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REesumo

Amostras de titanio foram nitretadas por plasma
usando duas composicbes gasosas: 80%H,-20%N, e
20%H,-80%N, e as propriedades fisicas quimicas desse
tratamento foram estudas, bem como sua resposta biold-
gica quando submetidas & cultura de células primarias da
polpa dentéria. Analise por difragdo de raios X indicam a
formag&o de TiN nas duas amostras nitretadas ao contra-
rio da superficie ndo nitretada que continha apenas a fase
Ti-a. Verificaram-se modificagdes na dureza, topografia e
molhabilidade dessas amostras quando comparadas as
amostras n&o nitretadas. A adeséo celular nessas amos-
tras indica que o tratamento aumenta seu valor sendo
superior para amostras tratadas em maior concentragéo
de hidrogénio.

Palavras-chave: titanio; nitretacdo a plasma;
descarga por gaiola catddica; células dentarias primarias.

ABSTRACT

Samples of titanium were nitrided using plasma
and a composition of two gases: 80% H,-20% N, and
20% H,-80% N, The influence of these treatments on
their physical chemical properties and biological respon-
se when subjected to the primary cell culture of dental
pulp were studied. Analyses by X-ray diffraction indicate
the formation of TiN in both nitrided samples in contrast
to the non-nitrided surface samples that contained only
the Ti-a phase. Changes in hardness, topography and
wettability of these samples compared to non-nitrided
samples were found as well. Finally, the analysis of cell’s
adhesion in these samples indicate that treatment incre-
ases its value being higher for samples treated at higher
hydrogen concentration.

Keywords: titanium; plasma nitriding; by cathodic
cage discharge; primary dental cells.
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Introducao

avanco cientifico no campo biomédico tem permitido a recuperagio

de tecidos humanos perdidos em fungio de processos patologicos ou

traumas (1). Em determinados casos, a recuperacéo estética e fun-
cional da estrutura anatomica prescinde de processos cirurgicos para aloca-
¢do de implantes ortopédicos e/ou dentarios (1). A ciéncia dos materiais tem
atuado na busca de um material implantavel biocompativel com os fluidos
bioldgicos que permita a reabilitagdo do individuo (2, 3). O titanio comercial-
mente puro (Ticp) e suas ligas tém se mostrado os materiais de escolha por
suas caracteristicas mecénicas, quimicas e por formarem em contato com o
ar uma fina camada de déxido de titanio (TiO,), biocompativel com os tecidos
humanos e que diminui o fendmeno de corrosdo do material, além de in-
fluenciar na adeséo celular a superficie do implante (3), que é imprescindivel
para a osseointegracao dos implantes.

Os tratamentos superficiais procuram aperfeicoar as caracteristicas do
titdnio com as propriedades superficiais desejadas para a interface com fe-
ndémenos bioldgicos (2, 4). Dentre os processos de tratamento de superficie, a
técnica de nitretagdo por plasma em gaiola catddica permite realizar simulta-
neamente a difusdo do nitrogénio e deposigao de filmes finos e uniformes (5)
em diferentes substratos através do efeito em catodo oco (2).

Dentre os parametros de nitretagdo, a composi¢do gasosa é um dos mais
importantes no controle das propriedades da superficie modificada. O objeti-
vo desse trabalho é avaliar a influéncia da composi¢do gasosa do processo de
nitretagdo sobre a adesdo de células da polpa dentaria.

Metodolologia

Preparo das Amostras

Discos de titdnio comercialmente puro tipo II (Ticp II) de 19 mm x 1,5
mm (didmetro X espessura) foram preparados matalograficamente até um
polimento final em solugéo coloidal de silica e perdxido de hidrogénio. Em
seguida, foram limpos em banho ultrassonico por 10 minutos com solu-
¢do de detergente enzimdtico diluido a 5% e enxaguados em agua destilada.
As amostras foram nitretadas num equipamento de plasma ja descrito em
trabalhos anteriores (6), usando a configuragao de gaiola catédica. Em tor-
no dos discos foi colocada uma gaiola catddica de titdnio puro tipo II com
dimensdes de 76 mm de didmetro por 34 mm de altura (figura 1), sendo a
espessura da parede de 0,8 mm, com furos de 12 mm de didmetro e dis-
tancia entre os centros dos furos adjacentes de 13,2 mm. A tampa de Ticp
IT sobreposta a gaiola continha um total de 12 furos dispostos de forma
homogénea em sua superficie.

O grupo das amostras ndo nitretadas foi usado como controle e denomi-
nado de grupo Ticp II-1. Os dois outros grupos usados no presente trabalho
foram nitretados conforme condi¢des apresentadas na tabela L.
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Tabela I. Composicdo gasosa e respectivos fluxos utilizados durante a
nitretacdo realizada na voltagem de 831V, corrente de 0,38 A, pressao 0,8
mbar e temperatura de 450°C

Composicao da atmosfera Fluxo
Ticp Il -1 = =
Ticp I1-2 20%H,+80%N, 3 sccm H,-12sccm N,
Ticp 11-3 80%H,+20%N, 12 scemH,-3sccmN,

Antes da nitretagdo, foi realizado um procedimento de limpeza das superficies das amostras. Para tanto, vacuo até
pressdo de 8x10-3 mbar foi realizado para introdugao de 12 sccm de -H, como gés redutor dos 6xidos presentes. Quando a
pressdo atingiu 0,2 mbar foram estabilizados os demais parametros em 0.10 mA, e 914V e 200°C por 20 minutos. Posterior-
mente, as amostras foram nitretadas conforme as condi¢des da tabela L.

Para as amostras do grupo Ticp II-3 (80¢H, - 20% N,), o nitrogénio foi introduzido até atingir um fluxo total de H +N,
de 15sccm. Para as amostras do grupo Ticp II-2 (20%H,-80%N,), o fluxo de H, foi reduzido até 3sccm e introduzido nitro-
génio até atingir o fluxo total de 15sccm. A temperatura foi monitorada por um termopar cromo-aluminio em contato com
o porta-amostra e controlada pelo ajuste da tensdo e da corrente entre eletrodos. Nestas condi¢des de pressdo e temperatura
constantes, as amostras foram nitretadas por 60 minutos obedecendo a um fluxo total de 15sccm. Apds a nitretagio, todas
as amostras eram esterilizadas por raio gama com 25KGy langados em doses médias de 8,9KGy/h.

Caracterizacao Fisico-Quimica

Trés amostras de cada grupo Ticp II foram caracterizadas quanto a topografia, molhabilidade e fases cristalinas. Mi-
croscopia de forga atdmica foi utilizada para andlise do perfil e determinagdo da rugosidade. Determina¢ao do angulo de
contato estatico foi realizada num gonidmetro desenvolvido no Laboratdrio de Processamento de Materiais por Plasma da
UEFRN e ja descrito em trabalhos anteriores (7). Gotas de agua e glicerol foram utilizadas para obten¢do dos componentes
polares e dispersivos, respectivamente, e determinagdo da tensdo superficial. A andlise do filme de TiN foi realizada pelo
difratdmetro de raios-X com incidéncia rasante (5 graus) usando tubo de cobre (radiagdo Cu K-alfa) e angulos de varredura
entre 30 e 80°. A identificacao das fases foi realizada em um programa Match 2.

Delineamento da Adesao Celular

Terceiros molares superiores, que seriam desprezados apds a cirurgia de um paciente de 32 anos, do sexo masculino,
foram utilizados para obtencédo das células mesenquimais da polpa corondria. O paciente foi conscientizado da importancia
da pesquisa e sua aquiescéncia foi estabelecida pela assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
anteriormente aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) por
estar em conformidade com os critérios operacionais da Comissio Nacional de Etica em Pesquisa.

O acesso a cdmara pulpar, para remogao do grupo celular utilizado nesse experimento, ocorreu por odontossec¢ao
completa da coroa e raiz, seguida da remocéo da polpa corondria por instrumental de Lucas. O tecido pulpar foi submetido
a digestao enzimatica com 6mg/mL de colagenase I (Gibco, USA) e 8mg/mL de dispase (Gibco, USA), diluidos em 2 ml de
PBS. A suspensio foi centrifugada em 1200 rpm durante oito minutos e o sobrenadante retirado, permitindo que as células
precipitadas fossem suspensas e cultivadas em garrafas pequenas contendo meio basico a-MEM (Cultilab, Brasil) suplemen-
tado com 15% de soro fetal bovino, FBS (Cultilab, Brasil). A cultura celular foi mantida a 37°C em 5% de CO, até atingirem
70-90% de confluéncia, com troca de meio a cada trés dias. No subcultivo, o meio bésico foi removido e entdo adicionado
as placas 2 mL de Tripsina/EDTA (0,25% de Tripsina contendo 1 mM de EDTA - Cultilab, Brasil). A suspenséo celular foi
colocada em tubo cénico com o mesmo volume de meio a-MEM suplementado com 15% de FBS com o objetivo de inativar
a tripsina e centrifugadas, sendo o sobrenadante removido e as células ressuspensas em meio a-MEM. Uma aliquota da sus-
pensao na terceira passagem foi separada para a contagem na Camara de Neubauer e determinagéo da viabilidade celular.

Células da polpa coronaria retiradas de garrafas da quarta passagem foram plaqueadas em triplicata respeitando-se a con-
tagem de 6x103 células/pogos em placa de 96 pogos para um acompanhamento por sete dias do desenvolvimento celular. A
analise foi realizada pelo teste quantitativo da redu¢ao metabdlica do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-
tetrazolio) 98% Aldrick, na concentragdo de Img/ml de meio alfa-mem sem SFB (soro fetal bovino) que resulta na produgéo de
cristais de formazano no interior das células. Apos 4h, as células foram lisadas por etanol PA e a absorbéncia da liberagdo dos
cristais foi medida em um equipamento Elisa Biotek. Para andlise da adesdo celular a densidade de 6x103 células/pogo foi pla-
queada em triplicata para os ensaios de adesao nos grupos Ticp II-1, Ticp II-2 e Ticp II-3. A adesdo celular foi mensurada apds
24h do plaqueamento pelo método de coloragdo por Cristal Violeta a 0,2% em 2% de etanol. Ap6s 5 minutos de contato com
a solugdo, os discos foram lavados com PBS para remogao do excesso de reagente e imersos em uma solugio de lise composta
por etanol 50% e 0,1M de citrato de sddio, que promoveu a lise e subsequente liberacédo do reagente absorvido pelas células.
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Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise por T-Student en-
tre duas amostras, presumindo varidncias diferentes entre
as amostras, quando valores de p < 0,05 foram considerados
significativos. A correlagdo entre os dados foi estabelecida
pela andlise de Pearson (r de Pearson) em que produtos r =
1 demonstraram uma correlagdo diretamente proporcional,
produtos r = -1 demonstraram uma correlagéo inversamente
proporcional e r = 0 demonstrou que uma variével ndo de-
pende linearmente da outra.

Resultados e Discussao

O tratamento de nitretagdo por plasma em gaiola cato-
dica permite tanto a difusdo de nitrogénio para o interior
da amostra como também a formacao de filmes de TiN (ni-
tretagdo). A presenca do hidrogénio na atmosfera nitretante
tem a funcio de reduzir as impurezas de oxigénio residual,
modificar a topografia da superficie por erosdo quimica e
auxiliar na difusao do nitrogénio no titanio (7). A insercao
de ions de nitrogénio na superficie permite a formacéo de
um filme de nitreto de titdnio (TiN)(8) com alto potencial
anticorrosivo e biocompativel (8-11). Além disso, o bom-
bardeamento dos elétrons contra os atomos e moléculas dos
gases geram novos fons e elétrons que sdo acelerados contra
o catodo e produzem diversas reagdes na superficie do subs-
trato (12), alterando a tensdo superficial, molhabilidade e
rugosidade do Ti que sdo fendmenos comumente associado
a adesdo celular em biomateriais.

Na andlise do difratograma de raios X apresentado na
figura 2, observa-se que o pico referente ao Tia foi reduzido
quando as amostras foram nitretadas. Para essas amostras
também se observa o surgimento dos picos referentes ao
TiN. Aliando esses dois fatos pode-se concluir que o TiN
estd em forma de filme sobre a superficie do Tia. Por ou-
tro lado também se verifica que para amostras tratadas com
maior concentraagio de H, houve maior intensidade do pico
de TiN, indicando que o hidrogénio possui fun¢ao impor-
tante no mecanismo de nitretagao.
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Figura 1. Grafico
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A topografia da superficie é extensivamente associada a
resposta celular in vitro e in vivo. Entretanto, ha divergén-
cia com respeito ao tipo de topografia preferida para a ade-
sao celular. No presente trabalho trés topografias diferentes
foram analisadas. Na tabela II, sdo apresentados os valores
médios e respectivos desvios padrdes referentes aos pardme-
tros de rugosidade Ra, Rp, Rz, e Rp\Rz. Os valores de Ra
sao comumente utilizados por indicarem os valores médios
de variagdo dos picos e vales em relac¢do a linha média ima-
ginaria do perfil da superficie. Esses valores nos ddo uma
andlise parcial da topografia e sua complementacgio pode
ser obtida dividindo-se o valor de Rp, valor da analise dos
picos, por Rz, valor médio da rugosidade unitaria obtida em
cinco comprimentos de medigdo. O produto dessa equagido
nos permite avaliar as topografadas superficies, sendo que
maiores valores da relagdo do contorno indicam a presenca
de picos com vértices mais afilados (13).

Tabela II. Andlise da rugosidade da superficie de
titanio puro e nitretado a plasma por Microscopia
de Forca Atdmica

Ticp II-1*  Ticp II-22*  Ticp 11-3*
Ra 1,61 9,20 10,07
Rz 51,16 161,06 117,84
Rp 2,46 12,07 12,67
0,67 0,61 0,49

Rp\Rz
*média aritmética dos valores de rugosidade

Pelos valores da Tabela II verifica-se que as amostras ni-
tretadas possuem valores de Ra superiores a amostra sem
tratamento. Apesar da maijor rugosidade dessas amostras,
aquela nitretada com maior concentragio de nitrogénio
apresentou Rp\Rz préxima da amostra sem tratamento, ou
seja, iguais a 0,61 e 0,67, respectivamente. A amostra Ticp
I1-3 apresentou um valor de 0,49, o que demonstra maior
arredondamento dos picos.

Ticpll-2

Tiep 11 Ticp -3

B DB 200 TMI L T

Figura 2. Andlise topografica da superficie de titanio nitreta-
do a plasma. Ticp II-1 controle; Ticp 1I-2 80%N,20%H,; Ticp II-3
20%N,80%H,

A hidrofilicidade do material é correlacionada a adsor-
¢do de proteinas na superficie e, por consequéncia, a adesdo
celular (3). A deposi¢ao do liquido na superficie de um sélido
resulta na formacdo de uma gota (Figura 3) e o mensura-
mento da interse¢do da linha tangente ao liquido e a superfi-
cie do solido da origem ao 4ngulo de contato que é caracte-
ristico da tensdo superficial do liquido e energia superficial
do substrato (14)
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Figura 3. Perfil do angulo de contato nos ensaios de molhabili-
dade das amostras de titanio puro e nitretrada a plasma Ticp 1lI-1
controle; Ticp 11-2 80%N,20%H,; Ticp I1-3 20%N,80%H,

As superficies de Ticp II-1, Ticp II-2 e Ticp II-3 apresen-
taram angulos de contato que foram avaliados de forma es-
tatica pelo método da gota séssil e seus resultados médios
estdo demonstrados na tabela III. A tensao superficial das
amostras demonstrou sensibilidade ao processo de nitreta-
¢d0 em ambos os fluxos quando comparados com o contro-
le, sendo y , =29,51,y ,=45,62 ey, = 50,61. As superficies
Ticp II-2 tiveram o componente polar diminuido e o apolar
aumentado, 11,81 e 33,80, respectivamente, quando compa-
rados com a superficie Ticp II-3 que obteve os valores mé-
dios de 35,39 para os componentes polares e 15,22 para os
componentes apolares.

Tabela lll. Andlise da hidrofilia da superficie de titanio puro e nitretado a
plasma por ensaios de molhabilidade

Ticp Il -1* Ticp II-2* Ticp II-3*

Agua 76,74 76,19 52,35
Desvio 0,78 0,61 0,86
Glicerol 79,89 60,51 49,78
Desvio 0,66 0,77 0,85
Vi 25,69 11,81 35,39
Y 3,82 33,80 15,22
Y, 29,51 45,62 50,61

*média aritmética dos valores do angulo de contato. y,= tensao superficial;
Y,,= componente polar; y,,= componente apolar

A influéncia da rugosidade na hidrofilia da superficie é
extensamente pesquisada e nao ha consenso quanto a inter-
feréncia desse fendmeno nos 4ngulos de molhabilidade, sen-
do que alguns autores sugerem, inclusive, uma adequagio
do 4ngulo de Young pela inser¢do de um fator de correcao
referente a rugosidade com base na termodinamica dos 4n-
gulos de contato em superficies dsperas e heterogéneas (8). O
que observamos nesse ensaio é que embora tenha ocorrido
uma mudanga significativa entre os valores de Ra do Ticp
II-1 e Ticp II-2, ndo houve uma diferenca significativa entre
os angulos de contatos da superficie com p = 0,94, enquanto
os valores de Ra entre Ticp II-2 e Ticp II-3 apresentaram p
> 0,05, mas apresentaram angulos de contato com diferenca
significativa (p = 0,03).

A fase inicial e imediata da adesdo celular decorre da
adsor¢do de dgua na superficie do material, seguida pela
deposicao de proteinas intrinsecas da matriz extracelular,
sendo a qualidade desse fendmeno relacionado a fase de fi-
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xagdo, morfologia, proliferacao e diferenciagio celular (1). A
aderéncia celular na superficie do titdnio ocorre em fun¢ao
das caracteristicas topograficas e quimicas desse biomate-
rial (15) que foram alterados pelo tratamento a plasma em
gaiola catddica com fluxo de 20%N,80%H, e 80%N,80%H,
(Tabelas I e I). A adesdo na superficie de Ticp II-3 (0,21) foi
superior as superficies Ticp II-1 (0,19) e Ticp II-2 (0,20),
mostrado na figura 4, entretanto, a analise por t-student de-
monstra que o valor de p é similar entre as superficies e ndo
significativo (p > 0,05).

0,240
0,220
0,200 i e — '|'
0,180
0,160

Ticp 11 Ticp 112 Ticp 113
m Sériel 0,194 0,195 0,211

Figura 4. Adesao celular na superficie de titanio puro e nitretado
a plasma apos 24h do plagueamento celular. A sobreposicdo da
barra de erros indica o desvio padrao dos resultados de 0,006 Ticp
11-1; 0,001 Ticp 11-2; 0,01 Ticp 1I-3

A maioria das células se comporta como macroanions
que sdo corpos carregados eletronegativamente e hidrofi-
licos (16), fendbmeno que pode explicar a maior adesdo das
células mesenquimais da polpa dentdria a superficie de Ticp
II-3 que apresentou um componente polar superior as su-
perficies de Ticp II-2.

Conclusao
« Amostras nitretadas em atmosferas mais ricas em hidro-
génio produziram superficie com Ra superior. Pela analise
topografica e da razdo Rp\Rz verificou-se que elas possuem
picos mais arredondados.
o Amostras nitretadas em atmosferas ricas em hidrogénio
apresentam maior componente polar e menor componente
dispersivo de tensdo superficial.
« Maior adesdo celular foi observada nas amostras tratadas
em atmosferas mais ricas em hidrogénio.
o Diante dos resultados pode-se concluir que a introducio
de hidrogénio na atmosfera nitretante contribui para maior
adesdo celular. (&
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Research Highlights

+ A formagio de TiN ¢ maior quando hd maior presenga fluxo de H, no
processo de nitretagdo a plasma por gaiola catodica.

« A rugosidade média ndo interferiu nos dngulos de molhabilidade da su-
perficie de titanio.

o A adesdo celular mostrou-se sensivel as alteragdes dos componentes po-
lares da superficie de titdnio nitretado a plasma.
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