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RESUMO

A formacéo de coagulos em implantes 6sseos produz fatores pré-angiogénicos criando um microam-
biente adequado para que ocorra a osteogénese, garantindo o sucesso do implante 6sseo. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito do plasma atmosférico frio (CAP) em superficies de titanio (Ti) na
adesdo e ativacao plaquetaria e no tempo de coagulagdo. Para isso, foram produzidos discos de titanio
tratados por CAP durante 15 minutos na voltagem de 15Kv, frequéncia de 600Hz e 1 L/min de hélio.
A topografia foi avaliada por microscopia de forca atdmica (AFM), a composicdo quimica por espec-
troscopia de fotoelétrons de raios X (XPS) e a molhabilidade por teste de gota séssil. Foram coletados
30mL de sangue com citrato de sodio 3,2%. O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido por centri-
fugacgdo a 1000 rpm por 5 min. O tempo de protrombina e tromboplastina parcial foram medidos
usando um coagulémetro semiautomatico. 800puL de PRP foram distribuidos sobre as amostras e
incubados por 60 minutos a 37°C em atmosfera imida. Em seguida, as amostras foram lavadas com
PBS para remoc¢do de plaquetas ndo aderidas, fixadas e observadas em microscépio eletrénico de
varredura (MEV) e analisadas no software ImageJ. A adesédo plaquetaria foi determinada pela distan-
cia e numero de plaquetas aderidas e ativadas. As amostras tratadas por CAP apresentaram maior
ativacdo plaquetaria, maior nimero de plaquetas na superficie e maior distancia quando comparadas
as polidas, o que resultou em menor tempo de coagulacdo proporcionando formacgdo mais rapida de
coagulos, frequentemente associado a maior biocompatibilidade do implante e melhor osseointegra-
cao.

Palavras-chave: Plasma de Pressdo Atmosférica N&o Térmica, implantes metalicos,
hemocompatibilidade



mailto:gabrielmouramartins@gmail.com

i@

SOCEPIS

1 INTRODUCAO

Os biomateriais consistem em ligas metalicas, ceramicas, polimeros que sdo usados com o
objetivo de restaurar ou aprimorar tecidos perdidos ou lesionados, trazendo uma melhor qualidade de
vida(Hudecki et al., 2018). O conhecimento das propriedades sdo fundamentais para direcionar a sua
aplicacdo. Para tanto € necessario que esses materiais sejam hemocompativeis, ou seja, apresentam
interacdes adequadas com o0 sangue garantindo a homeostasia, sem prejuizo das fun¢des (Cacopardo,
2022).

O titdnio € o mais utilizado para aplicacbes biomedicas. Isso se deve por suas boas
propriedades de biocompatibilidade, dureza e resisténcia a corrosdo (Kulkarni et al., 2015). As
superficies de Ti podem ser melhoradas através de tratamentos de superficies, onde o plasma
atmosferico a frio (CAP) vem se destacando na ultima década devido possuir um baixo custo, utilizar
baixas temperaturas e 0s gases utilizados sao diversos, sendo 0s mais comuns o argénio e hélio devido
apresentar maior estabilidade para geracdo do plasma e potencial de cicatrizacdo (Bernhardt et al.,
2019).

Durante o0 processo de implantacdo 0ssea, 0s biomateriais entram em contato com o sangue,
levando a formacéo de codgulos sanguineos em sua superficie antes da regeneragdo éssea, sendo um
processo crucial para o sucesso do implante (Shiu et al., 2014). A formacéao de codgulos em implantes
0sseos produz fatores pro-angiogénicos que garantem uma vasculatura concomitante a formacéo
6ssea, permitindo ndo apenas o fornecimento de oxigénio, fatores de crescimento e nutrientes para o
local da lesdo, bem como a migracdo de células-tronco mesenquimais (Nagata et al., 2010). Caso néo
ocorra a neovascularizacdo, o implante é circundado por uma cépsula fibrosa, resultando em
afrouxamento e, finalmente, falha (Raines et al., 2010). Desta forma, compreender a interacdo do
implante com as células sanguineas é de suma importancia para melhorar a bio e
hemocompatibilidade dos implantes e evitar os processos indesejaveis (Wang et al., 2014).

2 OBJETIVO
Avaliar o efeito do tratamento do plasma atmosférico a frio (CAP) aplicado a superficies de
implantes de titanio e sua acdo na adesao plaquetaria e formacao de coagulos sanguineos.

3 METODO
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Foram utilizado discos de titdnio com as dimensdes pré-definidas de 13 mm de diametro e 3
mm de espessura. Os parametros como molhabilidade, rugosidade e composi¢do quimica foram
caracterizados para as superficies polidas e CAP. Desta forma, foram utilizados dois tipos de
superficies: polida e tratada por CAP. Os discos foram previamente lixados de maneira gradual, com
lixas de carbeto de silicio (SiC) com diferentes granulometrias, 220, 440, 600, 1500 e 2000 MESH e
polidas em solucdo coloidal 40% Silica (0,03 ) e 60% de peroxido de hidrogénio a 30% durante 30
minutos. Apds esse procedimento todas as amostras foram limpas onde os discos foram imersos em
solucdo de 0,5% de detergente enzimatico (DEIV) em agua bidestilada em tratamento de ultrassom
durante 10 minutos. Ap6s duas lavagens, essas amostras foram lavadas em etanol absoluto, seguida
da lavagem com &gua bidestilada e submetidos a ultrassom por 10 minutos. Quando todos os discos
estavam lavados e secos uma parte dos discos foi destinada a realizar o tratamento a CAP durante 15
minutos com uma distdncia de 20 £ 1 mm entre a amostra e o aparelho com tensdo de 15Kv,
frequéncia de 600Hz e utilizando hélio como gas de trabalho com fluxo de 1 L/min.

Apds o preparo do material foi realizado a coleta e preparacdo do sangue. Este projeto esta
registrado comité de ética e pesquisa da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte — UERN
(N° 3.637.781). O procedimento de coleta de sangue foi conduzido em conformidade com as
instrucdes do manual de técnicas de coleta de sangue do ministério da sadde (2001). O volume
coletado foi de 30 mL de um individuo humano maior de 18 anos por puncdo venosa com 0
anticoagulante citrato de sédio 3,2% na proporcdo de 9 partes de sangue para 1 parte de
anticoagulante. Posteriormente, o sangue total foi fracionado para se obter o plasma pobre em
plaquetas (PPP) a partir da centrifugacdo do sangue a 1000 rpm por 15 minutos.

Com o sangue preparado foi realizado a analise dos parametros hematoldgicos que foram
obtidos antes e depois da exposi¢do do sangue sobre as superficies dos discos, utilizado um analisador
hematologico automatico MAXCEL VET (MEDMAX, Brasil), para avaliar alteracbes no
eritrograma: n° de hemaécias, leucocitos, linfocitos e neutréfilos. Para tanto, foi utilizado 1mL de
sangue total aplicado sobre as superficies dos discos de titanio tratados e ndo tratadas por 30 min em
incubadora a 37°C. Os dados foram comparados com 0 sangue sem exposicao.

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

Por fim, foi realizado a analise de adesdo plaquetaria através da exposicao de 800 pL do PRP
sobre as superficies durante 60min que foram avaliados através da microscopia eletronica de
varredura (MEV) investigado a quantidade, morfologia e agregacdo das plaquetas aderentes através
do software ImagelJ.

As analises de caracterizacdo das superficies foram realizadas em triplicata, os testes
hematoldgicos foram realizados em quintuplicata. Os dados foram avaliados quanto a normalidade
pelo teste de Shapiro-Wilk. Entdo, submetidos a anélise de varidncia ANOVA, seguida pelo teste
Tukey-Kramer com significancia p<0.05.

4 RESULTADOS

As amostras tratadas por CAP apresentaram maior hidrofilicidade (© = 13° + 3,2) quando
comparado as polidas (O = 65° £ 3,5). Na composi¢do quimica da superficie CAP houve redugio dos
cations Ti (IV) ao estado Ti (I11) ejetando os atomos de oxigénio da superficie, ocorrendo a formacao
de vacancias que aumentou a incorporacdo de hidroxilas na superficie. Na analise de AFM verificou-
se que as amostras polidas possuiam uma superficie com picos irregulares e arredondados, enquanto
nas tratadas havia maior regularidade na distribuicdo dos picos quando comparada com o polido.

N&o houveram alterac6es significativas no nimero das células sanguineas entre as amostras
tratadas e ndo tratadas. Os tempos de TP para o controle (superficie da placa de cultura) e os discos
de titanio néo tratado e CAP foram de 23.42 + 35,05; 100.02 £ 0,044 e 10.98 * 45,90 segundos,
respectivamente. Os tempos de TTPa para o controle e os discos de titanio ndo tratado e CAP foram
de 97.66 +50,23; 100.72 + 26,82 e 8.2 + 4,47, respectivamente. Além disso, as amostras tratadas por
CAP apresentaram maior capacidade na ativacdo plaquetaria (0.096 = 0.017; p<0,05), maior

densidade plaquetaria (0.490 + 0.068) e maior distancia entre as plaquetas (3533.3 £ 1958.71) quando
comparado as amostras somente polidas (0.089 + 0.016), (0.435 + 0.076), (3533.3 + 1958.71),
respectivamente.
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6 DISCUSSAO

A diminuicdo do tempo de coagulacdo nas amostras tratadas por CAP se deve as propriedades
que a superficie adquiriu apos o tratamento, especialmente a molhabilidade. A alta molhabilidade das
superficies tratadas por CAP permite que ocorra uma maior adsor¢éo de proteinas, assim, aumentando
a adesdo e ativacao plaquetaria (Junkar, 2016). O aumento das plaquetas na interface implante/tecido
produz fatores que ativam as duas vias da coagulacdo TP e TTPa, e assim, ocorra a formagao dos
coagulos (Rausch-fan et al., 2008). Os coagulos produzidos possuem fatores pro-angiogénicos que
recrutam as células endoteliais para a formacdo de novos vasos sanguineos aumentando a
neovascularizacdo, distribuicdo de nutrientes e fatores de crescimento necessarios para que ocorra a
osteogénese (Yin et al., 2021).

A formacéo dos codgulos promovido pelo tratamento de CAP nas superficies demonstram um
potencial na producdo de implantes dsseos e dentarios, cujo coagulo peri-implantar possui um papel
importante para que ocorra a migracdo e diferenciacdo de células tronco mesenquimais que vao
formar o novo tecido 6sseo, garantindo o sucesso do implante (Baseri et al., 2020). Desta forma, a
capacidade de coagulagdo das superficies tratadas por CAP podem ativar vias para angiogénese,
processo fundamental para osseointegracdo, podendo ser um novo caminho para futuros estudos e
aplicagdes em implantes 6sseos e dentérios, somados ao fato de se tratar de uma técnica mais acessivel
e econdmica(Tominami et al., 2017).

7 CONCLUSAO

O tratamento de plasma atmosférico a frio quando a aplicado ao titanio foi capaz de gerar
superficies com alta hidrofilicidade, que na interacdo com sangue nao provocou alteracdes nos
nameros de células sanguineas. No entanto, induziu a formacdo mais rapida de codgulos. Essa
capacidade é altamente desejavel para superficies de implantes osteointegraveis.
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