato (HARNETT et al., 2007; WATANABE et al., 2016). A 

análise microbiológica demonstrou uma redução significativa na contagem de unidades 

formadoras de colônias (UFC/ml), com médias de 205.000 no grupo controle e 125.000 no 

grupo tratado, indicando menor colonização fúngica. 

Apesar de alguns estudos apontarem que a adesão de C. albicans é reduzida em 

superfícies com baixa energia livre superficial (MOUHAT et al., 2020), os achados deste 

trabalho sugerem que outros fatores também contribuem para esse comportamento, como a 

microestrutura superficial e a presença de uma camada de óxido de titânio modificada. A 

formação dessa camada, promovida pelo aquecimento, pode alterar a carga da superfície, além 

de estabilizar as modificações induzidas pelo plasma, dificultando a colonização microbiana 

(YUAN et al., 2022). 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) reforçou esses achados ao revelar, no 
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grupo tratado, a presença de poucas pseudo-hifas isoladas e ausência de estruturas de biofilme, 

enquanto no grupo controle observou-se maior densidade de leveduras e início da formação de 

matriz extracelular. Esses dados são consistentes com estudos que indicam a preferência de C. 

albicans por superfícies hidrofóbicas, enquanto superfícies hidrofílicas tendem a inibir tanto a 

aderência quanto o desenvolvimento de biofilmes (GAD et al., 2022). 

Além disso, a ação do CAP favorece a oxidação da superfície e a formação de um filme 

fino contendo grupos funcionais como hidroxilas (OH), que pode ter efeitos temporários, 

especialmente devido à baixa temperatura do processo. No entanto, o aquecimento a 200 °C 

contribui para a estabilização dessas alterações e o espessamento da camada de TiO₂, 

conferindo propriedades adicionais ao material tratado (MARTINS et al., 2024). 

O TiO₂, por sua vez, é conhecido por sua capacidade de gerar espécies reativas de 

oxigênio (ROS) sob exposição à luz, o que contribui para a destruição de microrganismos e 

redução da viabilidade de biofilmes em implantes (DAMODAR; YOU; CHOU, 2009; 

KRUMDIECK et al., 2019). Embora a geração de ROS dependa de fotocatálise, sua presença 

na superfície já modifica propriedades eletrostáticas e de carga que impactam a adesão celular. 

Portanto, os achados deste estudo reforçam o potencial do uso combinado de CAP e 

aquecimento como uma estratégia eficaz na redução da aderência fúngica em superfícies de 

titânio, destacando-se como uma alternativa promissora ao uso de revestimentos antifúngicos 

ou antibióticos, especialmente no contexto da prevenção de infecções associadas a implantes. 
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CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o aquecimento de superfícies 

de Ti6Al4V a 200 °C, associado à aplicação de plasma atmosférico frio com fluxo de argônio, 

promoveu alterações físico-químicas significativas e favoráveis, que contribuíram para a 

redução da aderência e colonização de Candida albicans. Essas modificações indicam o 

potencial da estratégia como abordagem eficaz para controle microbiológico de superfícies 

metálicas em contextos biomédicos, especialmente em implantes onde a prevenção de infecções 

fúngicas é crítica para o sucesso clínico. 
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Capitulo II. 

TRATAMENTO TERMOQUÍMICO DE LIGA Ti6Al4V AUXILIADO POR PLASMA 

ATMOSFÉRICO A FRIO VISANDO USO EM IMPLANTES. 

 

RESUMO  

A superfície do titânio puro apresenta limitações quanto à indução de uma osseointegração 

precoce, favorecendo, em muitos casos, a formação de tecido fibroso entre o implante e o osso. 

Nesse contexto, o tratamento de superfícies com plasma atmosférico a frio tem se mostrado 

uma tecnologia promissora para otimizar a biocompatibilidade de implantes. Este estudo teve 

como objetivo avaliar os efeitos do aquecimento a 200 °C associado à aplicação simultânea de 

jato de plasma de argônio sobre a osseointegração de superfícies de Ti6Al4V. Foram utilizados 

parafusos de Ti6Al4V (1,5 mm × 5 mm), tratados em câmara fechada sob descarga elétrica com 

parâmetros fixos de 6,5 kV e 50 kHz, com fluxo de argônio de 1 L/min por 30 minutos. Para a 

análise in vivo, sete ratos Wistar adultos não castrados receberam implantes nas metáfises 

proximais de ambas as tíbias, sendo um parafuso controle e um tratado alocados aleatoriamente 

em cada animal. Os resultados obtidos por tomografia computadorizada revelaram um aumento 

significativo na densidade óssea na interface C dos implantes tratados, em comparação ao grupo 

controle (p < 0,05), indicando maior deposição mineral ao redor do implante. A análise 

morfológica por microscopia eletrônica de varredura (MEV) demonstrou uma maior quantidade 

de osso neoformado e um contato mais íntimo entre o implante tratado e o tecido ósseo 

adjacente. Além disso, a espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) revelou uma 

razão molar Ca/P de 1,57, próxima à estequiometria ideal da hidroxiapatita (Ca/P = 1,67), 

corroborando a formação de matriz óssea mineralizada. Com base nesses achados, conclui-se 

que a associação entre aquecimento a 200 °C e jato de plasma de argônio promovem 

modificações benéficas na superfície dos implantes, favorecendo a osseointegração. Tal 

abordagem representa uma alternativa promissora para melhorar o desempenho de implantes 

ortopédicos e odontológicos, potencializando a cicatrização óssea e reduzindo o risco de falhas 

na interface osso-implante. 

Palavras-chave: Biocompatibilidade, Modificação de superfície, Envelhecimento do Titânio. 
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ABSTRACT 

The surface of pure titanium has limitations in inducing early osseointegration, often resulting 

in the formation of fibrous tissue between the implant and bone. In this context, cold 

atmospheric plasma (CAP) surface treatment has emerged as a promising technology to 

enhance the biocompatibility of implants. This study aimed to evaluate the effects of heating to 

200 °C combined with simultaneous argon plasma jet application on the osseointegration of 

Ti6Al4V surfaces. Ti6Al4V screws (1.5 mm × 5 mm) were treated in a closed chamber using 

an electrical discharge system set to 6.5 kV and 50 kHz, with an argon gas flow of 1 L/min for 

30 minutes. For in vivo evaluation, seven adult male Wistar rats received implants in the 

proximal metaphyses of both tibiae, with one treated and one untreated screw randomly 

assigned per animal. Computed tomography revealed a significant increase in bone density at 

the C interface of the treated implants compared to the control group (p < 0.05), indicating 

greater mineral deposition around the implant. Scanning electron microscopy (SEM) showed 

enhanced new bone formation and closer contact between the treated implant and the 

surrounding tissue. Additionally, energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS) revealed a Ca/P 

molar ratio of 1.57, approaching the ideal stoichiometry of hydroxyapatite (Ca/P = 1.67), 

supporting the presence of mineralized bone matrix. Based on these findings, it is concluded 

that the combination of heating to 200 °C and argon plasma jet treatment induces favorable 

surface modifications that enhance osseointegration. This approach represents a promising 

strategy to improve the performance of orthopedic and dental implants by promoting bone 

healing and reducing the risk of implant failure. 

Keywords: Biocompatibility, Surface modification, Titanium aging. 
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INTRODUÇÃO  

 
A osseointegração é um processo biológico complexo que compreende uma sequência 

ordenada de eventos celulares e moleculares, incluindo a adesão celular, proliferação, 

diferenciação osteoblástica e deposição de matriz mineralizada na interface osso-implante. O 

sucesso desse processo depende, em grande parte, das características físico-químicas da 

superfície do biomaterial, que modulam diretamente a resposta celular e tecidual após a 

implantação (CHEN et al., 2023). 

Neste contexto, as superfícies de ligas de titânio, como o Ti6Al4V, amplamente 

utilizadas em implantodontia e ortopedia, vêm sendo intensamente estudadas e modificadas 

para aprimorar sua performance biológica. Propriedades como rugosidade, energia superficial, 

molhabilidade e composição química têm sido ajustadas por meio de técnicas como jateamento, 

anodização, revestimentos bioativos e tratamentos térmicos. Tais modificações buscam 

otimizar a interação entre a superfície do implante e as células do tecido ósseo, favorecendo a 

formação de uma interface sólida e funcional (WANG et al., 2022; PARK et al., 2021). 

Entre as abordagens mais recentes e promissoras, destaca-se o uso do plasma 

atmosférico frio (Cold Atmospheric Plasma – CAP) como método de funcionalização 

superficial. O CAP é uma tecnologia não térmica que utiliza gases ionizados a temperatura 

ambiente, promovendo a introdução de grupos funcionais (como hidroxilas e carbonilas) na 

superfície do titânio, sem comprometer sua integridade estrutural. Esses grupos modificam a 

energia livre superficial e aumentam a molhabilidade, favorecendo a adesão de proteínas da 

matriz extracelular e, consequentemente, a resposta osteogênica (KIM et al., 2023; ZHAO et 

al., 2024). 

Estudos demonstram que a aplicação de CAP em superfícies de Ti6Al4V pode 

intensificar a diferenciação osteoblástica, aumentar a expressão de marcadores ósseos (como 

osteocalcina e fosfatase alcalina) e promover maior deposição de matriz mineral. Além disso, 

os efeitos do plasma podem ser potencializados quando combinados com rugosidades 

controladas ou tratamentos térmicos prévios, criando uma sinergia entre modificações químicas 

e topográficas (HAN et al., 2022; LUO et al., 2023). 
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Portanto, o tratamento de superfícies de titânio com plasma atmosférico frio apresenta-

se como uma estratégia eficaz e segura para a biofuncionalização de implantes, promovendo 

um microambiente mais favorável à osseointegração (NGUYEN et al., 2023). Neste contexto, 

o presente estudo tem como objetivo avaliar a osseointegração de superfícies de Ti6Al4V 

submetidas ao aquecimento a 200 °C, associado à aplicação simultânea de jato de plasma com 

fluxo de argônio, visando promover uma superfície mais ativa e resistente ao envelhecimento. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Tratamento dos parafusos Ti6Al4V   

Dando continuidade aos estudos previamente realizados com discos de Ti6Al4V 

tratados por plasma atmosférico frio, o presente trabalho aplicou o mesmo protocolo de 

modificação superficial a implantes em formato de parafuso, com o objetivo de avaliar sua 

performance in vivo. Foram utilizados 14 parafusos de enxerto ósseo confeccionados em 

Ti6Al4V, com dimensões de 1,5 mm de diâmetro e 5 mm de comprimento. Os implantes foram 

divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais: grupo controle (sem tratamento, n = 7) 

e grupo tratado com jato de plasma atmosférico frio associado ao controle térmico, sob as 

mesmas condições aplicadas aos discos na fase in vitro (n = 7). 

Os parafusos foram gentilmente fornecidos pela empresa Titanium Fix A.S. Technology 

Componentes Especiais Ltda., e o tratamento das superfícies foi realizado no Laboratório de 

Processamento de Materiais por Plasma da Universidade Federal Rural do Semi-Árido 

(UFERSA). Utilizou-se um equipamento desenvolvido pela própria equipe do laboratório, com 

adaptações específicas para a aplicação do jato de plasma com controle de temperatura. A 

Figura 1 apresenta o diagrama esquemático do sistema construído, baseado no modelo 

originalmente descrito por Vitoriano (2023), agora ajustado para o tratamento de implantes 

tridimensionais utilizados em experimentação animal. 
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Figura 1 – Esquema ilustrativo do sistema de jato de plasma atmosférico frio com controle 

térmico utilizado no tratamento das amostras de Ti6Al4V. O equipamento é composto por uma 

fonte de alta tensão, cilindro de argônio, região de descarga para geração do plasma, câmara de 

tratamento e suporte com aquecimento controlado. Adaptado de Vitoriano (2023). 

 

O sistema é composto por uma fonte de tensão elétrica, responsável por gerar a descarga 

necessária para a formação do plasma, e por um cilindro de argônio que fornece o gás para a 

região de descarga, onde ocorre o processo de ionização. O jato de plasma é direcionado para 

o interior de uma câmara fechada, na qual a amostra é posicionada sobre uma resistência elétrica 

que atua simultaneamente como suporte e como elemento de aquecimento com controle de 

temperatura. A fim de assegurar a estabilidade térmica do processo, um termopar é acoplado 

ao sistema para monitoramento contínuo da temperatura da amostra durante todo o tratamento. 

As amostras foram posicionadas sobre uma resistência elétrica plana, que desempenha 

dupla função: suporte físico e elemento de aquecimento. O controle térmico foi fundamental 

para o experimento, sendo mantida uma temperatura constante de 200 °C durante a exposição 

ao jato de plasma. A temperatura da superfície foi monitorada continuamente com o auxílio de 
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um termopar acoplado ao sistema, assegurando reprodutibilidade e estabilidade térmica ao 

longo do processo.  

Os parâmetros utilizados para o tratamento experimental foram baseados nas condições 

operacionais previamente estabelecidas por Vitoriano (2023), embora seu estudo original tenha 

sido voltado a outras finalidades. No presente experimento, empregou-se uma descarga elétrica 

com valores fixos de 6,5 kV de tensão e frequência de 50 kHz. O fluxo de gás argônio foi 

mantido constante em 1 litro por minuto (L/min), garantindo uma atmosfera estável e adequada 

para a geração e sustentação do plasma. Cada amostra foi individualmente aquecida a uma 

temperatura controlada de 200 °C durante um período de 30 minutos, sob exposição contínua 

ao jato de plasma. Essa configuração permitiu a análise dos efeitos do tratamento em condições 

termicamente estabilizadas, assegurando reprodutibilidade e controle sobre as variáveis de 

temperatura e exposição elétrica. 

 

Animais   

Foram utilizados sete ratos adultos, machos e não castrados. Os animais foram mantidos 

no Biotério de Pequenos Mamíferos da Universidade Federal Rural do Semi-Árido (UFERSA), 

sob condições controladas de temperatura e ciclo claro/escuro, com livre acesso à água e ração 

específica para roedores (ad libitum). Cada animal recebeu, por via cirúrgica, a implantação de 

um parafuso na região da metáfise proximal das tíbias direita e esquerda, alocadas de forma 

aleatória. Todos os procedimentos envolvendo os animais foram previamente aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/UFERSA), conforme parecer nº 14/2023. 

Cirurgias   

No período pré-operatório, os animais não foram submetidos a jejum alimentar ou 

hídrico, em conformidade com as recomendações para roedores, a fim de evitar riscos de 

hipoglicemia e desidratação (Damy et al., 2010). A indução anestésica foi realizada por via 

intramuscular, utilizando uma associação de dexmedetomidina (10 µg/kg), metadona 

(0,4 mg/kg) e cetamina (15 mg/kg), garantindo sedação adequada, analgesia e anestesia 
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dissociativa. 

Para a manutenção da anestesia durante o procedimento cirúrgico, utilizou-se isoflurano 

inalatório, administrado por meio de máscara facial conectada a um sistema de fornecimento 

contínuo de oxigênio (Figura 3), permitindo controle preciso da profundidade anestésica e 

promovendo rápida recuperação pós-operatória. 

 

 

Figura 2 - Animal sob manutenção da anestesia, utilizando máscara de oxigênio adaptada com 

seringa e com o fluxo de isoflurano via inalatória. Fonte: Arquivo Pessoal 

 

Para a inserção dos implantes, foi realizada uma incisão cutânea na região medial da tíbia, 

seguida de divulsão do tecido subcutâneo e da musculatura adjacente, permitindo a exposição 

adequada do osso (Figura 6). Em seguida, procedeu-se à perfuração de ambas metáfises 

proximais das tíbias direita e esquerda. Foi aplicado um parafuso em cada membro, utilizando 

uma furadeira de baixa rotação acoplada a uma broca de 1,2 mm de diâmetro. Após a 

perfuração, os parafusos de titânio foram cuidadosamente instalados na região preparada. 
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Figura 3 - Tíbias de rato preparadas para procedimento cirúrgico. Linha demonstra a localização 

da incisão cirúrgica. Fonte: Arquivo Pessoal (2023). 

Após a implantação dos parafusos, realizou-se a sutura da pele (dermorrafia) utilizando 

fio de náilon 3-0, com padrão de sutura simples interrompida. No pós-operatório imediato, os 

animais foram medicados com o anti-inflamatório não esteroidal meloxicam (1 mg/kg), 

tramadol (6 mg/kg) e dipirona (50 mg/kg), administrados uma vez ao dia por três dias 

consecutivos. Além da analgesia, foi realizada limpeza local e curativos a cada 24 horas, 

mantendo-se esse protocolo até a retirada dos pontos, no décimo dia pós-operatório. Após o 

procedimento cirúrgico, os animais permaneceram alojados no Biotério, sob observação clínica 

diária para monitoramento de possíveis alterações locais, como inflamação, infecção ou 

deiscência da ferida, além da avaliação de claudicação ou dificuldade de apoio do membro 

operado. 

Coleta dos implantes  

Os animais foram submetidos à eutanásia 30 dias após o procedimento cirúrgico. Para 

esse fim, foi administrada, por via intramuscular, uma associação de cloridrato de xilazina 

(30 mg/kg) e cloridrato de cetamina (180 mg/kg). Decorridos 10 minutos da indução anestésica, 

procedeu-se à administração de cloreto de potássio por via intracardíaca, promovendo parada 

cardiorrespiratória e confirmando o óbito dos animais. 

Em seguida, os membros pélvicos foram dissecados, e as tíbias incluindo os implantes 

e os tecidos moles adjacentes foram cuidadosamente removidas. As amostras foram então 
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fixadas em solução de paraformaldeído a 4% por 12 horas para posterior análise morfológica. 

Avaliação de Tomografia Computadorizada   

Para avaliar a estrutura das tíbias, os membros foram fixados longitudinalmente em 
blocos de cera, para em seguida serem posicionados na mentoneira do aparelho de tomografia 
computadorizada de feixe cônico, modelo 3D Promax (Instrumentarium, Tursula, Finlandia) 
(Figura 5). As tomadas foram realizadas com campo de visão 5,0x5,0 cm, 4mA e 89Kv.   

 

Figura 4 - Tíbias de rato em 3D fixadas em blocos de cera, imagem produzida com aparelho de 

tomografia computadorizada. Fonte: SERES (2023). 

A tomografia foi avaliada no modo reconstrução multiplanar, no qual, foram ajustados 
os 3 eixos sobre o implante, de modo que a imagem longitudinal mais central apresentou maior 
nitidez. Foi removido filtros de imagem para reduzir artefatos de objetos de alta densidade.   

Foi traçado uma linha de densidade com a finalidade de obter a densidade média ao 2,0 
mm longo da cortical óssea e a densidade cortical na interface ao implante. Foram realizadas 
as medições em 4 pontos: Região proximal do colo do implante (Região A), região inferior do 
colo do implante (Região B), região superior do ápice do implante (Região C) e região inferior 
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do ápice implante (Região D) (Figura 8). 

 

 
Figura 5 - A imagem demonstra os pontos das interfaces avaliadas A, B, C e D através de 

Tomografia computadorizada de Tíbia de rato com parafuso na região de metáfise proximal. 

Fonte: SERES (2023). 

Avaliação de Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) acoplada ao 
microscópio eletrônico de varredura (MEV) 

As amostras fixadas em paraformaldeído a 4% foram cuidadosamente fixadas em resina 

acrílica autopolimerável incolor Triunfo Dent's ®. Após a fixação, as amostras foram lixadas 

em de maneira gradual, com lixas de carbeto de silício (SiC) com diferentes granulometrias, 

100, 220, 400 e 600 MESH.  

Para a análise de Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X foi utilizado o sistema 

SEM. O material foi colocado no compartimento do MEV e após ter sido gerado um vácuo, a 

área analisada foi escolhida, e deu-se início ao bombardeamento de feixe de elétrons feito pela 
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fonte do microscópio que é altamente energética, formando uma lacuna linear e de 

mapeamento.   

A morfologia dos revestimentos foi determinada com base nas micrografias de 

superfície obtidas utilizando um microscópio eletrônico de varredura de alta resolução (MEV), 

(Vega3, Tescan). A forma, o tamanho, a quantidade e a distribuição dos poros, bem como a 

espessura do revestimento, foram quantificados utilizando o software ImageJ, que processou 

as imagens de microscopia eletrônica. As análises químicas da superfície da amostra foram 

realizadas utilizando um espectrômetro de raios X com energia dispersiva (EDS) (AztecLive, 

Oxford) acoplado ao MEV. Além da análise de superfície, as relações Ca/P também foram 

determinadas em cada posição ao longo de uma linha de varredura.  

ANÁLISES ESTATÍSTICAS   

Para avaliar a osseointegração foram obtidas as relações da densidade óssea da interface 
entre a superfície do implante e cortical do osso em quatro pontos (proximal lateral, proximal 
medial, distolateral e distomedial, denominadas de A, B, C e D, respectivamente). Os dados 
foram submetidos ao teste Shapiro-Wilk e confirmada a distribuição, realizou-se os testes 
ANOVA one-way, seguido dos pós teste de Tukey. Considerou-se o nível de significância de 
p<0,05. A análise foi realizada com auxílio do software GraphPad Prism, versão 9.  A análise 
EDS foi avaliada pelo teste U de Mann-Whitney. 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 
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Análise Tomográfica Computadorizada (TC) 

  A avaliação por tomografia computadorizada (TC) foi realizada com base na razão 
entre a densidade óssea da interface osso-implante e a densidade da cortical adjacente em 
quatro regiões anatômicas distintas (A, B, C e D). Observou-se um aumento significativo da 
densidade óssea na interface C dos implantes tratados, em comparação ao grupo controle (p < 
0,05), conforme demonstrado na Figura 10. 

 

Figura 6 - Relação entre a densidade da interface osso-implante e a cortical óssea em diferentes 

regiões (A, B, C, D), comparando grupos tratadas com plasma atmosférico aquecido a 200° e 

parafusos não tratados avaliados através de tomografia computadorizada. Observou-se aumento 

significativo na região IC/C do grupo tratado (*p < 0,05), sugerindo maior atividade mineral e 

osseointegração local. 

Legenda: IA= Interface A; CAt=Cortical A tratada; IB= Interface B; CBt= Cortical B tradada; IC= Interface C; 
CCT= Cortical C tratada; ID= Interface D; CDt= Cortical D tratada; CA= Cortical A; CB= Cortical B; CC= 
Cortical C; CD= Cortical D. 
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Microscopia de Eletrônica de Varredura (MEV) 

Foi vista uma formação óssea mais consistente no grupo tratado, em torno de todo o 

implante (seta), conforme mostrado na figura 11(A). Foi observado também, o preenchimento 

de todas as roscas do parafuso na figura (B) * sugerindo uma maior osseointegração.  Já no 

grupo controle, foi observada a presença de tecido ósseo mais delgada (C), com ausência de 

formação óssea em algumas roscas** (D). 

 

Figura 7 - Micrografia eletrônica mostrando as interfaces osso-parafuso tratado 

simultaneamente com Jato tratado por plasma e aquecido a 200 ºC, inserido em Tíbia de Rato 

Wistar. Observa-se o preenchimento de osso por todas as roscas do parafuso tratado. (A), em 

uma projeção maior, observa-se uma maior aderência do osso ao implante * (B). Já a figura (C) 

observa-se uma menor quantidade de osso preenchendo as roscas do parafuso não tratado. Em 
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uma maior projeção (D) as roscas apresentam falhas no preenchimento com menor contato 

osso-implante **. 

 
Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) acoplada ao MEV 
 

A análise EDS foi realizada para avaliar possíveis mudanças na composição elementar 

na interface implante-osso e não foram encontradas diferenças significativas nas concentrações 

dos elementos entre os implantes controle (Figura 12) e os implantes tratados (Figura 13) com 

plasma atmosférico a frio aplicado em superfícies de aquecidas a 200ºC.  

 

 

 

Figura 8: Imagens obtidas da avaliação de Espectroscopia de energia dispersiva de eletrons 

(EDS) acoplada ao MEV. (a) Distribuição Elementar por Mapeamento de Soma de Espectros. 

(b) Imagem eletrônica, (c) Titânio (Ti), (d) Oxigênio (O), (e) Carbono (C), (f) Alumínio (Al), 

(g) Cálcio (Ca) e (h) Potássio (P) e i) Vanádio (V) de amostras não tratadas. 
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Figura 9 - Imagens obtidas da avaliação de Imagens obtidas da avaliação de Espectroscopia de 

energia dispersiva de eletrons (EDS) acoplada ao MEV. (a) Distribuição Elementar por 

Mapeamento de Soma de Espectros, (b) Imagem eletrônica, (c) Oxigênio (O), (d) Carbono (C), 

(e) Titânio (Ti), f) Cálcio (Ca), g) Potássio (P), h) Alumínio (Al) e i) Vanádio (V) de amostras 

aquecidas a 200º C e tratadas com plasma atmosférico a frio. 

 

Não foi observada diferença significativa na relação entre Cálcio e fósforo, sendo 

observada uma baixa razão molar Ca/P (Tabela 1). 

Tabela 1. Quantificação da concentração dos elementos (titânio TI, carbono C, oxigênio 
O, alumínio Al, cálcio Ca, fósforo P, Vanádio V e a relação cálcio e potássio Ca/P) na superfície 
óssea aderente ao implante. Valores expressos em mediana e limites mínimo e máximo (teste 
U de Mann-Whitney).  
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Elemento Concentração 

(Controle) 

Mín–Máx 

(Controle) 

Concentração 

(Tratado) 

Mín–Máx 

(Tratado) 

Ti 18.3 11.4 – 39.1 20.5 9.2 – 43.4 

C 32.3 26.5 – 45.5 29.6 16.2 – 59.0 

O 32.4 17.7 – 44.9 33.3 20.3 – 43.9 

Al 1.6 0.9 – 4.6 2.3 0.9 – 4.7 

Ca 4.6 2.1 – 9.3 4.2 2.5 – 7.5 

P 3.1 1.3 – 6.0 2.7 1.3 – 6.0 

V 0.7 0.5 – 1.2 0.9 0.4 – 1.8 

Ca/P 1.48 1.33 – 1.62 1.57 1.42 – 1.89 
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DISCUSSÃO  

No presente estudo, avaliou-se o efeito da aplicação simultânea de jato de plasma com 

fluxo de argônio e aquecimento da superfície de Ti6Al4V a 200 °C em parafusos inseridos em 

tíbias de ratos Wistar. Essa abordagem baseou-se em resultados prévios obtidos in vitro com 

discos da mesma liga metálica submetidos as mesmas condições de tratamento. 

 O tratamento reduziu o ângulo de contato e aumentou a energia superficial livre, 

favorecendo o componente polar, o que resultou em maior escoamento de água e melhor 

molhabilidade da superfície.   Este estudo demonstrou que o tratamento promoveu alterações 

físico-químicas e estruturais significativas, com impacto positivo na osseointegração em 

modelo animal. Os dados obtidos tanto in vitro quanto in vivo sugerem a criação de um 

microambiente superficial mais bioativo, capaz de modular a adesão celular inicial, a deposição 

de matriz extracelular e a mineralização óssea subsequente (YADAV et al., 2023). 

A tomografia computadorizada (TC) revelou um aumento significativo da densidade 

óssea na interface C dos implantes tratados (p < 0,05), sugerindo uma maior deposição mineral 

e formação óssea ao redor do implante. Este achado é indicativo de um processo osteogênico 

mais eficiente, compatível com a formação precoce de osso trabecular denso. Estudos recentes 

mostram que superfícies com maior energia livre superficial e rugosidade controlada favorecem 

a diferenciação de células osteoprogenitoras e aceleram a mineralização óssea (DU et al., 2024; 

FONSECA et al., 2023). 

Do ponto de vista estrutural, a microscopia eletrônica de varredura (MEV) evidenciou 

uma maior quantidade de osso neoformado nos implantes tratados, com contato íntimo entre o 

implante e o tecido ósseo adjacente. Essa intimidade de contato, característica de 

osseointegração direta, reduz a presença de tecido fibroso interfacial e favorece a estabilidade 

mecânica do implante (XIAO et al., 2023).   

A análise por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) revelou uma razão molar Ca/P 

de 1,57, próxima à estequiometria da hidroxiapatita (1,67), confirmando a possível deposição 

de matriz óssea mineralizada. Esse perfil químico é frequentemente associado a um ambiente 

de osseointegração madura e ativa, como demonstrado em estudos recentes sobre superfícies 

biofuncionalizadas (TAVARES et al., 2023). 
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As evidências in vitro sustentam esses achados, com redução significativa do ângulo de 

contato e aumento do componente polar da energia superficial após o tratamento. Essas 

propriedades favorecem a adsorção de proteínas como fibronectina e vitronectina, essenciais 

para a ancoragem celular mediada por integrinas (WANG et al., 2024). Além disso, a formação 

de uma camada superficial de TiO₂, foi identificada por DRX a medida que o ângulo rasante 

variou entre 35° e 37,5°, indicando o crescimento de uma camada de óxido espessa e estável, 

essa característica contribui para a bioatividade da superfície e estabilidade química do 

implante, sendo uma das principais responsáveis pela nucleação de apatita em meio fisiológico 

(LIU et al., 2023).   

A literatura evidencia que o tratamento térmico a 200 °C favorece a formação de filmes 

de TiO₂ com alta estabilidade e biofuncionalidade, mais eficientes do que aqueles formados em 

temperaturas inferiores (MARTINEZ; CHOURASIA, 2022). O TiO₂ apresenta propriedades 

fundamentais para a osseointegração, como boa adesão de proteínas da matriz extracelular, 

resistência à corrosão e ausência de toxicidade (PANTAROTO et al., 2020).  

Esses fatores explicam, em parte, os resultados observados na interface C, onde houve 

acúmulo mineral significativo conforme revelado pela tomografia. Superfícies de titânio não 

modificadas podem levar meses até alcançar os níveis adequados de osseointegração (PARK et 

al., 2013). Neste estudo, o tratamento com plasma atmosférico frio (CAP) associado ao 

aquecimento demonstrou acelerar esse processo. 

Em conjunto, os resultados obtidos indicam que a modificação da superfície com plasma 

e aquecimento é uma estratégia eficaz para promover a osseointegração, integrando aspectos 

topográficos, químicos e energéticos da superfície com a resposta óssea em nível celular e 

tecidual. E acredita-se que a transposição dessa metodologia para implantes em modelo animal 

permitiu investigar seus efeitos diretos sobre a osseointegração em um ambiente fisiológico de 

forma satisfatória. Sendo um tratamento promissor na melhoraria de implantes ortopédicos e 

odontológicos, potencializando a cicatrização óssea e reduzindo o risco de falhas na interface 

osso-implante. 

 

CONCLUSÕES 
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Os resultados deste estudo demonstram que o tratamento simultâneo com jato de plasma 
de argônio e aquecimento a 200 °C em superfícies de Ti6Al4V promove modificações físico-
químicas favoráveis à osseointegração. A redução do ângulo de contato, o aumento da energia 
superficial e a formação de uma camada estável de TiO₂ contribuíram para maior 
molhabilidade, bioatividade e estabilidade da superfície. 

Em modelo in vivo, observou-se aumento da densidade óssea na interface do implante, 
a análise por microscopia eletrônica de varredura (MEV) revelou maior presença de osso 
neoformado e contato íntimo entre o tecido ósseo e o implante tratado, reforçando a eficácia do 
tratamento na promoção da osseointegração. Além disso, observou-se a formação de 
hidroxiapatita em alguns animais, sugerindo maior adesão celular e deposição mineral. Assim, 
o tratamento proposto se mostra uma estratégia eficaz e promissora para acelerar a cicatrização 
óssea e melhorar o desempenho clínico de implantes ortopédicos e odontológicos. 
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14. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados obtidos ao longo deste estudo demonstram o impacto significativo do 

tratamento combinado de aquecimento a 200 ºC e jato de plasma de argônio na modificação de 

superfícies de Ti6Al4V. Esse método mostrou-se eficaz ao promover um aumento da 

molhabilidade e da energia superficial, além da formação de uma camada de dióxido de titânio 

(TiO2). Tais alterações resultaram em avanços substanciais na osseointegração, evidenciados 

pelo aumento da densidade óssea na interface C e pela proximidade da estequiometria ideal 

Ca/P, indicando formação e maturação óssea favorecida pela presença de hidroxiapatita. 

Adicionalmente, a análise microbiológica comprovou uma redução significativa na 

adesão e colonização de Candida albicans nas superfícies tratadas, reforçando o potencial do 

tratamento em prevenir complicações infecciosas. Essas melhorias são de suma importância 

para o êxito de implantes, contribuindo tanto para a eficácia do processo de cicatrização óssea 

quanto para a redução de infecções associadas. 

Apesar dos resultados promissores, algumas limitações precisam ser destacadas, como 

o curto período de avaliação da cicatrização óssea. A análise realizada no intervalo de quatro 

semanas permitiu observar a fase inicial da osseointegração, mas não foi suficiente para 

investigar plenamente a maturação óssea em estágios mais avançados. Assim, estudos futuros 

são altamente recomendados, especialmente para validar essas descobertas em modelos clínicos 

e ampliar a compreensão dos mecanismos biológicos subjacentes às melhorias observadas. 

Em conclusão, a tecnologia proposta representa uma solução inovadora e promissora na 

área de biomateriais. Ao combinar melhorias na integração óssea com a mitigação de riscos 

infecciosos, esse tratamento multifuncional oferece perspectivas relevantes para a evolução de 

implantes ortopédicos e odontológicos, contribuindo não apenas para a funcionalidade e 

eficiência, mas também para a segurança e durabilidade desses dispositivos. 
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ANEXOS I – COMPROVANTE DE SUBMISSÃO PARA A REVISTA PESQUISA 

VETERINÁRIA BRASILEIRA PVB 
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ANEXOS II – COMPROVANTE DE SUBMISSÃO PARA REVISTA CIÊNCIA RURAL  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

84 

 

ANEXO III - CERTIFICADO COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 
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ANEXO IV. RESUMO APRESENTADO EM IX SIMPÓSIO INTERNACIONAL DE 

ORTOPEDIA DE CÃES E GATOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

86 

 

ANEXO V. RESUMO APRESENTADO EM IX SIMPÓSIO INTERNACIONAL DE 

ORTOPEDIA DE CÃES E GATOS 
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