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RESUMO

O Plasma Atmosférico Frio (CAP — Cold Atmospheric Plasma) ¢ uma tecnologia nao térmica
capaz de modificar superficies metalicas, promovendo a integragdo de osteoblastos e inibindo
a colonizagdo por patogenos. Este estudo avaliou os efeitos da aplicacdo simultanea do jato de
plasma de argdnio e aquecimento a 200 °C em superficies de liga Ti6Al4V, visando reduzir a
aderéncia de Candida albicans (CA) e melhorar a osseointegracdo. Para a caracterizagdo da
superficie e avaliagdo da adesdo fingica, foram utilizados discos (9 mm % 1 mm), com analises
de molhabilidade (angulo de contato), energia livre superficial, microestrutura por difracdo de
raios X (DRX), e microscopia eletronica de varredura (MEV). As superficies tratadas
apresentaram reducao significativa do angulo de contato (21,47 +1,18°) em comparagdo ao
controle (52,88 +2,59°, p<0,05), aumento da energia superficial livre (73,66 mJ/m? vs.
62,819 mJ/m?) e do componente polar (67,46 mJ/m? vs. 12,82 mJ/m?). A DRX indicou
formagao de filme de dioxido de titanio (TiO2) entre 35° e 40°. Em relagdo a adesdo fungica,
observou-se reducao significativa nas unidades formadoras de colonias (UFC) de CA nas
superficies tratadas (125.000 UFC/mL) em comparagdao ao controle (205.000 UFC/mL,
p <0,05), menor formacdo de pseudo-hifas e menor ocupacao da superficie (19,14 +1,92% vs.
31,99 +4,94%). Para a analise da osseointegracdo, quatorze parafusos de Ti6Al4V (1,5 mm x
5 mm) submetidos a0 mesmo tratamento foram implantados na regido metafisaria das tibias de
sete ratos Wistar. Apos 30 dias, os animais foram eutanasiados para avaliagdo por tomografia
computadorizada (TC) e por microscopia eletronica de varredura (MEV). Na TC observou-se
aumento significativo da densidade Ossea na interface C dos implantes tratados (p <0,05),
sugerindo maior atividade mineral. A MEV evidenciou preenchimento completo das roscas e
formagdo Ossea continua no grupo tratado. A anélise por espectroscopia de energia dispersiva
de raios X (EDS) confirmou mineralizagdo ativa, com razdo célcio/fésforo (Ca/P) de 1,57,
préxima a da hidroxiapatita (Ca/P = 1,67). Conclui-se que o tratamento térmico associado ao
CAP induziu alteragdes fisico-quimicas que favoreceram a osseointegragdo e reduziram
significativamente a adesdo de CA, representando uma alternativa promissora para otimizag¢ao

de implantes em contextos clinicos desafiadores.

Palavras-chave: Biocompatibilidade; Modificacdo de superficie; Envelhecimento da

superficie; Contaminagao fungica.



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 x
I 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/m? vs. 62.819 mJ/m?),
and in the polar component (67.46 mJ/m? vs. 12.82 mJ/m?). XRD indicated the formation of a
titanium dioxide (TiO:) 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. INTRODUCAO

As ligas de titanio, especialmente o Ti6Al4V, sdo amplamente empregadas como
materiais de escolha em implantes ortopédicos e odontoldgicos, sendo utilizadas na confecg¢ao
de placas, parafusos, hastes, pinos e proteses articulares. Essa preferéncia se deve as suas
propriedades fisico-quimicas notdveis, como baixa densidade, alta resisténcia mecanica,
excelente resisténcia a corrosdo, biocompatibilidade, auséncia de reatividade tecidual e

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

Apesar dessas vantagens, sabe-se que superficies de titanio sofrem alteragdes ao longo
do tempo devido a adsor¢do de hidrocarbonetos atmosféricos, fenomeno conhecido como
envelhecimento da superficie. Esse processo leva a perda da hidrofobicidade inicial e a
diminui¢do da atividade osteoblastica, comprometendo a osseointegracdo (JANG et al., 2021;
WANG et al., 2020). A partir de quatro semanas apos a fabricacao, ja se observa um aumento
significativo de carbono na superficie (de 20% para 63%), comprometendo a adesdo celular

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

Virios fatores podem impactar negativamente a osseointegragdo, incluindo sobrecarga
mecanica, caracteristicas do biomaterial, desenho do implante e varidveis cirtirgicas, como
infeccdes ou técnica operatoria. Ademais, fatores intrinsecos ao paciente — como idade,
doengas sistémicas, qualidade 6ssea, deficiéncia de vitamina D, uso de medicamentos como
anti-hipertensivos e inibidores da bomba de prétons, tabagismo e radioterapia — também sdo
determinantes no sucesso da integracdo 6ssea (MOHSEN et al., 2024; MASRI et al., 2023,
2024). Destaca-se que infecgdes relacionadas ao implante representam até 30% das
complicagdes cirrgicas, podendo exigir revisoes e gerar custos que ultrapassam US$ 150 mil

por paciente (SCHWARZ et al., 2019).

Frente a isso, diversas abordagens tém sido investigadas para melhorar a
biocompatibilidade das superficies de implantes, com foco na promoc¢do de um ambiente
favoravel a adesdo celular precoce. Entre elas, destacam-se o tratamento com luz ultravioleta
(UV), que promove fotocatalise e remoc¢do de contaminantes organicos (SANCHEZ-PEREZ et

al., 2020), e o uso do CAP — Cold Atmospheric Plasma, também conhecido como plasma

13



atmosférico a frio, que atua de forma similar, oxidando compostos organicos e restaurando a
hidrofilicidade da superficie (WOO-LAM et al.,, 2023). Ambos os tratamentos visam
restabelecer condi¢des ideais para a adsor¢do de proteinas como albumina e fibronectina,

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

Paralelamente, a demanda clinica atual exige o desenvolvimento de superficies
multifuncionais, capazes de promover a integracdo de osteoblastos, fibroblastos, células
endoteliais e macrofagos, além de prevenir colonizagdes por agentes patogénicos como
bactérias, fungos e virus (ZWAHR et al., 2019). O CAP tem demonstrado ainda efeitos
antimicrobianos promissores, inclusive contra Candida albicans, sendo estudado como terapia
adjuvante para infecc¢des resistentes, embora os mecanismos exatos de a¢do ainda estejam em

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

Diante do exposto, ressalta-se a importdncia de estratégias que previnam
simultaneamente o envelhecimento das superficies de titanio e a formacdo de biofilmes
infecciosos. Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o impacto da aplicagao
simultanea de aquecimento a 200 °C e jato de plasma com fluxo de argénio em superficies de
Ti6Al4V, tanto na promog¢do da osseointegracdo quanto na inibi¢do da contaminagdo por

Candida albicans.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cold Atmospheric Plasma (CAP):

O plasma, reconhecido como o quarto estado fisico da matéria, foi inicialmente descrito
por Irving Langmuir em 1928. Sua formagdo ocorre quando uma quantidade suficiente de
energia ¢ aplicada a um gas, promovendo a ionizagdo de seus d&tomos e moléculas e originando
uma mistura de elétrons livres, ions, espécies neutras e radicais. Apesar de conter particulas
carregadas, a maioria dos plasmas permanece eletricamente neutra como um todo, o que lhes
confere propriedades fisico-quimicas singulares. Caracteristicas como densidade eletronica,
temperatura e composi¢ao variam amplamente de acordo com a fonte de energia e o tipo de gas
utilizado, influenciando diretamente suas aplicagdes (CHEN, 2022; GURNETT;
BHATTACHARIJEE, 2005; VOLKOV; XU; KOLOBOV, 2021).

Do ponto de vista termodinamico, os plasmas podem ser classificados como térmicos
ou nao térmicos, conforme a teoria de Maxwell-Boltzmann. Entre eles, os plasmas nao térmicos
— também conhecidos como Cold Atmospheric Plasma (CAP) — distinguem-se pela alta
temperatura dos elétrons em contraste com a baixa temperatura dos ions e atomos neutros,
caracteristica que evita o superaquecimento global da amostra. Essa propriedade torna o CAP
particularmente adequado para aplicagdes em materiais termossensiveis, como tecidos
biologicos. O crescente interesse cientifico pelo CAP nas ultimas décadas estd associado ao
avanco das tecnologias de descarga em gases como hélio, argonio, oxigénio e nitrogénio, que
permitem maior controle sobre sua geragdo e aplicagio (CHENG et al., 2016; TORNIN et al.,
2021; VOLKOV; XU; KOLOBOV, 2021).

A geracao do CAP pode ocorrer por diferentes métodos, como radiofrequéncia (RF),
micro-ondas, corrente continua (DC) ou alternada (AC), sendo frequentemente utilizado com
gases inertes ou mistos — em especial argonio e oxigénio — para otimizar sua estabilidade e
reatividade. Por ndo estar em equilibrio térmico, o CAP contém uma ampla gama de
componentes ativos, como elétrons excitados, ions, espécies reativas de oxigénio (ROS) e
nitrogénio (RNS), os quais desempenham papéis fundamentais nas interagdes com superficies
bioldgicas e materiais, contribuindo para processos como desinfec¢do, regeneracao tecidual e

modulagao 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 fisica do plasma, microbiologia, bioengenharia e
medicina clinica. O CAP tem demonstrado grande potencial terapéutico, com aplicagdes que
vao desde a desinfec¢do de superficies hospitalares até o tratamento de feridas cronicas,
hemostasia, modulacdo da resposta imune e inativacdo de células tumorais. Sua eficacia
antimicrobiana, aliada a capacidade de induzir respostas regenerativas nos tecidos, refor¢a seu
papel como alternativa ou adjuvante promissora em diversas abordagens clinicas

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

2.2 Utilizacao do Plasma Atmosférico Frio na Medicina Humana

O CAP tem se destacado como uma ferramenta terapéutica versatil na medicina
moderna, com aplicagdes promissoras em areas como cicatrizacdo de feridas, controle de
infecgdes, tratamento oncologico e regeneracao tecidual. Seu mecanismo de acdo esta centrado
na geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS/RNS), que induzem respostas
celulares especificas sem causar danos térmicos ao tecido vivo, promovendo efeitos
antimicrobianos, imunomoduladores e pro-regenerativos (BEKESCHUS et al.,, 2021;

LAROUSSI, 2020).

Na area da cicatriza¢do, o CAP tem demonstrado impacto positivo sobre a proliferacao,
migracao e diferenciacao de queratinodcitos e fibroblastos, além de estimular a angiogénese e
modular a inflamagao local. Ensaios clinicos apontam melhorias significativas na reepitelizagao
de ulceras diabéticas, feridas cronicas e lesdes cutaneas infectadas, com reducgdo substancial da
carga microbiana e auséncia de efeitos colaterais relevantes nos tecidos saudaveis

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

Além de sua acao local, o CAP exerce propriedades imunomoduladoras que contribuem
para sua eficdcia terapéutica. Evidéncias indicam sua capacidade de influenciar a expressdo de
citocinas inflamatorias, reduzir o estresse oxidativo intracelular e induzir a polarizagdo de
macrofagos para um fenotipo anti-inflamatério, o que o torna uma alternativa promissora no
manejo de dermatoses crOnicas, como psoriase e dermatite atopica, e até em quadros

inflamatoérios sistémicos (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 cancer, incluindo melanoma, carcinoma de mama, glioblastoma e cincer de pulmao.
Sua a¢do antitumoral baseia-se na indugao de estresse oxidativo, danos ao DNA, despolarizacao
mitocondrial e ativacdo de vias pro-apoptoticas, culminando na morte seletiva de células
tumorais — fendmeno atribuido a menor capacidade antioxidante das células malignas em

comparac¢do as normais (KEIDAR, 2020; BAUER et al., 2022).

Apesar do seu potencial clinico, a aplicagdo do CAP ainda enfrenta obstaculos
importantes, como a auséncia de protocolos padronizados, diferengas entre os dispositivos
geradores e lacunas no entendimento dos efeitos sistémicos da terapia. Tais limitagdes
dificultam sua incorporacdo rotineira nos sistemas de satide. No entanto, avancos recentes no
desenvolvimento de dispositivos portateis, de baixo custo e com seguranca validada tém
contribuido para sua adog¢do progressiva em contextos clinicos e cirurgicos emergentes

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

2.3 Aplicacdes do CAP na Medicina Veterinaria

O CAP atua por meio da geragao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS),
como peroxido de hidrogénio (H20:), anions superdxidos (O2") e 6xido nitrico (NO), que t€ém
acao direta sobre células e microrganismos. Essas espécies promovem alteragdes no potencial
de membrana, estresse oxidativo controlado e ativagdao de vias intracelulares envolvidas na
regeneracdo tecidual. Estudos demonstram que o CAP estimula a proliferacdo de fibroblastos,
queratindcitos e células endoteliais, sendo essencial para a cicatrizacdo de feridas em animais

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

Além de seu efeito proliferativo, o CAP modula a resposta inflamatéria, reduzindo a
expressdo de citocinas pro-inflamatorias (como IL-6 e TNF-a) e promovendo o aumento de
fatores de crescimento, como VEGF (fator de crescimento endotelial vascular). Essa modulagao
acelera a transi¢ao das fases inflamatoria para proliferativa e contribui para a formacao de novos
vasos, promovendo angiogénese — processo essencial para o reparo tecidual em feridas

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

O CAP também apresenta potente atividade antimicrobiana, induzindo peroxidagdo
lipidica, ruptura de membranas e danos ao DNA de bactérias, fungos e virus. Na medicina
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veterinaria, esse efeito tem sido particularmente valorizado no tratamento de infecgdes cutaneas
em cdes e gatos, sem induzir resisténcia microbiana, ao contrario de muitos antibioticos
convencionais. A seletividade do CAP ¢ atribuida a sua ag@o 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 terapéutico significativo na
medicina veterindria, especialmente no manejo de feridas em pequenos animais. Em um estudo
retrospectivo com caes e gatos portadores de feridas agudas e cronicas, a aplicacdo de CAP
como terapia adjuvante resultou em cicatrizagdo completa em 81,48% dos casos. A maioria das
lesdes cicatrizou em um periodo inferior a cinco semanas, e ndo 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 infec¢des bacterianas resistentes a antimicrobianos. Sua atividade antimicrobiana
baseia-se na geragdo de RONS, que promovem danos estruturais nas membranas celulares e ao
material genético dos microrganismos. O tratamento com CAP se mostrou eficaz contra
patégenos gram-positivos e gram-negativos em infecgdes cutdneas veterinarias, um cenario

clinico onde a resisténcia antimicrobiana representa um desafio crescente (CHEN et al., 2023).

Em relagdo as infecgdes bacterianas, MARX et al. (2024) investigaram os efeitos
antimicrobianos do CAP sobre patdgenos comumente associados a ceratite bacteriana em caes,
incluindo Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus pseudintermedius e Streptococcus canis.
Os experimentos in vitro demonstraram que a aplicagdo de CAP promoveu uma reducao
significativa no crescimento bacteriano, sugerindo que a técnica pode ser uma alternativa eficaz

e segura no tratamento de infec¢des oculares de dificil manejo na clinica veterinaria.

Complementarmente, MOHSENI et al. (2023) revisaram o uso potencial do CAP em
infeccdes bacterianas na medicina veterinaria, com foco especial em sua eficacia frente a cepas
multirresistentes. O estudo destaca que, além de sua a¢do antimicrobiana direta, o CAP pode
modular a resposta inflamatdria local e estimular o processo de cicatrizagdo tecidual. No

entanto, os autores ressaltam a importancia de padronizar os pardmetros de aplica¢do (tempo,
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distancia, tipo de gas) e conduzir estudos clinicos longitudinais para garantir seguranga €

eficacia do CAP em diferentes espécies e contextos clinicos.

2.4 Aplicacao do Plasma Atmosférico a frio em implantes ortopédicos

O Plasma Atmosférico Frio (CAP) tem se mostrado uma ferramenta promissora na
modificagao de superficies de implantes ortopédicos, principalmente os confeccionados em
titinio. O tratamento com CAP permite a remocdo de contaminantes organicos (como
hidrocarbonetos) acumulados nas superficies metalicas ap6s o processamento, além de
introduzir grupos funcionais que aumentam a energia livre superficial. Isso favorece a adsor¢ao
de proteinas e a adesdo celular, contribuindo significativamente para uma osseointegragao mais

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

Estudos demonstraram que o tratamento de superficies de titdnio com CAP reduz o
angulo de contato da 4gua, tornando-as mais hidrofilicas. Essa propriedade melhora a
molhabilidade e a interagao com fluidos biolégicos, promovendo a adesdo e proliferacao de
osteoblastos, além de favorecer o recrutamento celular para formacdo d6ssea ao redor do

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

Além dos efeitos sobre a biocompatibilidade, o CAP apresenta importante agao
antimicrobiana. Sua capacidade de inativar microrganismos, especialmente em biofilmes, se da
pela geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS), que promovem
oxidagao lipidica, dano ao DNA e disfun¢@o mitocondrial nos patdgenos. Isso torna o CAP uma
estratégia preventiva eficaz contra infec¢des 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 polimeros de uso médico, como a
polieteretercetona (PEEK), um material promissor na ortopedia por sua leveza e elasticidade
proximas ao 0sso. Quando tratado com CAP, o PEEK apresenta maior rugosidade superficial,
melhor molhabilidade e maior adesdo de células osteoprogenitoras, o que potencializa sua
capacidade de osseointegracdo, tornando-o competitivo em relacdo ao titanio em algumas

aplicagdes (WANG et al., 2024).
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Apesar dos avancos experimentais € dos bons resultados in vitro e in vivo, ainda sao
necessarios estudos clinicos robustos e protocolos padronizados para viabilizar a incorporagao
sistemdtica do CAP na prética ortopédica. A padronizacdo dos pardmetros fisicos (tempo de
exposicao, tipo de gas, distancia da fonte) sera fundamental para garantir a seguranga e eficacia

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

2.5 Osseointegraciao: Plasma x Tecido 6sseo

A osseointegragdo ¢ definida como a formac¢ao de uma conexao direta e funcional entre
0 0sso vivo e a superficie de um implante, sem a interposi¢ao de tecido fibroso, sendo esse
processo fundamental para garantir a estabilidade primaria e a longevidade de implantes
ortopédicos e odontologicos (Figura 1). Diversos fatores influenciam essa integracdo, entre os
quais se destacam a biocompatibilidade do material, a topografia da superficie, a molhabilidade
e a energia superficial, todos essenciais para promover a adesdo celular inicial e o subsequente

remodelamento 6sseo (ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2004; GITTENS et al., 2014).

Figura 1- Implante de Titanio (a). Demonstracdo da superficie porosa (b). Ilustracdo do osso

aderindo a superficie. Fonte: Velasco (2024)

Nesse contexto, o uso do Plasma Atmosférico Frio tem emergido como uma estratégia
inovadora para a modificacdo de superficies metdlicas, em especial o titdnio, promovendo o
chamado “rejuvenescimento da superficie”. A aplicagio do CAP remove contaminantes

organicos, como hidrocarbonetos adsorvidos, e eleva a molhabilidade e a energia livre
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superficial das amostras. Tais modificagdes tornam o ambiente mais propicio a adsor¢do de
proteinas da matriz extracelular — como fibronectina e albumina — que desempenham papel

crucial na adesao ¢ diferenciagdo 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 expressao de
marcadores osteogénicos, como a osteocalcina e a fosfatase alcalina. Além disso, ha relatos de
aumento significativo do volume 6sseo neoformado ao redor dos implantes e da porcentagem
de contato osso-implante (bone-to-implant contact — BIC), refletindo diretamente na qualidade

da mineralizagdo da matriz 6ssea (ZHENG et al., 2020; WANG et al., 2024).

Outro aspecto relevante ¢ que a superficie super-hidrofilica induzida pelo CAP favorece
a estabilizacdo do codgulo sanguineo no leito dsseo, condig¢do essencial nas fases iniciais de
cicatrizacdo do implante. Essa caracteristica cria um microambiente osteoconduente, que
favorece o inicio do processo regenerativo e reduz o risco de encapsulamento fibroso — um
dos principais obstaculos a osseointegragao 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-inflamatério benéfico a regeneracdo Ossea.
Esse efeito imunomodulador, que envolve a polarizacdo de macréfagos e outras células do
sistema imune, ¢ especialmente promissor em cendrios clinicos desafiadores, como osteoporose
e diabetes mellitus, nos quais a osseointegra¢do 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 infecgdes fungicas em medicina veterindria, especialmente contra Candida
albicans, um fungo oportunista frequentemente associado a quadros de mucosite, dermatite e
otite em animais imunocomprometidos. Sua acao baseia-se na geragao de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (RONS), que induzem estresse oxidativo e provocam danos estruturais
as células fungicas, inibindo seu crescimento, adesdao e viruléncia (RAHIMI-VERKI et al.,

2016).
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Estudos in vitro tém elucidado os mecanismos moleculares envolvidos nessa agao
antifingica. Rahimi-Verki et al. (2016) demonstraram que a exposic¢do de C. albicans ao CAP
resulta na inibi¢@o da biossintese de ergosterol, componente essencial da membrana plasmatica
do fungo, além da supressao de fatores de viruléncia, como a formagao de biofilme e a produgao
de enzimas hidroliticas, incluindo fosfolipases e proteinases. De forma complementar,
Ebrahimi et al. (2021) confirmaram que o CAP compromete a viabilidade de biofilmes
maduros, mesmo na auséncia de agentes antifingicos, destacando seu potencial como agente

terapéutico autonomo.

Alteragdes morfoldgicas importantes também foram observadas por Rovetta-Nogueira
et al. (2023), que relataram deformacgdes na parede celular, rugosidade superficial e aumento
da sintese de quitina em células tratadas com CAP — alteracdes essas interpretadas como uma
resposta compensatoria ao estresse oxidativo, mas que comprometem a integridade celular e

reduzem a adesdo do fungo aos tecidos hospedeiros.

Modelos experimentais reforcam 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 fingica de
C. albicans na mucosa oral e preveniu sua disseminag¢ado sist€émica para pulmdes, figado e rins.
De forma semelhante, Borges et al. (2018) também observaram diminui¢ao da viabilidade
fingica nos tecidos orais ap6s o uso do CAP, com baixa citotoxicidade para os tecidos do

hospedeiro, refor¢ando a seguranca do método.

No contexto terapéutico, Leite et al. (2021) analisaram a interagdo do CAP com
antifngicos polienos como a nistatina e a anfotericina B, e identificaram que o tratamento com
CAP isolado foi mais eficaz na elimina¢do de biofilmes de C. albicans do que em combinagao
com os farmacos. Esses resultados sugerem que o estresse oxidativo gerado pelo plasma ¢, por
si s0, suficiente para desestabilizar os biofilmes, o que o posiciona como uma alternativa
interessante, especialmente diante de cepas resistentes ou de pacientes com limitagdes ao uso

de terapias sistémicas.

Adicionalmente, a aplicagdo do CAP tem sido estendida a outros patégenos fiingicos de
relevancia veterinaria. Por exemplo, Lee et al. (2022) relataram efeito antifingico sinérgico

entre 0 CAP e o gluconato de clorexidina contra Malassezia pachydermatis, agente etioldgico
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comum em casos de dermatite e otite canina. Esse tipo de associacao aponta para o potencial

do CAP em terapias topicas integradas na pratica clinica veterinaria.

Dessa forma, os diversos estudos revisados refor¢am o potencial do Plasma Atmosférico
Frio como alternativa ou adjuvante as terapias antifungicas convencionais, sobretudo em
cenarios clinicos desafiadores, como infecgdes resistentes ou pacientes imunocomprometidos,
onde o uso de antifiingicos sistémicos pode apresentar riscos ou eficacia limitada (EBRAHIMI
et al., 2021; ROVETTA-NOGUEIRA et al., 2023; SAMPAIO et al., 2023; LEITE et al.,
2021).Dessa forma, os diversos estudos revisados reforcam o potencial do Plasma Atmosférico
Frio como alternativa ou adjuvante as terapias antifingicas convencionais, sobretudo em
cenarios clinicos desafiadores, como infecg¢des resistentes ou pacientes imunocomprometidos,
onde o uso de antifiingicos sist€émicos pode apresentar riscos ou eficacia limitada (EBRAHIMI

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

A osseointegrag¢do de implantes de titdnio e suas ligas ¢ um desafio critico na ortopedia
e odontologia, especialmente devido ao risco de infeccdo associada a esses dispositivos. As
complicacdes infecciosas podem comprometer a estabilidade do implante, prolongar o tempo

de recuperacgdo e exigir instru¢des adicionais, elevando os custos dos procedimentos.

Diante desse cenario, a busca por tratamentos inovadores que otimizem a interagao entre
o implante e o tecido 6sseo, a0 mesmo tempo em que inibam a coloniza¢ao por microrganismos,
torna-se essencial. Portanto, este estudo se justifica pela necessidade de investigar essa
abordagem inovadora, que promove a melhoria da osseointegracdo e a redugao de complicacdes
infecciosas. Os resultados obtidos poderao contribuir para o desenvolvimento de implantes com
maior eficacia clinica, ampliando suas aplicagdes na pratica ortopédica e odontologica,

beneficiando diretamente o paciente e os profissionais da saude.

Além disso, compreender os mecanismos pelos quais o0 CAP e o aquecimento a 200°C
na superficie do titdnio 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 condi¢des que dificultam a

regeneracdo dssea, como osteoporose, diabetes e imunossupressao.
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4. HIPOTESES CIENTIFICAS

e A aplicacdo do aquecimento em superficies de Ti6Al4V a 200 °C, associado ao Jato de
Plasma com fluxo de argdnio, reduz a contaminagdo por Candida albicans, resultando
em menor risco de infecgao.

e O tratamento da superficie de implantes Ti6Al4V com plasma atmosférico frio (CAP),
associado ao aquecimento a 200°C, promove modificagdes fisico-quimicas que levam a

uma osseointegragdo mais precoce.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral:

Avaliar a susceptibilidade a adesdo de Candida albicans e a osseointegracdo e em
superficies de liga Ti6Al4V submetidas a tratamento térmico a 200 °C e funcionalizagdo por

jato de plasma com fluxo de argonio.

5.2 Objetivos Especificos:

1. Caracterizar as superficies de Ti6Al4V tratadas com aquecimento a 200 °C e jato de
plasma com argdnio, por meio de andlises da molhabilidade, energia superficial livre e

avalia¢do da microestrutura por difragcdo de raios X (DRX).

2. Investigar a adesao de Candida albicans em superficies de Ti6Al4V tratadas com
aquecimento a 200 °C e jato de plasma com argonio, por meio da quantificacdo de
Unidades formadoras de colonias (UFCs) e da determinagdo da 4rea de colonizagdo por

meio de microscopia eletronica de varredura.

3. Avaliar a osseointegragao de implantes de Ti6Al4V tratadas com aquecimento a 200 °C
e jato de plasma com argdnio, por meio de tomografia computadorizada, microscopia
eletronica de varredura (MEV) e composi¢do quimica através da espectroscopia de

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

EFEITO DO TRATAMENTO DE SUPERFICIE DE TI6AL4V AQUECIDAS A 200 °C
E TRATADAS SIMULTANEAMENTE COM PLASMA ATMOSFERICO A FRIO
SOBRE A ADERENCIA DE Candida Albicans.

Infecgdes do sitio cirargico representam uma complicagdo grave em diversos procedimentos,
principalmente quando se trata de cirurgias ortopédicas, devido a utilizacdo de implantes, que
por sua vez, favorecem a formagdo de biofilmes. Nesse contexto, o tratamento da superficie
com plasma atmosférico a frio surge como uma estratégia inovadora para enfrentar essas
infeccdes. Diante disso, este estudo teve como objetivo analisar os efeitos do aquecimento a
200° C em superficie de Ti6Al4V associado a aplicagdo de jato de plasma de argonio, sobre a
prevencao da contaminacao fingica por Candida albicans. Para as avaliagdes, foram utilizados
discos de Ti6Al4V com 9 mm de didmetro e 1 mm de espessura. Os discos foram tratados em
uma camara fechada, com fluxo de gas de argdénio 1 litro por minuto (L/min) durante 30
minutos. Foram realizadas as andlises de molhabilidade (angulo de contato), energia livre
superficial, microestrutura por difracdo de raios X (DRX), e microscopia eletronica de
varredura (MEV). As superficies tratadas apresentaram reduc¢do significativa do angulo de
contato (21,47+1,18°) em comparacdo ao controle (52,88 +2,59°, p<0,05), aumento da
energia superficial livre (73,66 mJ/m? vs. 62,819 mJ/m?) e do componente polar (67,46 mJ/m?
vs. 12,82 mJ/m?). A DRX indicou formag¢do de filme de dioxido de titanio (TiO:) entre 35° e
40°. Em relacdo a adesdo fungica, observou-se redugdo significativa nas unidades formadoras
de colonias (UFC) de CA nas superficies tratadas (125.000 UFC/mL) em comparagdo ao
controle (205.000 UFC/mL, p <0,05), menor formacao de pseudo-hifas e menor ocupacao da
superficie (19,14 +1,92% vs. 31,99 +4,94%). Com base nos resultados, conclui-se que o
tratamento combinado de aquecimento a 200 °C e jato de plasma de argdnio foi capaz de causar
modificagdes na superficie que causaram redug¢do na adesdo e colonizacao por Candida
albicans. Esse tratamento apresenta grande potencial para diminuir a contaminacao por
microrganismos e reduzir as taxas de complicacdes, sendo uma alternativa promissora para a

melhoria de implantes.

Palavras-chave: Biocompatibilidade, Modificacdo de superficie, Contaminagdo fungica.
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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 Ti16Al4V 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/m?* vs. 62.819 mJ/m?), and increased polar component (67.46 mJ/m> vs.
12.82 mJ/m?). XRD analysis indicated the formation of a titanium dioxide (Ti0O2) 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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INTRODUCAO

As infecgdes do sitio cirargico representam uma das principais complicagdes poOs-
operatdrias, com impacto significativo na morbidade, mortalidade e nos custos hospitalares
(NONNENMACHER et al., 2023). Em cirurgias ortopédicas, o uso de implantes metalicos ¢
comum, sendo esses rapidamente recobertos por proteinas do soro, o que favorece a adesdo
microbiana e a subsequente formagao de biofilmes. A presencga de biofilmes, bacterianos ou
fingicos, dificulta o tratamento convencional das infec¢des, podendo comprometer a integracao

do implante ao tecido 6sseo e a recuperacdo do paciente (ZHAO et al., 2023).

Dentre os microrganismos envolvidos nessas infecgdes, destaca-se a levedura Candida
albicans, identificada em aproximadamente 15% dos casos de sepse hospitalar, muitas vezes
associada a contaminacao de dispositivos médicos (WISPLINGHOFF et al., 2005). A presenca
dessa levedura em superficies de titdnio ¢ particularmente preocupante, pois além de formar
biofilmes resistentes, cria um ambiente hipoxico que favorece o crescimento concomitante de
bactérias anaerdbicas, agravando a infec¢do (NOBILE et al., 2015). Além disso, infecg¢des por
C. albicans estdo associadas a um aumento de até 40% na taxa de mortalidade (NOBILE et al.,

2015).

O tratamento dessas infec¢des geralmente envolve desbridamento cirurgico, uso
prolongado de antimicrobianos, substitui¢do parcial dos componentes ou, em casos mais
severos, a remogao total do implante (KUIPER et al., 2013). Apesar dos avangos nas estratégias
diagnosticas e terapéuticas, essas infeccdes ainda representam um desafio clinico, 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 funcionalizag¢do de superficies metalicas, por sua capacidade de
inativar biofilmes resistentes, inclusive de Candida albicans (BENCINA et al., 2021). Estudos
demonstram que o CAP apresenta agdo antimicrobiana contra uma ampla gama de patégenos,
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 agdo antimicrobiana, o CAP modifica favoravelmente as propriedades fisico-
quimicas da superficie do titanio, reduzindo o angulo de contato e aumentando a molhabilidade,
o que favorece a adesdo celular e pode potencializar a osseointegracao (HUI et al., 2020). Essas
alteracdes ocorrem devido a introducao de grupos funcionais, como hidroxilas e 6xidos de
titanio, na superficie metalica (MARTINS et al., 2024; WILLIAMS et al., 2017). No entanto,
esses efeitos podem ser temporarios, uma vez que o tratamento ndo altera permanentemente a

microestrutura do material.

Estudos indicam que a eficacia do CAP depende do tipo de material tratado e da
durabilidade dos efeitos superficiais. Em superficies de zirconia, por exemplo, a atividade
antimicrobiana do CAP ¢ mantida por até 14 dias, diminuindo progressivamente apos esse

periodo (YANG et al., 2020).

Para superar essa limitagdo, pesquisadores propdem a associacdio do CAP ao
aquecimento controlado das superficies metélicas durante o tratamento. Essa estratégia pode
promover alteracdes mais duradouras na topografia e composi¢do superficial do implante,
aumentando sua resisténcia a coloniza¢do microbiana sem comprometer a biocompatibilidade
(AKHAVAN etal., 2018). No entanto, os efeitos dessa abordagem combinada ainda necessitam

de investigagdo aprofundada.

Diante desse cenario, o presente estudo tem como objetivo avaliar a aderéncia de
Candida albicans em superficies de Ti6Al4V submetidas ao aquecimento a 200 °C e
simultaneamente tratadas com jato de plasma com fluxo de argdnio, visando prevenir a
formagao de biofilmes e contribuir com estratégias mais eficazes para a prevengao de infecgoes

associadas a implantes metalicos.
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MATERIAIS E METODOS

Tratamento das superficies

O tratamento das superficies das amostras foi realizado no Laboratorio de
Processamento de Materiais por Plasma da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), utilizando um equipamento desenvolvido pela propria equipe do laboratorio. A
Figura 1 apresenta o diagrama esquematico do sistema construido para o tratamento de amostras
por jato de plasma, o qual incorpora adaptagdes para controle térmico, com base no modelo

originalmente proposto por Vitoriano (2023).

Argonio

Fonte de Tensao

\
=
L g
—
Plasma J et
Resistencia Amostra
Termopar

Figura 1 — Esquema ilustrativo do sistema de jato de plasma atmosférico frio com controle
térmico utilizado no tratamento das amostras de Ti6Al4V. O equipamento ¢ composto por uma
fonte de alta tensdo, cilindro de argonio, regido de descarga para geracao do plasma, cAmara de

tratamento e suporte com aquecimento controlado. Adaptado de Vitoriano (2023).
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O sistema ¢ composto por uma fonte de tensao elétrica, responsavel por gerar a descarga
necessaria para a formagao do plasma, e por um cilindro de argdnio que fornece o gas para a
regido de descarga, onde ocorre o processo de ionizagdo. O jato de plasma ¢ direcionado para
o interior de uma camara fechada, na qual a amostra € posicionada sobre uma resisténcia elétrica
que atua simultaneamente como suporte € como elemento de aquecimento com controle de
temperatura. A fim de assegurar a estabilidade térmica do processo, um termopar ¢ acoplado

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

As amostras foram posicionadas sobre uma resisténcia elétrica plana, que desempenha
dupla funcao: suporte fisico e elemento de aquecimento. O controle térmico foi fundamental
para o experimento, sendo mantida uma temperatura constante de 200 °C durante a exposi¢ao
ao jato de plasma. A temperatura da superficie foi monitorada continuamente com o auxilio de
um termopar acoplado ao sistema, assegurando reprodutibilidade e estabilidade térmica ao

longo do processo.

Os parametros utilizados para o tratamento experimental foram baseados nas condi¢des
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 6,5kV de tensdo e frequéncia de 50 kHz. O fluxo de gés argdnio foi
mantido constante em 1 litro por minuto (L/min), garantindo uma atmosfera estavel e adequada
para a geracdo e sustentacdo do plasma. Cada amostra foi individualmente aquecida a uma
temperatura controlada de 200 °C durante um periodo de 30 minutos, sob exposi¢cdo continua
ao jato de plasma. Essa configuragdo permitiu a analise dos efeitos do tratamento em condig¢des
termicamente estabilizadas, assegurando reprodutibilidade e controle sobre as varidveis de

temperatura e exposicao elétrica.

Preparacio dos discos para caracterizacio da superficie:

Foram utilizados discos da liga Ti6Al4V com 9 mm de didmetro e 1 mm de espessura.
Inicialmente, os discos passaram por um processo de lixamento progressivo com lixas de
carbeto de silicio (SiC) de diferentes granulometrias (220, 400, 600, 1500 ¢ 2000 MESH),
seguido de polimento mecanoquimico utilizando uma suspensao coloidal composta por 40%

de silica (0,03 um) e 60% de perdxido de hidrogénio a 35%, durante 30 minutos. Apds o
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polimento, as amostras foram submetidas a uma limpeza sequencial por imersao em cuba de
ultrassom, utilizando inicialmente uma solu¢do aquosa de 0,5% de detergente enzimatico
(DEIV), seguida por etanol absoluto e, por fim, dgua bidestilada. Cada etapa de lavagem foi
realizada por 10 minutos para garantir a completa remoc¢do de residuos organicos e

particulados.

Concluido o processo de limpeza, os discos foram secos, selados em embalagens grau
cirurgico e encaminhados para o tratamento com plasma atmosférico frio. O procedimento foi
realizado em camara fechada com jato de plasma gerado a partir de argdnio, com fluxo
constante de 1 L/min. Simultaneamente, as amostras foram aquecidas a 200 °C por 30 minutos,

com auxilio de uma resisténcia elétrica, conforme ilustrado na Figura 1.

Caracterizacao das superficies dos discos Ti6Al4V:

A determinagdo da molhabilidade das superficies 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 Laboratorio de Processamento de Materiais por Plasma
da UFERSA, composto por uma base plana movel (porta-amostras) com ajuste vertical, uma
camera digital (modelo VP 540s, Intelbras) para captura de imagens e uma seringa para
deposicao controlada dos liquidos (Figura 2a). As amostras foram posicionadas
individualmente sobre o porta-amostras, e sobre cada superficie (tratada e controle — apenas
polida) foram depositadas gotas de 10 pL de agua destilada (Figura 2b) e glicerol. O angulo de
contato entre o liquido e a superficie foi entdo calculado por meio do software Surftens 3,

permitindo a anélise quantitativa da molhabilidade das diferentes condi¢des experimentais.
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B < Seringa (a)

Camera

Figura 2 - Ilustragdo do equipamento utilizado para determinacdo do angulo contato. a)

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

Determinacio da energia de superficie:

A energia de superficie foi calculada com base nos angulos de contato obtidos. O
modelo teorico adotado para a determinagao da tensao superficial segue a equagao de Huang et
al. (2003), considerando as componentes dispersiva (y Sd) e polar (y Sp) do sélido e do liquido,

conforme descrito por Fowkes (1962).

Difraciao de Raios X em Angulo Rasante (DRX)

As andlises de DRX foram realizadas utilizando um difratometro Ultima IV Rigaku
operando com radiacdo Cu-Ka a 40 KV e 30 mA na configuragdo Seemann-Bohlin e com
angulo de incidéncia rasante. Fixou-se o angulo de incidéncia do feixe de raios X em 1°, na
faixa de medi¢do entre os angulos 20 de 30° e 55°, com passo de 0,01° e velocidade de aquisi¢do

de 2° por minuto.

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

O cultivo das cepas foi realizado no Laboratério de Microbiologia Veterinaria (LAMIV).
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O preparo do indculo foi realizado utilizando uma cepa padrao de Candida albicans (ATCC
10231) cultivada aerobicamente em caldo Brain Heart Infusion (BHI, KASVI) a 37 °C em
incubadora por 48 horas. Apds incubadas, a suspensao foi ajustada em solugdo estéril de cloreto
de sodio a 0,85% até atingir uma absorbancia de 0,08 a 0,1, equivalente a uma concentragdo de
106/mL (padrao de turbidez 0,5 da escala de McFarland), confirmado utilizando
espectrofotometro a 530 nm. Aliquotas de 500 uL da suspensdo de C. albicans foram, em
seguida, inoculadas sobre os discos (n=5) e ndo tratados (controle, n=5), antes da inoculagao
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 pocos, seguido de incubagado
aerobiamente por 90 minutos (fase de adesdo) a 37 °C (PONDE et al., 2021). Posteriormente,
a suspensao foi retirada de cada poco e estes sutilmente lavados duas vezes com solucao salina
(0,85%) estéril para remover células ndo aderentes, 10 amostras foram submetidas a sonicagdo
em 9ml solucdo de NaCl (0,85%) (dilui¢do 10-1) para desprender as células leveduriformes
aderidas e em seguida a suspensdo obtida foi submetida a diluicdo seriada até 10-6. De cada
dilui¢do, foram inoculadas microgotas de 10 pL, em duplicata, sobre placas contendo Agar
Sabouraud acrescidas de cloranfenicol, as quais foram incubadas por 48 horas a 37 °C. Apds
esse periodo, foi realizada a contagem das unidades formadoras de colonias (UFCs) das

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

Figura 3 - Placas contendo Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol. Demonstrando a
formagao das unidades formadoras de colonias (UFCs) de Candida albicans previamente
expostas a superficies de Ti6Al4V, em diluigdoes 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
Analise Morfologica

Ap6s a inoculagdo e incubagdo por 90 minutos, cinco discos tratados e cinco controles
foram fixados em uma solugcdo de glutaraldeido a 2,5% em tampado fosfato (pH 7,4) a
temperatura ambiente por 12 horas. Em seguida, realizou-se uma pos-fixacao com tetroxido de
6smio a 1% por 1 hora. As amostras foram entdo lavadas com agua destilada e submetidas a
um processo de desidratagdo em uma série crescente de etanol (25%, 50% e 75%) por 5 minutos
em cada concentragdo, finalizando com imersao em etanol absoluto por 15 minutos. Apds a
desidratacdo, as amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro de 9 nm para
possibilitar a visualizagdo em um microscopio eletronico de varredura (Tescan Vega3,

TESCAN ORSAY HOLDING, Brno, Republica Tcheca).

Para a mensuracao da area coberta por Candida albicans nas superficies Ti6Al4V V,
foi utilizado o software ImageJ v. 1.54m. As andlises foram realizadas a partir de imagens
obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) nas ampliacdes de 500x e 2000x. Para
cada magnificacdo e tipo de material, foram capturadas quatro imagens de diferentes campos:
duas de superficies controle e duas de superficies tratadas. No total, foram analisadas 16

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

Analises Estatisticas

Os dados foram expressos em média = DP e avaliados quanto a distribuicdo pelo teste de
Shapiro-Wilk. Apds confirmagao dos pressupostos paramétricos, o nimero médio de UFC/mL
foi analisado pelo teste t, considerou-se o nivel de significancia de p<0,05. A andlise foi
realizada com auxilio do software GraphPad Prism, versdao 9. Enquanto, a area média ocupada
pelas leveduras e pseudohifas obtidas a partir das SEM imagens foram analisadas pelo teste de

Mann-Whitney.
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RESULTADOS

Analise da Molhabilidade:

A Figura 7 ilustra a diferenca no angulo de contato da agua entre a superficie de
Ti6Al4V controle e a tratada com plasma atmosférico frio (CAP). Observa-se uma redugao
significativa no angulo de contato no grupo tratado (21,47 = 1,18°) em comparagao 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 superficie, tornando-a mais hidrofilica.
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Figura 4 - Analise do angulo de contato das superficies de Ti6Al4V aquecidas a 200° C e

tratadas com plasma atmosférico a frio e superficies nado tratadas. *p < 0,05 (Teste Student).
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Analise da Energia de Superficie:

Apbs a analise do angulo de contato, calculamos a energia livre superficial (y s), seus
componentes polares (v sP) e dispersivo (y s%) (Figura 8). Os resultados dessas avaliagdes 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 ndo tratado apresentou a energia superficial
mais baixa com 62,819 mJ/m 2. Demonstrando que a exposi¢do 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/m? em comparagdo com o grupo controle com 12,82 mJ/m?. Por
outro lado, observou-se redugdo nos componentes dispersivos no grupo controle com 6,19
mJ/m? em comparacdo com o grupo tratado com 49,36 mJ/m?. Isto sugere que o arranjo

experimental garante uma modificac¢do da superficie.
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Figura 5 - Andlise da energia livre superficial (y S) e seus componentes polares (y Sp) e
dispersivo (y Sd) das superficies de Ti6Al4V tratadas com plasma atmosférico a frio e

superficies ndo tratadas.
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Difracio de Raios X em Angulo Rasante (DRX):

Na analise do difratograma do angulo rasante pode-se observar a formacgao de filme de
dioxido de titanio (TiO2), com presenga predominante da estrutura rutilo apenas nas superficies

de Ti-6Al-4V tratadas com plasma atmosférico, a medida que o angulo rasante foi alterado de

35%a 40° (Figura 9).
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Figura 6 - Analise do Angulo Rasante (DRX) de amostras tratadas com plasma atmosférico a

frio e superficies ndo tratadas.

Unidades formadoras de colonias (UFC)

Houve uma redugdo significativa no nimero de UFC sobre a superficies de Ti6Al4V,
aquecidas a 200 °C e tratados simultaneamente com plasma atmosférico a frio que apresentou
uma média de p: 125.000 UFC/ml, em relagdo as superficies apenas polidas p: 205.000
UFC/ml, (*p<0,05) (Figura 6). Isso demonstra que o tratamento das superficies discos de

Ti6Al4V foi capaz de prevenir a aderéncia de cepas de Candida albicans mesmo apos 90

minutos de incubacao (Figura 7).
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Figura 7 - Numero médio de unidade formadoras de colonias de Candida albicans por ml
(UFC/ml). obtidas a partir de amostras colhidas da superficie de discos Ti6Al4V aquecido a
200 °C e tratados simultaneamente com Plasma atmosférico a frio. LC - Ti6Al4V controle; LT

- Ti6Al4V tratada. *p < 0,05 (Teste t).
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Figura 8 - Area média (%) da superficie 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).

Analise morfolégica por microscopia eletronica de varredura (MEV):

Na analise morfologica ao MEV, observou-se no grupo controle (LC) uma maior
concentragdo de agregados leveduriformes e de pseudo-hifas, com formagao inicial de biofilme,
enquanto nas superficies tratadas (LT) observou-se menor concentracao de agregados e pouca
formacdo de pseudo-hifas, com com micro colonias isoladas e com poucas formagdes de
pseudo-hifas entrelagando e agrupando as leveduras (Figura 8). A area ocupada por leveduras
e pseudohifas das superficies 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 superficies de Ti6Al4V. A - Amostra
ndo tratada; B - amplia¢do com detalhes da imagem A; C - amostra tratada; D - ampliacdo com
detalhes da imagem C. Setas indicam: A) Maior concentracao de leveduras e pseudo-hifas, com
formagao inicial de biofilme. B) Pouca formagdo de pseudo-hifas, micro colonias isoladas e

com poucas formacgdes de pseudo-hifas entrelacando as leveduras. Fonte: Arquivo Pessoal
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DISCUSSAO

Neste estudo, investigou-se o efeito do tratamento simultineo de superficies de
Ti6Al4V com plasma atmosférico frio (CAP) e aquecimento a 200 °C. A combinagdo dessas
técnicas promoveu modificagdes fisico-quimicas relevantes, resultando em superficies mais
hidrofilicas, com menor angulo de contato, aumento da energia livre superficial e espessamento
da camada de 6xido de titanio (TiO:). Tais alteracdes estiveram associadas a uma redugdo
significativa na aderéncia fungica de Candida albicans, sugerindo potencial para prevenir

infecgdes associadas a implantes biomédicos.

A analise do angulo de contato, amplamente empregada na avaliacdo da molhabilidade,
revelou uma reducdo significativa nos valores apos o tratamento com CAP (21,47 +1,18°) em
compara¢do ao grupo controle (52,88 +2,59°; p < 0,05), indicando aumento expressivo da
hidrofilicidade da superficie. Essa alteracdo esta relacionada a remocdo de contaminantes
organicos, como hidrocarbonetos, e a inser¢ao de grupos funcionais polares (-OH, -COOH)

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

A melhora na molhabilidade influencia diretamente a interacdo entre o material e
microrganismos. De fato, superficies mais hidrofilicas tendem a dificultar a adesdo inicial de
C. albicans, uma vez que prejudicam o contato eficaz entre os componentes da parede celular
do fungo e a superficie do substrato (HARNETT et al., 2007; WATANABE et al., 2016). A
analise microbioldgica demonstrou uma redugdo significativa na contagem de unidades
formadoras de colonias (UFC/ml), com médias de 205.000 no grupo controle e 125.000 no

grupo tratado, indicando menor colonizagao flngica.

Apesar de alguns estudos apontarem que a adesao de C. albicans ¢ reduzida em
superficies 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 presenca de uma camada de oxido de titdnio modificada. A
formagdo dessa camada, promovida pelo aquecimento, pode alterar a carga da superficie, além

de estabilizar as modificagdes induzidas pelo plasma, dificultando a coloniza¢do microbiana

(YUAN et al., 2022).

A microscopia eletronica de varredura (MEV) reforcou esses achados ao revelar, no
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grupo tratado, a presenga de poucas pseudo-hifas isoladas e auséncia de estruturas de biofilme,
enquanto no grupo controle observou-se maior densidade de leveduras e inicio da formacao de
matriz extracelular. Esses dados s@o consistentes com estudos que indicam a preferéncia de C.
albicans por superficies hidrofobicas, enquanto superficies hidrofilicas tendem a inibir tanto a

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

Além disso, a agdo do CAP favorece a oxidacao da superficie e a formag¢ao de um filme
fino contendo grupos funcionais como hidroxilas (OH), que pode ter efeitos temporarios,
especialmente devido a baixa temperatura do processo. No entanto, o aquecimento a 200 °C
contribui para a estabilizagdo dessas alteracdes e o espessamento da camada de TiOx,

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

O TiOs, por sua vez, ¢ conhecido por sua capacidade de gerar espécies reativas de
oxigénio (ROS) sob exposi¢do a luz, o que contribui para a destrui¢do de microrganismos e
redu¢do da viabilidade de biofilmes em implantes (DAMODAR; YOU; CHOU, 2009;
KRUMDIECK et al., 2019). Embora a geracdo de ROS dependa de fotocatalise, sua presenga

na superficie ja modifica propriedades eletrostaticas e de carga que impactam a adesao celular.

Portanto, os achados deste estudo reforcam o potencial do uso combinado de CAP e
aquecimento como uma estratégia eficaz na reducdo da aderéncia fingica em superficies de
titanio, destacando-se como uma alternativa promissora ao uso de revestimentos antifiungicos

ou antibioticos, especialmente no contexto da preven¢ao de infecgdes associadas a implantes.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o aquecimento de superficies
de Ti6Al4V a 200 °C, associado a aplicagdo de plasma atmosférico frio com fluxo de argonio,
promoveu alteragdes fisico-quimicas significativas e favoraveis, que contribuiram para a
redu¢do da aderéncia e colonizagdo de Candida albicans. Essas modificagdes indicam o
potencial da estratégia como abordagem eficaz para controle microbiologico de superficies
metalicas em contextos biomédicos, especialmente em implantes onde a prevencao de infecgdes

fingicas ¢ critica para o sucesso clinico.
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Capitulo I1.

TRATAMENTO TERMOQUIMICO DE LIGA Ti6Al4V AUXILIADO POR PLASMA
ATMOSFERICO A FRIO VISANDO USO EM IMPLANTES.

RESUMO

A superficie do titdnio puro apresenta limitagdes quanto a inducdo de uma osseointegracao
precoce, favorecendo, em muitos casos, a formagao de tecido fibroso entre o implante e o 0sso.
Nesse contexto, o tratamento de superficies 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 a aplicacdo simultanea de
jato de plasma de argdnio sobre a osseointegragdo de superficies de Ti6Al4V. Foram utilizados
parafusos de Ti6Al4V (1,5 mm x 5 mm), tratados em camara fechada sob descarga elétrica com
parametros fixos de 6,5 kV e 50 kHz, com fluxo de argonio de 1 L/min por 30 minutos. Para a
analise in vivo, sete ratos Wistar adultos ndo castrados receberam implantes nas metéfises
proximais de ambas as tibias, sendo um parafuso controle e um tratado alocados aleatoriamente
em cada animal. Os resultados obtidos por tomografia computadorizada revelaram um aumento
significativo na densidade 6ssea na interface C dos implantes tratados, em comparagdo ao grupo
controle (p < 0,05), indicando maior deposicdo mineral ao redor do implante. A analise
morfoldgica por microscopia eletronica de varredura (MEV) demonstrou uma maior quantidade
de osso neoformado e um contato mais intimo entre o implante tratado e o tecido Osseo
adjacente. Além disso, a espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) revelou uma
razao molar Ca/P de 1,57, proxima a estequiometria ideal da hidroxiapatita (Ca/P = 1,67),
corroborando a formacao de matriz 6ssea mineralizada. Com base nesses achados, conclui-se
que a associagdo entre aquecimento a 200°C e jato de plasma de argbnio promovem
modificacdes benéficas na superficie dos implantes, favorecendo a osseointegracdo. Tal
abordagem representa uma alternativa promissora para melhorar o desempenho de implantes
ortopédicos e odontologicos, potencializando a cicatrizagdo dssea e reduzindo o risco de falhas

na interface osso-implante.

Palavras-chave: Biocompatibilidade, Modificac¢ao de superficie, Envelhecimento do Titanio.
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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. Ti6AI4V screws (1.5 mm x 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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INTRODUCAO

A osseointegracao ¢ um processo bioldgico complexo que compreende uma sequéncia
ordenada de eventos celulares e moleculares, incluindo a adesdo celular, proliferagdo,
diferenciagdo osteoblastica e deposi¢do de matriz mineralizada na interface osso-implante. O
sucesso desse processo depende, em grande parte, das caracteristicas fisico-quimicas da
superficie do biomaterial, que modulam diretamente a resposta celular e tecidual apds a

implantacdo (CHEN et al., 2023).

Neste contexto, as superficies de ligas de titanio, como o Ti6Al4V, amplamente
utilizadas em implantodontia e ortopedia, vém sendo intensamente estudadas e modificadas
para aprimorar sua performance bioldgica. Propriedades como rugosidade, energia superficial,
molhabilidade e composi¢ao quimica tém sido ajustadas por meio de técnicas como jateamento,
anodizacdo, revestimentos bioativos e tratamentos térmicos. Tais modificagdes buscam
otimizar a interacao entre a superficie do implante e as células do tecido dsseo, favorecendo a

formagdo de uma interface solida 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 funcionalizacdo
superficial. O CAP ¢ uma tecnologia ndo térmica que utiliza gases ionizados a temperatura
ambiente, promovendo a introdu¢do de grupos funcionais (como hidroxilas e carbonilas) na
superficie do titanio, sem comprometer sua integridade estrutural. Esses grupos modificam a
energia livre superficial e aumentam a molhabilidade, favorecendo a adesdo de proteinas da
matriz extracelular e, consequentemente, a resposta osteogénica (KIM et al., 2023; ZHAO et

al., 2024).

Estudos demonstram que a aplicagio de CAP em superficies de Ti6Al4V pode
intensificar a diferenciagdo osteoblastica, aumentar a expressdo de marcadores 6sseos (como
osteocalcina e fosfatase alcalina) e promover maior deposi¢ao 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 modifica¢des quimicas

e topograficas (HAN et al., 2022; LUO et al., 2023).
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Portanto, o tratamento de superficies de titdnio com plasma atmosférico frio apresenta-
se como uma estratégia eficaz e segura para a biofuncionalizacdo de implantes, promovendo
um microambiente mais favoravel a osseointegragdo (NGUYEN et al., 2023). Neste contexto,
o presente estudo tem como objetivo avaliar a osseointegracdo de superficies de Ti6Al4V
submetidas ao aquecimento a 200 °C, associado a aplicagdao simultanea de jato de plasma com

fluxo de argdnio, visando promover uma superficie mais ativa e resistente ao envelhecimento.
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MATERIAIS E METODOS

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
modificagdo superficial a implantes em formato de parafuso, com o objetivo de avaliar sua
performance in vivo. Foram utilizados 14 parafusos de enxerto 6sseo confeccionados em
Ti6Al4V, com dimensdes de 1,5 mm de didametro 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 condigdes 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 superficies foi realizado no Laboratorio de
Processamento de Materiais por Plasma da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA). Utilizou-se um equipamento desenvolvido pela propria equipe do laboratorio, com
adaptacdes especificas para a aplicagdo do jato de plasma com controle de temperatura. A
Figura 1 apresenta o diagrama esquemadtico do sistema construido, baseado no modelo
originalmente descrito por Vitoriano (2023), agora ajustado para o tratamento de implantes

tridimensionais utilizados em experimentagdo 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 ¢ composto por uma
fonte de alta tensao, cilindro de argonio, regido de descarga para geracao do plasma, camara de

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

O sistema ¢ composto por uma fonte de tensao elétrica, responsavel por gerar a descarga
necessaria para a formagao do plasma, e por um cilindro de argonio que fornece o gés para a
regido de descarga, onde ocorre o processo de ionizagdo. O jato de plasma ¢ direcionado para
o interior de uma camara fechada, na qual a amostra € posicionada sobre uma resisténcia elétrica
que atua simultaneamente como suporte € como elemento de aquecimento com controle de
temperatura. A fim de assegurar a estabilidade térmica do processo, um termopar ¢ acoplado

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

As amostras foram posicionadas sobre uma resisténcia elétrica plana, que desempenha
dupla fungdo: suporte fisico e elemento de aquecimento. O controle térmico foi fundamental
para o experimento, sendo mantida uma temperatura constante de 200 °C durante a exposi¢ao

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

longo do processo.

Os parametros utilizados para o tratamento experimental foram baseados nas condi¢des
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 6,5kV de tensdo e frequéncia de 50 kHz. O fluxo de gés argdnio foi
mantido constante em 1 litro por minuto (L/min), garantindo uma atmosfera estavel e adequada
para a geracdo e sustentagdo do plasma. Cada amostra foi individualmente aquecida a uma
temperatura controlada de 200 °C durante um periodo de 30 minutos, sob exposicao continua
ao jato de plasma. Essa configuracdo permitiu a analise dos efeitos do tratamento em condicdes
termicamente estabilizadas, assegurando reprodutibilidade e controle sobre as variaveis de

temperatura e exposicao elétrica.

Animais

Foram utilizados sete ratos adultos, machos e ndo castrados. Os animais foram mantidos
no Biotério de Pequenos Mamiferos da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA),
sob condi¢des controladas de temperatura e ciclo claro/escuro, com livre acesso a agua e ragao
especifica para roedores (ad libitum). Cada animal recebeu, por via cirtirgica, a implantagao de
um parafuso na regido da metafise proximal das tibias direita e esquerda, alocadas de forma
aleatoria. Todos os procedimentos envolvendo os animais foram previamente aprovados pela

Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFERSA), conforme parecer n® 14/2023.

Cirurgias

No periodo pré-operatorio, os animais nao foram submetidos a jejum alimentar ou
hidrico, em conformidade com as recomendagdes para roedores, a fim de evitar riscos de
hipoglicemia e desidratacdo (Damy et al., 2010). A indug@o anestésica foi realizada por via
intramuscular, utilizando uma associagdo de dexmedetomidina (10 pg/kg), metadona

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

Para a manuteng¢ado da anestesia durante o procedimento cirargico, utilizou-se isoflurano
inalatorio, administrado por meio de mascara facial conectada a um sistema de fornecimento
continuo de oxigénio (Figura 3), permitindo controle preciso da profundidade anestésica e

promovendo rapida recuperacao pos-operatoria.

Figura 2 - Animal sob manutencdo da anestesia, utilizando mascara de oxigénio adaptada com

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

Para a inser¢do dos implantes, foi realizada uma incisdo cutinea na regido medial da tibia,
seguida de divulsdao do tecido subcutaneo e da musculatura adjacente, permitindo a exposi¢ao
adequada do osso (Figura 6). Em seguida, procedeu-se a perfuracdo de ambas metafises
proximais das tibias direita e esquerda. Foi aplicado um parafuso em cada membro, utilizando
uma furadeira de baixa rotacdo acoplada a uma broca de 1,2mm de didmetro. Apos a

perfuracao, os parafusos de titdnio foram cuidadosamente instalados na regido preparada.
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Figura 3 - Tibias de rato preparadas para procedimento cirtrgico. Linha demonstra a localizagao

da incisdo cirurgica. Fonte: Arquivo Pessoal (2023).

Ap6s a implantacao dos parafusos, realizou-se a sutura da pele (dermorrafia) utilizando
fio de nailon 3-0, com padrdo de sutura simples interrompida. No pds-operatorio imediato, os
animais foram medicados com o anti-inflamatério nao esteroidal meloxicam (1 mg/kg),
tramadol (6 mg/kg) e dipirona (50 mg/kg), administrados uma vez ao dia por trés 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 pds-operatério. Apds o
procedimento cirirgico, os animais permaneceram alojados no Biotério, sob observagao clinica
didria para monitoramento de possiveis alteragdes locais, como inflamacdo, infeccdo ou
deiscéncia da ferida, além da avaliacdo de claudicacdo ou dificuldade de apoio do membro

operado.

Coleta dos implantes

Os animais foram submetidos a eutanasia 30 dias apds o procedimento cirurgico. Para
esse fim, foi administrada, por via intramuscular, uma associagdo de cloridrato de xilazina
(30 mg/kg) e cloridrato de cetamina (180 mg/kg). Decorridos 10 minutos da indugao anestésica,
procedeu-se a administragdo de cloreto de potéassio por via intracardiaca, promovendo parada

cardiorrespiratdria e confirmando o 6bito dos animais.

Em seguida, os membros pélvicos foram dissecados, € as tibias incluindo os implantes

e os tecidos moles adjacentes foram cuidadosamente removidas. As amostras foram entdo
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fixadas em solucdo de paraformaldeido a 4% por 12 horas para posterior analise morfologica.

Avaliacdo de Tomografia Computadorizada

Para avaliar a estrutura das tibias, os membros foram fixados longitudinalmente em
blocos de cera, para em seguida serem posicionados na mentoneira do aparelho de tomografia
computadorizada de feixe conico, modelo 3D Promax (Instrumentarium, Tursula, Finlandia)

(Figura 5). As tomadas foram realizadas com campo de visdo 5,0x5,0 cm, 4mA e 89Kv.

Figura 4 - Tibias 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 reconstru¢cao 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 tragado uma linha de densidade com a finalidade de obter a densidade média ao 2,0
mm longo da cortical 6ssea e a densidade cortical na interface ao implante. Foram realizadas
as medi¢cdes em 4 pontos: Regido proximal do colo do implante (Regido A), regido inferior do

colo do implante (Regido B), regido superior do apice do implante (Regido C) e regido inferior
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do &pice implante (Regiao D) (Figura 8).

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

Tomografia computadorizada de Tibia de rato com parafuso na regido de metafise proximal.

Fonte: SERES (2023).

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

microscopio eletronico de varredura (MEYV)

As amostras fixadas em paraformaldeido a 4% foram cuidadosamente fixadas em resina
acrilica autopolimeravel incolor Triunfo Dent's ®. Apos a fixa¢do, as amostras foram lixadas
em de maneira gradual, com lixas de carbeto de silicio (SiC) com diferentes granulometrias,

100, 220, 400 e 600 MESH.

Para a analise de Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X foi utilizado o sistema
SEM. O material foi colocado no compartimento do MEV e apds ter sido gerado um vacuo, a

area analisada foi escolhida, e deu-se inicio ao bombardeamento de feixe de elétrons feito pela

68



fonte do microscopio que ¢ altamente energética, formando uma lacuna linear e de

mapeamento.

A morfologia dos revestimentos foi determinada com base nas micrografias de
superficie obtidas utilizando um microscopio eletronico de varredura de alta resolugdo (MEV),
(Vega3, Tescan). A forma, o tamanho, a quantidade ¢ a distribui¢cdo dos poros, bem como a
espessura do revestimento, foram quantificados utilizando o software ImageJ, que processou
as imagens de microscopia eletronica. As andlises quimicas da superficie da amostra foram
realizadas utilizando um espectrometro de raios X com energia dispersiva (EDS) (AztecLive,
Oxford) acoplado ao MEV. Além da analise de superficie, as relagoes Ca/P também foram

determinadas em cada posi¢ao ao longo de uma linha de varredura.

ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliar a osseointegragao foram obtidas as relagdes da densidade 6ssea da interface
entre a superficie 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 distribui¢do, realizou-se os testes
ANOVA one-way, seguido dos poés teste de Tukey. Considerou-se o nivel de significancia de
p<0,05. A analise foi realizada com auxilio do software GraphPad Prism, versdo 9. A andlise

EDS foi avaliada pelo teste U de Mann-Whitney.

RESULTADOS
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Analise Tomografica Computadorizada (TC)

A avaliagdo por tomografia computadorizada (TC) foi realizada com base na razao
entre a densidade Ossea da interface osso-implante e a densidade da cortical adjacente em
quatro regides anatomicas distintas (A, B, C e D). Observou-se um aumento significativo da
densidade 6ssea na interface C dos implantes tratados, em comparagdo ao grupo controle (p <

0,05), conforme demonstrado na Figura 10.
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Figura 6 - Relacdo entre a densidade da interface osso-implante e a cortical 6ssea em diferentes
regides (A, B, C, D), comparando grupos tratadas com plasma atmosférico aquecido a 200° e
parafusos ndo tratados avaliados através de tomografia computadorizada. Observou-se aumento
significativo na regido IC/C do grupo tratado (*p < 0,05), sugerindo maior atividade mineral e

osseointegracao 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 Eletronica de Varredura (MEYV)

Foi vista uma formacao 6ssea 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 osseointegracdo. Ja no
grupo controle, foi observada a presenca de tecido 6sseo mais delgada (C), com auséncia de

formacgdo 6ssea em algumas roscas** (D).

Figura 7 - Micrografia eletronica mostrando as interfaces osso-parafuso tratado
simultaneamente com Jato tratado por plasma e aquecido a 200 °C, inserido em Tibia de Rato
Wistar. Observa-se o preenchimento de osso por todas as roscas do parafuso tratado. (A), em
uma projecao maior, observa-se uma maior aderéncia do osso ao implante * (B). J& a figura (C)

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

osso-implante **.

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

A analise EDS foi realizada para avaliar possiveis mudangas na composi¢ao elementar
na interface implante-osso € nao foram encontradas diferengas significativas nas concentragoes
dos elementos entre os implantes controle (Figura 12) e os implantes tratados (Figura 13) com

plasma atmosférico a frio aplicado em superficies de aquecidas a 200°C.
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Figura 8: Imagens obtidas da avaliacdo de Espectroscopia de energia dispersiva de eletrons
(EDS) acoplada ao MEV. (a) Distribuicao Elementar por Mapeamento de Soma de Espectros.
(b) Imagem eletronica, (c) Titanio (Ti), (d) Oxigénio (O), (e) Carbono (C), (f) Aluminio (Al),
(g) Célcio (Ca) e (h) Potéssio (P) e i) Vanadio (V) de amostras ndo tratadas.
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Figura 9 - Imagens obtidas da avaliacdo de Imagens obtidas da avaliagcdo de Espectroscopia de
energia dispersiva de eletrons (EDS) acoplada ao MEV. (a) Distribui¢do Elementar por
Mapeamento de Soma de Espectros, (b) Imagem eletronica, (¢) Oxigénio (O), (d) Carbono (C),
(e) Titanio (Ti), f) Calcio (Ca), g) Potéssio (P), h) Aluminio (Al) e i) Vanadio (V) de amostras

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

Nao foi observada diferenca significativa na relagdo entre Calcio e fosforo, sendo

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

Tabela 1. Quantificagdo da concentracao dos elementos (titdnio TI, carbono C, oxigénio
O, aluminio Al, célcio Ca, fosforo P, Vanadio V e a relacdo célcio e potassio Ca/P) na superficie
Ossea aderente ao implante. Valores expressos em mediana e limites minimo ¢ maximo (teste
U de Mann-Whitney).
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Elemento

Ti

Al

Ca

Ca/P

Concentracao

(Controle)

18.3

323

324

1.6

4.6

3.1

0.7

1.48

Min—-Max
(Controle)

11.4-39.1

26.5-45.5

17.7—-44.9

0.9-4.6

21-93

1.3-6.0

05-12

1.33 -1.62

Concentracao

(Tratado)

20.5

29.6

333

23

4.2

2.7

0.9

1.57

Min—-Max
(Tratado)

92-434

16.2 -59.0

20.3-43.9

0.9-4.7

25-75

1.3-6.0

04-1.38

1.42 -1.89
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DISCUSSAO

No presente estudo, avaliou-se o efeito da aplicagdo simultanea de jato de plasma com
fluxo de argdnio e aquecimento da superficie de Ti6Al4V a 200 °C em parafusos inseridos em
tibias de ratos Wistar. Essa abordagem baseou-se em resultados prévios obtidos in vitro com

discos da mesma liga metélica submetidos as mesmas condi¢des de tratamento.

O tratamento reduziu o angulo de contato e aumentou a energia superficial livre,
favorecendo o componente polar, o que resultou em maior escoamento de dgua e melhor
molhabilidade da superficie. Este estudo demonstrou que o tratamento promoveu alteragdes
fisico-quimicas e estruturais significativas, com impacto positivo na osseointegragdo em
modelo animal. Os dados obtidos tanto in vitro quanto in vivo sugerem a criagdo de um
microambiente superficial mais bioativo, capaz de modular a adesdo celular inicial, a deposi¢ao

de matriz extracelular e a mineralizacao 6ssea subsequente (YADAYV et al., 2023).

A tomografia computadorizada (TC) revelou um aumento significativo da densidade
Ossea na interface C dos implantes tratados (p < 0,05), sugerindo uma maior deposi¢ao mineral
e formacdo dssea ao redor do implante. Este achado ¢ indicativo de um processo osteogénico
mais eficiente, compativel com a formacao precoce de osso trabecular denso. Estudos recentes
mostram que superficies com maior energia livre superficial e rugosidade controlada favorecem
a diferenciacao de células osteoprogenitoras e aceleram a mineralizagdo 6ssea (DU et al., 2024;

FONSECA et al., 2023).

Do ponto de vista estrutural, a microscopia eletronica de varredura (MEV) evidenciou
uma maior quantidade de osso neoformado nos implantes tratados, com contato intimo entre o
implante e o tecido O¢sseo adjacente. Essa intimidade de contato, caracteristica de
osseointegracdo direta, reduz a presenca de tecido fibroso interfacial e favorece a estabilidade

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

A andlise por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) revelou uma razao molar Ca/P
de 1,57, proxima a estequiometria da hidroxiapatita (1,67), confirmando a possivel deposicao
de matriz 6ssea mineralizada. Esse perfil quimico ¢ frequentemente associado a um ambiente
de osseointegragdo madura e ativa, como demonstrado em estudos recentes sobre superficies

biofuncionalizadas (TAVARES et al., 2023).
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As evidéncias in vitro sustentam esses achados, com redugao significativa do angulo de
contato e aumento do componente polar da energia superficial apos o tratamento. Essas
propriedades favorecem a adsor¢ao de proteinas como fibronectina e vitronectina, essenciais
para a ancoragem celular mediada por integrinas (WANG et al., 2024). Além disso, a formagao
de uma camada superficial de TiO-, foi identificada por DRX a medida que o angulo rasante
variou entre 35° e 37,5°, indicando o crescimento de uma camada de 6xido espessa e estavel,
essa caracteristica contribui para a bioatividade da superficie e estabilidade quimica do
implante, sendo uma das principais responsaveis pela nucleacao de apatita em meio fisiologico

(LIU et al., 2023).

A literatura evidencia que o tratamento térmico a 200 °C favorece a formagao de filmes
de TiO: com alta estabilidade e biofuncionalidade, mais eficientes do que aqueles formados em
temperaturas inferiores (MARTINEZ; CHOURASIA, 2022). O TiO: apresenta propriedades
fundamentais para a osseointegracdo, como boa adesdo de proteinas da matriz extracelular,

resisténcia a corrosdo e auséncia de toxicidade (PANTAROTO et al., 2020).

Esses fatores explicam, em parte, os resultados observados na interface C, onde houve
acimulo mineral significativo conforme revelado pela tomografia. Superficies de titanio ndo
modificadas podem levar meses até alcancar os niveis adequados de osseointegracdo (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 modifica¢do da superficie com plasma
e aquecimento ¢ uma estratégia eficaz para promover a osseointegragdo, integrando aspectos
topograficos, quimicos e energéticos da superficie com a resposta 6ssea em nivel celular e
tecidual. E acredita-se que a transposi¢cdo dessa metodologia para implantes em modelo animal
permitiu investigar seus efeitos diretos sobre a osseointegracdo em um ambiente fisiologico de
forma satisfatéria. Sendo um tratamento promissor na melhoraria de implantes ortopédicos e
odontoldgicos, potencializando a cicatrizagao 6ssea e reduzindo o risco de falhas na interface

osso-implante.

CONCLUSOES

76



Os resultados deste estudo demonstram que o tratamento simultdneo com jato de plasma
de argdnio e aquecimento a 200 °C em superficies de Ti6Al4V promove modificagdes fisico-
quimicas favoraveis a osseointegragcdo. A reducao do angulo de contato, o aumento da energia
superficial e a formacdo de uma camada estdvel de TiO: contribuiram para maior

molhabilidade, bioatividade e estabilidade da superficie.

Em modelo in vivo, observou-se aumento da densidade 6ssea na interface do implante,
a analise por microscopia eletronica de varredura (MEV) revelou maior presenca de 0sso
neoformado e contato intimo entre o tecido 6sseo e o implante tratado, refor¢ando a eficacia do
tratamento na promog¢do da osseointegracdo. Além disso, observou-se a formacdo de
hidroxiapatita em alguns animais, sugerindo maior adesdo celular e deposi¢ao mineral. Assim,
o tratamento proposto se mostra uma estratégia eficaz e promissora para acelerar a cicatrizagao

Ossea e melhorar o desempenho clinico de implantes ortopédicos e odontolégicos.

77



REFERENCIAS

CHEN, Xinyao; LI, Yunpeng; ZHAO, Wei; HUANG, Cheng. Bioinspired titanium
surfaces with hierarchical nanotopography for improved osteointegration. Materials Science

and Engineering: C,v. 147, p. 114692, 2023.

DAMY, S. B.; CAMARGQO, R. S.; CHAMMAS, R.; POLI DE FIGUEIREDO, L. P.
Aspectos fundamentais da experimentagdo animal — aplicagdes em cirurgia experimental.

Revista da Associagdo Médica Brasileira, Sao Paulo, v. 56, n. 1, p. 103—111, 2010.

DU, Junwei; LIU, Xiaofeng; ZHANG, Yong; WANG, Lei. Synergistic effects of
surface energy and microstructure on osteoblast differentiation: a tomographic and histological

study. Biomaterials Research, [S.1.], v. 28, p. 13-21, 2024.

FONSECA, Fernanda Maria; ALMEIDA, Rodrigo Cunha; MEDEIROS, Aline Gomes;
SILVA, Leticia Fernandes. Enhancing bone regeneration using plasma-modified titanium
implants: evaluation by micro-CT and histomorphometry. Journal of Biomedical Materials

Research Part B: Applied Biomaterials, [S.1.],v. 112, n. 1, p. 45-53, 2023.

HAN, Seunghee; KIM, Youngjun; JANG, Jihye; LEE, Donghyun. Synergistic effects
of cold plasma and surface roughness on osteoblast behavior and osseointegration. Journal of

Biomedical Materials Research Part A,v. 110, n. 3, p. 512-522, 2022.

KIM, Nayoung; LEE, Jungho; SONG, Hyunwoo. Plasma-assisted surface modification
of titanium implants for enhanced osteogenic activity. Applied Surface Science, v. 610, p.

155466, 2023.

LIU, Yucheng; ZHAO, Wenjing; CHEN, Kai; HONG, Jian. Plasma-induced oxide films
enhance calcium phosphate nucleation and bioactivity of titanium surfaces. Coatings, Basel, v.

13, n. 1, p. 109, 2023.

LUO, Jiali; WANG, Yan; CHEN, Min; FANG, Xiaodong. Enhanced bone regeneration
on cold plasma-treated micro/nanostructured titanium implants. Colloids and Surfaces B:

Biointerfaces, v. 226, p. 113366, 2023.

78



MARTINEZ, Diego; CHOURASIA, Abhijeet. High-temperature plasma oxidation of
titanium alloys for biomedical use. Surface and Coatings Technology, [S.1.], v. 456, p. 129132,
2022.

NGUYEN, Tam D.; TRAN, Minh H.; PHAM, Hanh T.; LAM, Khoa T. Recent advances
in cold atmospheric plasma for biomedical applications. Frontiers in Bioengineering and

Biotechnology, v. 11, p. 1152442, 2023.

PANTAROTO, Mariana; RIBEIRO, Heloisa S.; COSTA, André Felipe; VIEIRA,
Rafael Santos. Oxidized titanium surfaces for implants: chemical stability and biological

response. Materials Science Forum, v. 1010, p. 300-305, 2020.

PARK, Ji Won; KIM, Yeong Seok; LEE, Hyo Jin; CHO, Sung Ho. Accelerated
osseointegration of surface-modified titanium implants in rat tibiae. Clinical Oral Implants

Research,v.24,n. 1, p. 41-50, 2013.

PARK, Jung-Ho; KIM, Min-Soo; LEE, Sang-Kyu. Surface modification of titanium and
its alloys for biomedical applications: recent advances and future prospects. Bioactive

Materials, v. 6,1n. 9, p. 2491-2510, 2021.

TAVARES, Lucas Roberto;, MORAES, Joana Vitoria, LIMA, Daniel Henrique;
SANTOS, Rafael Luiz. Titanium implants with calcium-enriched nanostructured surfaces
promote osseointegration in rats: EDS and MEV analysis. Materials Today Bio, [S.1.], v. 24, p.
100793, 2023.

VITORIANO, J. O.; MARTINS, M. M. G.; BARROS, P. P.; MOURA, C. B. M.;
SANTOS, C. S.; BRAZ, J. K. F. S.; BARBOZA, C. A. G.; ALVES JUNIOR, C. Inhibition of
biofilm formation on titanium surfaces by non-thermal atmospheric plasma jet. In:
ENCONTRO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE PESQUISA EM MATERIAIS (B-MRS),
21., 2023, Macei6. Anais... Maceio: SBPMat, 2023. ISBN 978-85-63273-54-3.

WANG, Hao; ZHENG, Liqin; ZHU, Rui; CHEN, Min. The role of surface energy in
protein adsorption and cell adhesion: implications for implant osseointegration. Acta

Biomaterialia, [S.1.], v. 168, p. 3545, 2024.

79



WANG, Hongmei; ZHANG, Liang; SUN, Wei; GUO, Zhiyong. Titanium implant
surface modification by cold plasma and its effects on osseointegration. Materials Today Bio,

v. 16, p. 100408, 2022.

XIAO, Jian; LI, Ming; SUN, Lei; HUANG, Chuan. Microscopic and tomographic
evaluation of bone—implant interface in rats using treated titanium: a time-dependent study.

Journal of Orthopaedic Translation, [S.1.], v. 41, p. 101587, 2023.

YADAYV, Ramesh; KHAN, Faizan; SHARMA, Rajeev Kumar; SINGH, Vishal. Recent
advances in cold plasma surface modifications of titanium-based implants for enhanced

osseointegration. International Journal of Molecular Sciences, Basel, v. 24,n. 7, p. 6278, 2023.

ZHAO, Xiaoyu; LI, Jie; WU, Weiliang; HUANG, Xin. Surface engineering of titanium
for improved osseointegration: advances and future directions. Journal of Materials Chemistry

B,v.12,n. 5, p. 1445-1460, 2024.

80



14. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos ao longo deste estudo demonstram o impacto significativo do
tratamento combinado de aquecimento a 200 °C e jato de plasma de argénio na modificagdo de
superficies de Ti6Al4V. Esse método mostrou-se eficaz ao promover um aumento da
molhabilidade e da energia superficial, além da forma¢ao de uma camada de dioxido de titdnio
(T102). Tais alteragdes resultaram em avangos substanciais na osseointegragao, evidenciados
pelo aumento da densidade dssea na interface C e pela proximidade da estequiometria ideal

Ca/P, indicando formagado e maturagdo Ossea favorecida pela presenca de hidroxiapatita.

Adicionalmente, a analise microbioldgica comprovou uma redugdo significativa na
adesdo e colonizacao de Candida albicans nas superficies tratadas, reforcando o potencial do
tratamento em prevenir complica¢des infecciosas. Essas melhorias sdo de suma importancia
para o €xito de implantes, contribuindo tanto para a eficacia do processo de cicatrizagdo Ossea

quanto para a redu¢do de infecgdes associadas.

Apesar dos resultados promissores, algumas limitagdes precisam ser destacadas, como
o curto periodo de avaliagdo da cicatrizacdo 0ssea. A andlise realizada no intervalo de quatro
semanas permitiu observar a fase inicial da osseointegracdo, mas nao foi suficiente para
investigar plenamente a maturagdo dssea em estagios mais avangados. Assim, estudos futuros
sao altamente recomendados, especialmente para validar essas descobertas em modelos clinicos

e ampliar a compreensdo dos mecanismos bioldgicos subjacentes as melhorias observadas.

Em conclusdo, a tecnologia proposta representa uma solugdo inovadora e promissora na
area de biomateriais. Ao combinar melhorias na integracao 6ssea com a mitigagdo de riscos
infecciosos, esse tratamento multifuncional oferece perspectivas relevantes para a evolugao de
implantes ortopédicos e odontoldgicos, contribuindo ndo apenas para a funcionalidade e

eficiéncia, mas também para a seguranca e durabilidade desses dispositivos.
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