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OBJETIVO

O trabalho em questdo tem por objetivo estudar

a adesao celular em placas de Ti comercialmente

puro apos o método de tratamento quimico com
mistura de acidos, em concentracdes diferentes,
com posterior andlise através de microscopia

eletrOnica de varredura e cultura de células.



MATERIAIS E METODOS

Confeccao de miniplaca;

MEV;

Difracdao de Raio X .

Tratamento superficial com mistura de acido

Cultura de células



MATERIAIS E METODOS

Confeccao de miniplaca;

Miniplaca de titanio confeccionada através de
frezagem na Maquina Romi Discovery d8oo, com rotacdo de
3000 rpm com avanco de corte de 20omm/min partir de uma
placa de 1,5mm de espessura para confeccionar uma mini
placa do sistema 2.0 mm (refere-se ao didmetro dos furos,
relacionando com o perimetro de contato que o parafuso tera
com 0 0ss0), com 4 furos, em formato de “L’ preconizada

para o tratamento de luxacao recidivante.



MATERIAIS E METODOS

Confeccdao de miniplaca;

A placa possui as seguintes metragens: comprimento
maior de 23mm, comprimento menor de nmm, espessura de

1.5mm, diametro do furo de 2mm.



MATERIAIS E METODOS

Confeccdao de miniplaca;

Placa confeccionada

Fonte: Autor, 2017.



MATERIAIS E METODOS
DRX

As amostras, na condicdo polida, foram analisadas em um
difratdmetro marca Shimadzu, modelo XRD 6000 (EEL /
USP), nas seguintes condicdes: radiacio CuKa (A = 1,5418 A)
com monocromador de grafite, tensdao de 40 kV, corrente de
30 mA, varredura (260) de 30 a 9o graus, passo angular de
0,05 ¢ e tempo de contagem de 5 s por ponto. As fendas
utilizadas foram: divergéncia: o,5 ¢, espalhamento: 0,5 ¢ e

receptora: 0,15 mm.



MATERIAIS E METODOS

DRX

As fases presentes foram verificadas através de

difratogramas simulados no programa de computador

ORIGIN versao 8.o.



MATERIAIS E METODOS

DRX
Difratdmetro de Raio X do UniFOA.

Fonte: Autor, 2017.



MATERIAIS E METODOS

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para as andlises por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) as amostras foram preparadas seguindo
técnicas metalograficas usuais (embutimento, lixamento e

polimento).
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MATERIAIS E METODOS

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras foram embutidas em processo de
duracdao de 25 minutos no total, sendo que utilizada resina
baquelite marrom granulada, iniciando com 13 minutos de
aquecimento até 180°C, atingindo uma pressdao de trabalho
de 100KgF/cm3 , seguindo por 12 minutos de resfriamento ate

40°C.
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MATERIAIS E METODOS

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras foras lixadas com lixas de carbeto de
silicio na seqiiéncia de 180 a 1500. Apds o lixamento, foram
polidas com pano para polimento supra e pasta de diamante
com 6 wm por 4 minutos, 3 um por 3 minutos e 1 um por 3

minutos.
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MATERIAIS E METODOS

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Em seguida as amostras passaram por um ataque
quimico para revelar a microestrutura, utilizando-se uma
solu¢do de mistura de Kroll (6 ml de HNO,, 3 ml de HF e 100
ml de H,O). Foram atacadas por imersio, por tempos
variados de 10 s.

As imagens foram obtidas em um Microscopio

Eletronico de Varredura TM3000 HITACHI.
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MATERIAIS E METODOS

Tratamento superficial com mistura de acido

As amostras de titdnio grau 2, previamente
confeccionadas, foram lixadas com lixas da ordem de
granulometria: 400, 600 e 1200 graos/pol?, seguido de
lavagem com dgua. Apos a lavagem as amostras foram

secas a 40°C em uma estufa por 24 horas.
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MATERIAIS E METODOS

Tratamento superficial com mistura de acido

Posteriormente as amostras foram tratadas com
misturas de acidos cloridrico/sulfurico num tempo de
30 minutos, em diferentes concentracdes, sendo estas
5% / 10%; 10% / 20% e 20% / 30% (v/v) para os

respectivos dcidos (HCl / H,SO,).
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MATERIAIS E METODOS

Tratamento superficial com mistura de acido

ApOs o ataque acido as amostras foram analisadas
quanto a rugosidade a partir das técnicas de microscopia
eletronica de varredura (MEV) e cultura de células,

comparando com uma placa sem tratamento.
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MATERIAIS E METODOS

Cultura de células

Este ensaio foi realizado com células de

Fibroblastos humanos da linhagem GMO7492, sendo

cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) em garrafas de cultivo de soml, a

qual permaneceram incubadas em estufa de cultivo

celular (37°C e 5%CO,).
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MATERIAIS E METODOS

Cultura de células

Ap6és a  atingir a  confluéncia de
aproximadamente 80% a células foram desaderidas por
meio de incubagdo com solucdo de tripsina (3% em PBS
1X). Em seguida o numero total de células foi obtido

utilizando um contador de células (Counter Cell,

BioRad, USA).
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MATERIAIS E METODOS

Cultura de células

Foi realizado um ensaio de viabilidade e adesao celular
por meio do ensaio de fluorescéncia utilizando o
reagente  Rezazurina  resazurina  (7-hidroxi-3H-
fenoxazina-3-ona-10-6xido). Inicialmente as pecas de
titdnio com diferentes tratamentos foram lavadas com
solucdao de alcool 70% e esterilizadas por meio de

irradiacdao UV por 3 horas.
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MATERIAIS E METODOS

Cultura de células

Apos a esterilizacdo foram semeadas 1x105 células por
poco em triplicata ,em placa de 24 pocos.

As células foram cultivadas por 24 horas para permitir a
adesdo. No dia seguinte as pecas foram removidas para
um novo po¢o e permaneceram incubadas por 4 horas

em solucdo estéril de Rezazurina 10x.

pA |



MATERIAIS E METODOS

Cultura de células

Apds a incubacdo com a Rezazurina foi retirado um
volume de 200ul (To) para a leitura da fluorescéncia (544nm
excitacbes 59onm emissdo) em leitor de placa Spectra Max
Gemini XS (Molecular Devices). O restante do alamar foi

descartado e adicionou-se o meio de cultura novamente.
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MATERIAIS E METODOS

Cultura de células

As células permaneceram em cultivo por mais 24 horas,
sendo o processo acima repetido para nova leitura da
fluorescéncia (T24) A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-
ona-10-0xido) é oxidada na presenca de células viaveis a
resofurina, facilitando a verificacdo da adesdo e proliferacao.
Os valores médios obtidos de cada amostra foram comparados
com os valores médios obtidos da solucao de Resazurina sem a

presenca de células.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultado do DRX da amostra de confeccionada

Fonte: Autor, 2017.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

19129, ¢
De acordo com os resultados de difratometria de
raios X, verificou-se a presenca das fases o e o’ na

amostra confeccionada.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Placa ndao atacada com mistura de acidos
O material apresenta graos equiaxiais, indicando
que este esta recristalizado, como observado nas
figuras com aumento de 500X, 1000x e 2000x abaixo

e demarcado na figura com aproximacao de 5000x
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Microscopia eletronica de varredura da amostra ndo atacada com aumento de
500X

X
’_ =

TITANIO D4.9 x50 200 um

-
‘a7

H
1

Fonte: Autor, 2017
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Microscopia eletronica de varredura da amostra ndo atacada com aumento
1000X

TITANIO D4.9 x1.0k 100 um

Fonte: Autor, 2017
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Microscopia eletronica de varredura da amostra ndo atacada com aumento
2000X

D49 x2.0k  30um

Fonte: Autor, 2017
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Microscopia eletronica de varredura da amostra ndo atacada com aumento
5000X
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TITANIO N D49 x50k  20um

Fonte: Autor, 2017.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Placa atacada com mistura de acidos
Ataque HCl / H,SO, - 5% :10% (v/v)

Foi observado um aumento do aparecimento de pequenas
cavidades em todo material, sendo possivel uma melhor
visualizacdo na aproximacdao de 2000x, conservando as
propriedades fisicas do material, por ser o mesmo, como seus

graos equiaxiais, indicando que este esta recristalizado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Microscopia eletronica de varredura da amostra atacada com mistura de acidos
HCl / H,SO, - 5%:10% (v/v) com aumento de 500x

TITANIO F D50 x500 200 um

Fonte: Autor, 2017.

32



RESULTADOS E DISCUSSAO

Microscopia eletronica de varredura da amostra atacada com mistura de acidos
HCl / H,SO, - 5%:10% (v/v) com aumento de 1000x

. o, £ L

Fonte: Autor, 2017.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Microscopia eletronica de varredura da amostra atacada com mistura de acidos
HCl / H,SO, - 5%:10% (v/v) com aumento de 2000x

TITANIO F  D5.0 x2.0k 30 um

Fonte: Autor, 2017.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Microscopia eletronica de varredura da amostra atacada com mistura de acidos
HCl / H,SO, - 5%:10% (v/v) c com aumento de 5000x

S

TITANIO D5.0 x5.0k 20 um

Fonte: Autor, 2017.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Placa atacada com mistura de acidos
Ataque HCl / H,SO, - 10% : 20% (v/v)

Foi observado um crescimento das cavidades em todo
material em relacdo a imersao na mistura de acidos menos
concentrada, sendo possivel uma melhor visualizacdo na

aproximacao de 1000x.

A placa apresenta graos equiaxiais, indicando recristalizacao,

pois se trata da mesma amostra ja estudada.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Microscopia eletronica de varredura da amostra atacada com mistura de acidos
HCl / H,SO, - 10%:20% (v/v) com aumento de 500x

‘

TITANIO 200 um

Fonte: Autor,2017
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D4.8 x1.0k 100 um
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TITANIO D4.8 x2.0k  30um




TITANIO F D4.9 x5.0k 20 um




RESULTADOS E DISCUSSAO

Microscopia Eletréonica de Varredura (MEV)

Placa atacada com mistura de acidos
Ataque HCl / H,SO, - 20% :30% (v/v)

Na aproximacao de 100o0x foi possivel observar um grande
aumento nas cavidades presentes no material comparado a

imersdao na mistura de acidos de concentracao intermediaria

(10% HCl / 20% H,SO ).

Por se tratar do mesmo material, esta amostra também

apresentou graos equiaxiais, indicando recristalizacao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Cultura de células

De acordo com os valores obtidos pela média da
fluorescéncia verificou-se que a superficie de Titanio
da Amostra 1 sugeriu uma melhor capacidade de

adesdo e proliferagdo celular.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Cultura de células

A amostra ndo atacada e as amostras 2 e 3
apresentaram valores proximos ao do controle,
verificando, em relagdo as dltimas que o tratamento de
superficies com dcidos pode sugerir uma influéncia no
aumento na concentracdo dos mesmos em relagdo a

proliferacdo e adesdo celular.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Cultura de células

Capacidade de adesdo e proliferagao celular

To hs (Fl=544nm/590nm) | T24hs (Fl=544nm/590nm)

Controle (sem células)

Amostra o (sem ataque)

Amostra 1 (5% HCl / 10%
H,S0,)

Amostra 2 (10% HCl / 20%
H,SO,)

Amostra 3 (20% HCl / 30%
H,S0,)

Fonte: Autor, 2017



CONCLUSAO

Com os resultados da caracterizacao microestrutural da
placa de Ti foi possivel observar que a microestrutura é
composta por precipitacoes na fase o’ na matriz o.. Além
disso, observou-se que o material encontra-se na condicao

recristalizada, devido a presenca de graos equiaxiais.

Foi observado que na microscopia eletrénica de varredura
(MEV) com o aumento da concentracdo da mistura de

acidos houve um aumento na degradacao da placa
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CONCLUSAO

Com os resultados apresentados no cultivo de células,
conclui-se que a amostra de concentracdao 5% HCI / 10%
H,SO, da mistura de acidos possui uma degradagdo da
placa capaz de gerar uma maior estimulacdo de

proliferacdo celular.
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