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Anélise do potencial antimicrobiano e desempenho eletroquimico de superficies de titénio tratadas
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1. Objetivo do estudo

Considerando que a concentracdo de Zn
incorporada na superficie e o0s parametros de
eletrodeposicéo (corrente aplicada durante o método
galvanostéatico) influenciam diretamente no potencial
antibacteriano,  desempenho  eletroquimico e
caracteristicas morfoldgicas do substrato (Borges et
al., 2023), este estudo objetivou investigar a
influéncia e a relagdo desses aspectos no desempenho

final da superficie.

2. Metodologias
2.1. Preparo das amostras

Discos de Ticp foram incluidos e polidas
sequencialmente em uma politriz automatica por lixas
metalogréaficas com granulagdes #320 sob irrigacdo
constante na velocidade de 250 rpm para padronizar
as superficies (Costa et al., 2020; Dini et al., 2020).
Posteriormente, as amostras foram desincluidas e
limpas em cuba ultrassonica com 3 ciclos de 10
minutos, em solucdo com detergente enzimatico e
agua deionizada, agua deionizada e propanol 70%
(v/v), respectivamente. Por fim, as amostras foram
secas com jatos de ar quente a 250°C (Souza et al.,
2020) (Figura 1).

Figura 1. Preparo das amostras. (a) posicionamento dos discos em um porta discos;

(b) e (c) inclusdo das amostras em resina acrilica; (d) polimento em uma politriz
automatica; (e) desinclusdo; (f) e (g) lavagem e secagem dos espécimes,

respectivamente. Fonte: Arquivo da bolsista e do grupo de pesquisa

2.2. Deposi¢cdo do Plasma Eletrolitico de
Oxidacéo (PEO - CaP)

A deposicdo do PEO (Figura 2) foi realizada
Nos grupos experimentais correspondentes por meio
de uma fonte de alimentacdo de corrente continua. A
solucdo eletrolitica é composta de acetato de calcio e
glicerofosfato dissddico e 2 amostras por vez foram
tratadas em um ciclo de 10 minutos, seguindo 0s
parametros: 290 V, 60% (+), 20% (-) e 250 Hz (Nagay
et al., 2020). Ap0s isso, 0s espécimes foram lavados

com 4gua destilada e secos ao ar.

Figura 2. Deposi¢do do Plasma Eletrolitico de Oxidagdo. (a) Preparo da solugdo

eletrolitica; (b) cuba eletrolitica e (c) posicionamento dos discos na pinca e da
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solugdo na cuba eletrolitica e imersdo das amostras, respectivamente. Fonte:

Arquivo da bolsista e do grupo de pesquisa.

2.3. Deposicdo do filme de PPy e filme de
PPy+Zn

Uma célula eletroquimica associado a um
potenciostato foi utilizada para deposic¢éo dos filmes
sobre as superficies previamente tratadas por PEO. O
mondmero Pirrol foi previamente destilado antes do
uso. O método de deposicdo utilizado para a
deposicdo do filme de PPy e PPy+Zn é o
galvanostatico, onde uma corrente fixa de 0,5
mA/cm2 é aplicada por 600 segundos. A composicéo
da solucéo eletroquimica consiste em 0,2 M de Pyrrol
(Py), 0,2 M de &cido oxalico e 0,15 M de Nitrato de
Zn. Ao final da deposicéo, os discos foram lavados
com &gua deionizada e secos ao ar (Borges et al.,
2020).

1- Disco de Ti tratado por PEO

>

2- Disco de Ti tratado por PEO depositado
com filme de PPy ou PPy+Zn

Figura 3. Célula Eletroquimica. Etapas de montagem e especificacdo dos

componentes e eletrodos.

2.4. CaracterizacOes de superficie

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

espectroscopia de energia dispersiva (EDS): MEV
(JEOL JSM-6010LA) foi utilizado para caracterizar a

morfologia das superficies das amostras. Para a
identificacdo dos elementos quimicos presentes na
superficie dos discos, EDS serd realizada em
pequenos volumes, na ordem de 1 um3 (n = 3) (Matos

et al., 2017).

Espectroscopia no infravermelho por

transformada de Fourier (FTIR): atécnicade FTIR

(Jasco FTIR 410 spectrometer) foi utilizada para

f

ica

identificacdo dos grupos funcionais (n=3) seguindo a
faixa de frequéncia de 4,000 a 400 cm™ (dos Reis et
al., 2018).

Molhabilidade e rugosidade: as medi¢6es do angulo

de contato com agua deionizada foram realizadas com
um goniémetro automatizado (Ramé-Hart 100-00;
Rameé-Hart Instrument Co, Succasunna) pelo método
da gota séssil (10 pL) e medido com software (DROP
Standard, Co,

Succasunna). A rugosidade da superficie foi analisada

image Ramé-Hart  Instrument
por meio de um perfildmetro (Dektak 150-d; Veeco).
Os valores foram obtidos utilizando o cut-off de 0,25
mm a uma velocidade de 0,05 mm/s durante 12 s

(Costa et al., 2020).
2.5. Testes mecanicos

Microdureza Vickers: foi mensurada por meio de um
indentador (Shimadzu, HMV-2 Micro Hardness
Tester, Shimadzu Corporation) com uma carga
aplicada de 0,5 kgf por 15 s (Cordeiro et al., 2017). O

teste foi realizado em quatro pontos distribuidos

aleatoriamente em cada disco.
2.6. Testes microbioldgicos

Formacdo da pelicula salivar: Saliva humana foi

coletada e os volumes foram submetidos a
centrifugacdo (10.000 g, 4°C) por 10 min. O
sobrenadante foi filtrado com membrana de filtracdo
de 0,22 pm (Souza et al., 2019) e a saliva usada
imediatamente. Discos esterilizados por UV (Costa et
al.,, 2020) foram posicionados em placas de
poliestireno de 24 pocos com 1 mL de saliva filtrada
e incubadas em uma estufa contendo 10% de CO? a
37 °C por 1 h para a formacéo da pelicula adquirida
(Nagay et al., 2019). O Comité de Etica em Pesquisa

da Faculdade de Odontologia de Piracicaba Univ. de
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Campinas (UNICAMP) aprovou este estudo
(74638923.1.0000.5418).

Adesdo e formacdo de biofilme monoespécie:

bactérias Gram-positiva Streptococcus sanguinis (S.
sanguinis) e Gram-negativa Escherichia coli (E. coli)
foram reativadas e incubadas a 37°C e 10% CO; por
periodo overnight. O crescimento exponencial foi
observado até a obtencéo de suspensdes contendo 107
células microbianas/mL. Ap6s o0 ajuste das
suspensdes bacterianas e imediatamente apds a
formagdo da pelicula adquirida, os discos foram
transferidos para nova placa de 24 pogos contendo
100 pL da suspensdo bacteriana ajustada + 900 pL de
meio de cultura (Brain heart infusion para S.
sanguinis e Mueller Hinton para E. coli) em cada
pogo. Entdo, as placas foram incubadas por 24h a
37°C com 10% CO.,. Apbs esse periodo, os discos
foram agitados, diluidos e plagueados pela técnica de
contagem de gotas para a contagem de unidades
formadoras de coldnias (UFCs) e MEV foi realizado

para analisar a estrutura do biofilme formado.
2.7. Testes biolégicos

Cultura celular e Ensaio MTT: Para investigar a

citocompatibilidade das superficies, foram utilizadas
células da linhagem pré-osteoblastica MC3T3-E1. As
amostras foram colocadas em uma placa de
poliestireno de 48 pocos, e as células foram semeadas
em uma concentragdo de 1 x 10* células/pogo. A
atividade metabdlica celular em superficies
experimentais e controle foi determinada ap6s 1 dia
de incubacdo pela analise de MTT. ApGs os periodos
experimentais, 0 meio de cultura foi substituido por
a-MEM com MTT (5 mg/mL) (Gibco) a 37 °C e
condigdes atmosféricas de CO. a 5% por 4 h,
fabricante.

seguindo a recomendacdo do

Subsequentemente, foi utilizado dimetilsulféxido
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para dissolver os cristais de formazan. Em seguida, a
densidade dptica foi verificada no comprimento de
onda de 570 nm.

3. Resultados e discussdes

3.1. Microestrutura e dureza

O grupo Ticp (Figura 4) apresentou
ranhuras longitudinais e superficie homogénea
devido ao polimento. O tratamento de superficie
com PEO caracterizou-se pela formacdo de
microporos homogéneos em toda a superficie.
Esta estrutura porosa do PEO ocorre devido as
microdescargas ocasionadas durante o tratamento
com plasma, que ocasiona na fusdo do material e,
consequentemente, na formagdo de Oxidos
complexos e incorporacdo de Ca e P na superficie
(Costa et al., 2020). Quanto aos grupos PPy e
PPy+Zn, uma morfologia com “particulas
semelhantes a couve-flor” penetrando os poros do
PEO foi encontrada, o que determina sucesso na
deposicdo e maior adesdo do filme ao substrato
(Borges et al., 2022). A unica diferencga entre os
dois grupos é a presenca de cristais de Zn no
grupo PPy+Zn. Nos espectros dos grupos com
filme de PPy, os picos caracteristicos em 3630
cm-1 e 1074 cm-1 indicaram as vibracdes de

estiramento de N - H e C - H no anel pirrol,

confirmando sua deposicao.
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Figura 4. Morfologia superficial e composicdo quimica dos grupos. (a) Vista
superior dos grupos usando andlise SEM (1000%,3.000xe 10.000xamplia¢ao) (n=
1/ grupo). (b) Mapas EDS de composi¢&do quimica com concentragdes de elementos

atomicos (%) em superficies (n = 1/grupo).

As superficies tratadas com PEO
apresentaram ligeiro aumento na molhabilidade
(Figura 5a) em comparagdo com as superficies
usinadas de cpTi, possivelmente devido as diferencas
na rugosidade (Borges et al., 2022). Os grupos
PEO+PPy e PEO+PPy/Zn apresentaram angulos de
contato maiores que 0S demais grupos, com
diferencas estatisticamente significativas, indicando
uma maior hidrofobicidade dos filmes. Esse aumento
nos angulos de contato pode estar relacionado aos
maiores valores de rugosidade observados para 0S

filmes PPy.

N

Quanto a rugosidade das superficies
analisadas (Figura 5b), os grupos dopados com Zn
tiveram os maiores valores de rugosidade. O processo
de eletrodeposicdo fez com que o filme PPy
acompanhasse a estrutura do substrato, resultando em
uma rugosidade dos filmes poliméricos superior a do
substrato (Borges et al., 2022).

Em relagdo a dureza Vickers (Figura 5c), 0s
substratos revestidos com o filme de PPy mostraram
uma dureza superior. Esse resultado pode ser
explicado pela presenca de uma camada de 6xido
composta por Ca e P, além da fase cristalina rutilica
de Ti no PEO (Costa et al., 2020) e pelos gréos
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compactos e pequenos na morfologia do filme de PPy,

gue formam um filme de dupla camada (Rikhari et al.,
2018).
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Figura 5. caracterizacdo superficial dos filmes e propriedade mecanica. a) angulo
de contato com a agua. b) rugosidade aritmétrica. c) dureza Vickers. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p <
0,05, teste de Tukey).

3.2. Testes microbiolégicos e celulares

No que diz respeito a atividade
antimicrobiana associada ao Zn, observou-se que a
presenca do elemento no filme de PPy impactou
positivamente os resultados microbioldgicos contra a
bactéria S. Sanguinis (Figura 6a). Além disso, para a
bactéria gram-negativa E. Coli (Figura 6b), a
concentracdo de Zn desempenha um papel essencial
na inibicdo da adesdo e crescimento dessa bactéria
(Wang et al., 2012). A liberacdo de ions zinco,
resultante da presenca de ZnO e, consequentemente,
da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
sd0 0S mecanismos propostos que explicam a
atividade antibacteriana das particulas de ZnO (Wang
et al., 2007; Jiang et al., 2020). Portanto, com a
incorporagdo eficaz do ion, alcangou-se uma
concentracdo adequada que proporciona um efeito
antimicrobiano. Quanto a viabilidade celular, todas as

superficies apresentaram viabilidade.
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Figura 6. Ensaios microbioldgicos. a) Contagens de biofilme de S. sanguini (UFC/mL)

e b) Contagens de biofilme de E.coli (UFC/mL). Asteriscos diferentes indicam
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p < 0,05, teste ANOVA

unidirecional)

4. CONCLUSAO

O filme PEO+PPy é promissor por possuir
adequadas propriedades biologicas e mecanicas.
Além disso, a adicdo de Zn proporcionou efeito
antimicrobiano e demonstrou citocompatibilidade,
evidenciando ser um revestimento promissor para
melhorar a longevidade de implantes dentarios e

reduzir os indices de doengas peri-implantares.
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