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Carneiro HL. Avaliagao de propriedades de superficie da liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta
submetida a anodizacao e seus efeitos na adesao bacteriana. [Dissertagao de

Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2014.

RESUMO

Este estudo comparou as propriedades de superficie e a
adesdao Streptococcus mutans na liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta e no titanio
comercialmente puro (Ti cp) antes e apds a anodizagdo. Foram utilizados
discos (@8mmx2mm; N = 40) divididos em 2 grupos: T (Ti cp), TNZT (Ti-35Nb-
7Zr-5Ta), e subdivididos conforme a realizagcdo (A") ou ndo (A", controle) da
anodizagao eletroquimica (300 V, 1 min) em B-glicerofostato de sédio + acetato
de calcio. As propriedades avaliadas foram: topografia de superficie e
identificacdo qualitativa dos elementos quimicos (microscopio eletrénico de
varredura-MEV/EDS), energia livre de superficie (ELS, mensurada em
gonidmetro) e rugosidade média (Ra, determinada em rugosimetro). Para
avaliagdo da adesao bacteriana, os discos foram contaminados com
Streptococcus mutans (NTCC 25175) para determinagcdo de UFC/mL e do
padrdao de adesédo (MEV). Os valores de Ra e ELS de cada grupo foram
comparados (A" vs. A") por meio do teste Kruskal-Wallis associado ao teste de
Dun (a = 0,05). Os valores de Ra (um) e ELS (mN/m), respectivamente, foram:
A’- T=0,97/44,24; TNZT=0,17/36,68; A" - T=1,21/56,88; TNZT=0,53/53,64, com
aumento significante de ambas propriedades (p < 0,05) apds a anodizagéo. A
analise em MEV/EDS indicou a formacdo de uma camada multiporosa, com

deposicdo de ions Ca e P nos subgrupos A*. Apos a anodizagdo houve



aumento na adesdo do patdogeno apenas na liga TNZT. Conclui-se que
anodizagao do Ti cp e da liga TNZT alteram as propriedades de superficie com
potencial para melhorias na osseointegracao, contudo ha aumento na adeséao

de S. mutans na liga TNZT.

Palavras-chave: interacdes hidrofébicas e hidrofilicas, propriedades de

superficie, Streptococcus mutans, titdnio, topografia.



Carneiro HL. Evaluation of the surface properties of the Ti-35Nb-7Zr-5Ta
subjected to anodization and their effects on bacterial adhesion. [Dissertagédo

de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2014.

ABSTRACT

The aim of this study was to compare the surface properties
and the adhesion of Streptococcus mutans on Ti-35Nb-7Zr-5Ta and
commercially pure titanium (cp Ti) before and after the anodization. Discs
(@8mmx2mm, N=40) were divided into 2 groups: T (cp Ti), TNZT (Ti-35Nb-7Zr-
5Ta), and subdivided in untreated (A", control) or anodic treated (A*) in B-
glicerofostato + calcium acetate (300 V, 1min). The evaluated surface
properties were: surface topography and qualitative identification of chemical
elements (in scanning electron microscope -SEM/EDS), surface free energy
(SFE, measured with a goniometer), and the average roughness (Ra-
determined in profimoleter). The discs were contaminated with Streptococcus
mutans (NTCC 25175) for determination of CFU/mL; the surfaces with adhered
viable cell were also analyzed with SEM. The values of Ra and ELS were
compared (A" vs . A’) by means of Kruskal-Wallis associated Dun test (o=
0.05). The median Ra (um) and ELS (mN/m), respectively, were: A
T=0.97/44.24; TNZT=0.17/36.68; A" T=1.21/56.88; TNZT=0.53/ 53.64. All
groups showed significantly higher values of Ra and ELS (p < 0.05) after
anodizing. The analysis in SEM/EDS indicated the formation of a multiporous
layer with deposition of Ca and P ions. Only anodic treated TNZT exhibited an

increase in adhesion of S. mutans. It was concluded that the anodic tretament



of Ti cp and TNZT change the surface properties with potential improvements
for osseointegration, despite the increase in the adhesion of S. mutans on

TNZT.

Key-words: hydrophobic and hydrophilic interactions, surface

properties, Streptococcus mutans, titanium, topography.
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1 Introducao

Os implantes de titdnio osseointegraveis sdao amplamente
utilizados na Odontologia com o intuito de substituir perdas dentarias, sejam
multiplas ou unitarias®. Dentre os materiais empregados para a confecgao
destes dispositivos estédo o titdnio comercialmente puro (Ti cp) e a liga Ti-6Al-
4\ que destacam-se por possuirem adequadas propriedades fisicas, quimicas,

€ mecanicas.

A alta reatividade do titdnio com o oxigénio permite a
formacéo de inumeros 6xidos na superficie do metal, principalmente o TiO,, de
forma a criar uma camada de passivacdo', densa e estavel que possibilita
elevada resisténcia a corrosdo e boa biocompatibilidade ao material®.
Enquanto o Ti cp destaca-se por possuir elevada resisténcia a corrosao e

biocompatibilidade®#143

, a liga Ti-6Al-4V apresenta melhores propriedades
biomecanicas, em particular maior resisténcia mecanica e maior modulo de
elasticidade quando comparado ao Ti cp, propiciando portanto, alta resisténcia

a fratura® &,

No entanto, apds a implantacdo de materiais metalicos
como a liga Ti-6Al-4V no corpo humano, no qual trata de um meio salino que é
bastante corrosivo®’, esta pode vir a sofrer um processo de dissolugdo
eletroquimica que desencadeia a desestabilizacdo da camada de O6xido, e
consequentemente, a liberagdo de ions metalicos, como o vanadio e o
aluminio®. Tal liberacdo tem sido fonte de preocupacdo devido a possibilidade

de causar efeitos sistémicos potencialmente prejudiciais e cancerigenos®’. O
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vanadio tem uma alta citotoxicidade, e o acumulo de aluminio no organismo
esta relacionado a disturbios neurolégicos, mudangas de personalidade,

problemas motores e mal de Alzheimer®?.

Dessa forma, varios estudos vém sendo realizados visando
o desenvolvimento de novas ligas metalicas, nas quais os ions aluminio e
vanadio possam ser substituidos por outros elementos como, por exemplo, o
zirconio (Zr), téntalo (Ta), e nidbio (Nb). O Nb, em menor escala, e o Ta atuam
como estabilizadores da fase B para formar uma solugdo solida homogénea e,
portanto, melhoram as propriedades mecénicas das ligas por apresentarem
uma elevada dureza. Por outro lado, o Zr atua como um elemento neutro para
formar uma solugcdo sélida homogénea nas fases a e 3. Além disso, Nb e Ta
levam a uma reducdo no moédulo de elasticidade quando associados ao

22, 68,86

Ticp

Paralelamente ao desenvolvimento destas novas ligas,
diversas técnicas vém sendo investigadas com o intuito de propiciar um
aprimoramento das propriedades de superficie dos implantes, melhorando a
osseointegracado e o sucesso da reabilitacdo por meio de implantes. Apesar do
alto indice de sucesso dos implantes, podem ocorrer falhas devido a diversos
fatores, que culminam no fracasso do tratamento’™. As perdas dos implantes
podem ser divididas em precoces, quando ocorrem ainda durante o periodo de
osseointegracdo, ou em tardias, causadas principalmente por sobrecargas

oclusais e/ou doenca perimplantar (peri-implantite)®> ’°.

Para evitar as perdas de implantes e melhorar as

propriedades do titdnio em relacdo a sua compatibilidade com os tecidos,
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varios métodos de tratamento de superficie ja foram desenvolvidos. Dentre
eles pode-se citar o recobrimento com hidroxiapatita por spray de plasma, o
jateamento abrasivo com particulas de éxidos associado ou ndo com o ataque
de acidos, o tratamento alcalino seguido de tratamento térmico, e a oxidacéo
anodica™.

O método de recobrimento com hidroxiapatita por spray de
plasma’’® promove uma rapida e intima osseointegracdo, porém possui a
desvantagem de estar sujeito a um colapso na interface entre a hidroxiapatita e
o0 metal como resultado da fraca unido entre o p6é ceramico e o metal,
consequentemente aumentando a liberagdo de ions no organismo, o que se
torna prejudicial. Outro método é o jateamento abrasivo com particulas de
oxidos, principalmente SiO,, ZrO,, ou Al,O3 Este tratamento produz uma
deformagéao plastica severa e aumenta a rugosidade da superficie, dependendo
do tamanho, forma e energia cinética das particulas que atingem a superficie.
Este método leva a uma diminuicdo acentuada da resisténcia a fadiga pela
presenca de microfissuras na superficie e concentracdo de tensodes
pronunciadas ao redor, devido as particulas que ficam embutidas na
superficie®*. No tratamento alcalino seguido de tratamento térmico as amostras
de Ti sdo imersas em solucdo aquosa de NaOH ou KOH, com concentracdes
de 5 a 10 mols/L a 60°C durante 24 horas, e apos este periodo sdo submetidas
a tratamento térmico com temperaturas entre 600 e 800°C por 1 hora*’. Ha
entdo a formacao de uma camada superficial porosa sobre o titdnio constituida
por um filme amorfo de gel de titanato de sdodio, no entanto, o filme de gel
formado durante o tratamento alcalino é fragil podendo se desprender do

substrato.
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E por ultimo, tem-se o método de anodizacdo, o qual tem
atraido atengdes devido a simplicidade e reprodutibilidade da técnica'. A
oxidacdo anddica ou anodizagdo € um método que visa desencadear
descargas a uma tenséo eletrolitica elevada para formar superficies asperas e
porosas de 6xido, sendo que estas podem ser controladas pelo tempo de
anodizacdo e potencial aplicado®”. Uma vantagem desse processo & a
possibilidade de incorporar ions, como calcio (Ca), fosforo (P) na superficie do
titanio*” ®. O aumento da camada de 6xido do titanio aumenta também a
rugosidade de superficie dos implantes, que é um fator importante no processo
de adesao e diferenciagao celular, melhorando, portanto a resposta do tecido

6sseo e a ancoragem do implante® ** .

Em uma pesquisa in vivo, realizada em ratos, Omar et al.>’
(2010) demonstraram que a incorporagao de ions calcio decorrente da técnica
de anodizagcao da superficie do titanio pode aumentar a fixagdo do implante,
com indicios de alteracbes no recrutamento de células mesenquimais e
expressdo de genes, como por exemplo, fosfatase alcalina e osteocalcina,
envolvidos na remodelacdo o6ssea. Os ions calcio utilizados para as
modificagdes de superficie de implantes, tém sido associados a promocao de
adesao de osteoblasto in vitro®* e osseointegracdo em modelos in vivo?’.

Se por um lado estudos identificaram a importancia da
incorporagdo de ions nas superficies dos metais ou ligas para melhor
integracdo entre implante, osso e tecido mole, a superficie do implante nao
deve propiciar desenvolvimento de biofiimes microbianos patogénicoszg. A

associacao entre tratamento de superficie com anodizacado e incorporacido de

ions calcio e fésforo, ainda gera algumas duvidas em relagcdo a adesao
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bacteriana, sendo, portanto, um tema atual e interessante a ser discutido.
Dentre os microrganismos colonizadores do biofilme dental o Streptococcus
mutans, um dos agentes etiolégicos da carie dental, facilita a colonizagdo de
microrganismos anaerobios, como aqueles presentes na peri-implantite, sendo
um dos microrganismos mais utilizado em testes para verificagdo da adesao
bacteriana®.

Caous et al.' (2013) avaliaram a adesdo de
microrganismos em superficies de titdnio usinado e anodizado com
incorporagao de ions calcio, apds incubagdo em co-cultura de Streptococcus
mitis e Actinomyces oris, e variando os valores de pH. As condi¢cbes de
incubacado utilizadas para a adesdao das bactérias foram meio BHI
suplementado com pH variando de 5,0 a 7,0. Os resultados demonstraram que
em pH 5,0 houve diminuigcao significante da adesdo de S. mitis, sendo este
patdgeno encontrado em menor quantidade na superficie anodizada em
comparacgao a superficie maquinada. O A. Oris teve adesao similar em ambas
superficies. Os autores concluiram que a superficie anodizada teve capacidade
de diminuir adesao de S. mitis quando comparada a usinada, destacando a
necessidade de mais pesquisas na area.

Dessa forma, julga-se oportuno avaliar as propriedades de
superficie do Ti cp e de ligas a base de titdnio, como a liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta,
comparando-as apos tratamento por meio de anodizagao com incorporacao de

jons Ca e P, e também avaliar os efeitos na adesdo de S. mutans
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2 Revisao de Literatura

2.1 Tratamentos de superficie do titanio e ligas a base de
titanio e propriedades de superficie dos materiais

odontoloégicos

Owens, Wendt®, em 1969, desenvolveram um método
para medir a energia livre de superficie dos soélidos. Este método denominado
como método de Owens e Wendt, foi realizado por meio de mensuragdes dos
angulos de contato (por meio do método da gota séssil) utilizando-se agua e
iodeto de metileno. Apesar de ser considerado um método trabalhoso a
precisao obtida com este método é grande, de forma que foi evidenciado um
valor finito para tensao interfacial entre soélido-liquido para angulo de contato
zero. Os autores concluiram que € um método aplicavel para caracterizar a

superficie de polimeros.

Busscher et al.'® (1984) avaliaram a correlacdo entre os
valores de angulos de contato e a rugosidade de superficie em doze polimeros
utilizando o método da gota séssil e cinco diferentes liquidos. Os resultados
indicaram que superficies inicialmente lisas (Ra < 0,1um) com angulos de
contato entre 60° e 86°, ndo exibem aumento nos valores de angulo de contato
caso a rugosidade aumente. Por outro lado, superficies mais rugosas tendem a
exibir aumento nos valores de angulo de contato. Assim, os autores atestam

haver uma grande semelhanga na tendéncia prevista pela equagéao inicial de
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Wenzel, que descreve a influéncia da rugosidade de superficie e de angulos
de contato, embora o parametro Ra n&o seja idéntico ao parametro r-teérico da

equacao de Wenzel.

Ishizawa, Ogino? (1995) caracterizaram os filmes de 6xido
formados na superficie do titdnio por meio de anodizagdo com eletrélitos de
B-glicerofosfato e acetato de calcio. Apds o tratamento de superficie, as
amostras foram caracterizadas por meio de microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), energia dispersiva de raios-X (EDS) e difragdo de raios-X
(DRX). Os resultados das micrografias demonstraram a formacdo de
microporos e microprojegdes. A analise por DRX ndo detectou nenhum pico de
fosfato de calcio, mas a incorporagcéo de ions Ca e P (também verificada em
EDS) em razdo equivalente a hidroxiapatita (HA), além da presenga de cristais
de rutilo e anatase. Por meio dos achados, os autores concluiram que a
anodizagao de superficies de titdnio em B-glicerofosfato e acetato de calcio
possibilita a incorporacado de ions Ca e P, sendo totalmente valida e possivel

para os dispositivos de implantes.

Eisenbarth et al.?', em 1996, investigaram a influéncia da
microestrutura de superficies de titanio comercialmente puro, liga Ti-6Al-4V, e
Ti-30Ta em relagdo a adesao e formato de fibroblastos. Apds a obtengao das
amostras com diferentes rugosidades por meio de molhamento em
metilmetacrilato, e polimento, estas tiveram a rugosidade média analisada por
meio de um perfildbmetro. E em seguida, realizou-se a cultura de fibroblastos
gengivais humanos sob as amostras utilizando fibroblastos da quinta e sétima
passagem para cultivo. Apos dois dias, as células foram fixadas e coradas para

andlise da adesao por meio de contagem e MEV. Independentemente do tipo
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de material, os resultados indicaram maior numero de células em virtude do
aumento da rugosidade. A quantidade de células aderidas aumentou de 10%
em superficie lisa (0,04pm) para 60 a 72% em superficie rugosa (0,34 —
1,36um). Resultados semelhantes foram obtidos com as ligas (Ti-6Al-4V e Ti-
30Ta). Apés um periodo maior de cultivo celular (quatorze dias), verificou-se
que células cultivadas em Ti cp tinham um fator de formato médio de 1,76, as
cultivadas em Ti-30Ta tinham um fator de formato de 1,58, ao passo que os
fibroblastos cultivados em T-i6A-4V tinham formato de 0,93. Assim, os autores
concluiram que superficies rugosas propiciam maior adeséo de fibroblastos e
que a forma esférica desfavoravel dos fibroblastos cultivados em Ti-6Al-4V
apods quatorze dias pode ser resultado local do aumento da concentracido de

ions vanadio, toxico as células.

Cruz et al.”®

, em 2000, analisaram as propriedades dos
filmes de 6xido de titanio obtidos por meio da deposicdo de vapor quimico a
plasma (PECVD). As amostras de titdnio foram submetidas a tratamento de
superficie, no qual filmes contendo oxigénio e carbono foram depositados a
partir da descarga utilizando plasmas de O, (oxigénio), He (hélio) e Ar
(argbnio). A descarga foi gerada em uma camara contendo dois eletrodos de
aco inoxidavel a vacuo com fonte de alimentacdo de 13,56MHz. Apds os
tratamentos, a estrutura dos filmes formados foram avaliadas por meio de
espectroscopia de raios-X (XPS), e espectroscopia infravermelha. Os
resultados demonstraram que filmes de TiO, amorfo foram depositados em
descargas de He e Ar e que a maior taxa de deposigdo (R=14,3nm/min) foi

obtida na descarga contendo oxigénio a 200V. O XPS detectou TiO, nos

espécimes que continham oxigénio e carbono adsorvidos juntos na superficie
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do filme. Os autores concluiram que embora fosse possivel visualizar no
espectro optico a absorcdo que ocorreu, os filmes foram obtidos com baixa
absorcdo, e que, as variagbes da condutividade elétrica sugerem que a

voltagem possa ser um parametro de controle de deposigao bastante util.

Zhu et al.®’, em 2001, investigaram as caracteristicas dos
oxidos formados em superficies de titdnio comercialmente puro anodizados em
solucdo de glicerofosfato de calcio e acetato de calcio (Ca-GP). Foram
avaliadas as caracteristicas topograficas por meio de microscopia eletronica de
varredura (MEV), a rugosidade média por meio de um perfildbmetro, composig¢ao
quimica, estrutura e espessura dos oxidos formados por meio de difracdo de
raios-X e MEV. Os resultados demonstraram a formagéo de superficies com
porosidades (didametro de 2um), maior rugosidade média (0,5 a 0,90um) em
relacdo a rugosidade inicial (0,27um) e elevada cristalinidade. Além disso, os
oxidos apresentavam uma elevada espessura com incorporacdo dos ions
calcio e fésforo. Segundo os autores, as condigbes 6timas para a presenca
desses 6xidos foram com 0,02M de Ca-GP, densidade de corrente de 70 A/cm?
e voltagem de 350V. Os autores relataram que todas as propriedades dos

oxidos formados pela anodizagdo sugerem uma resposta biolégica promissora,

demonstrando, portanto, a eficiéncia deste método.

Visando avaliar o efeito da rugosidade de superficie sobre
a molhabilidade de superficies sélidas e porosas, Bico et al.® (2002), discutiram
as variagdes de molhabilidade em superficies com rugosidades designadas.
Segundo os autores, a molhabilidade de superficies texturizadas pode ser
determinada pela rugosidade de superficie. Os angulos de contato aparentes

podem ser calculados em cada superficie segundo a equagdo de Young,
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considerando a natureza quimica dos solidos e liquidos. Foram descritos os
casos de superficies hidrofilicas e hidrofébicas, destacando-se a possibilidade
de espalhamento do liquido no interior das superficies porosas em superficies

hidrofilicas.

Pelo fato das propriedades dos filmes de 6xido que cobrem
superficies de implantes de titanio serem de importancia crucial para a
osseointegracdo bem sucedida, em especial, em locais de osso comprometido,

Sul et al.™ (

2002), investigaram as propriedades de superficie de implantes de
titdnio anodizados, bem como, avaliaram os Oxidos nativos presentes nas
superficies de titdnio usinados. As amostras de titanio comercialmente puro (Ti
cp) foram divididas em cinco grupos: Gl — ti cp usinado (controle), Gll a GV- Ti
cp anodizados em eletrolito de CH3COOH com diferentes voltagens, sendo GlI
- 100V, GlII - 200V, GIV - 280V e GV - 380V. Depois de realizado os
tratamentos de superficie, as seguintes propriedades de superficies foram
investigadas: topografia, por meio de microscopia eletrbnica de varredura;
composi¢cao quimica, por espectroscopia de raios-X; rugosidade de superficie
média (Ra), por meio de perfildbmetro, e analise da estrutura cristalina e
espessura de oxido por meio de difratometria de raios-X. As superficies
anodizadas exibiram superficies microporosas, com poros de diametro
aproximado de 8um e area de abertura entre 1,27 e 2,1um?. A rugosidade de
tais superficies variou entre 0,96 e 1,03um, havendo estruturas cristalinas do
oxido de titAnio amorfo, anatase, e uma mistura de rutilo e anatase. O grupo Gl
apresentou apenas 6xido amorfo. As espessuras dos Oxidos variaram segundo

os grupos experimentais: Gl - 17nm, GlI - 200nm, GlII - 600nm, GIV - 800nm e

GV - 1000nm. Apesar dos resultados obtidos, os autores descreveram que as
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caracteristicas dos oxidos de implantes anodizados e 6xidos nativos devem ser
analisados em estudos futuros, nos quais as sejam incluidas analises de
reacdes bioldgicas.

Zhu et al.®8 em 2002, investigaram a pelicula de 6xido
formado na superficie do titdnio anodizado em eletrdlito de -glicerofosfato de
sodio e acetato de calcio. Apos realizagdo do tratamento por meio da
anodizagao, foram avaliadas a topografia, a rugosidade superficial, e a
composicao quimica. Os resultados apontaram superficies com uma
rugosidade intermediaria (0,6 a 1,5um). Além disso, as superficies
apresentavam uma mistura de 6xidos amorfos, rutilo e anatase, com topografia
multiporosa nas quais haviam poros interconectados com diametro entre 1,0 e
2,0um. Os autores verificaram que o grau de cristalinidade do 6xido formado
aumentava conforme o aumento da tensdo aplicada durante a anodizacéo e
com o aumento do calcio incorporado as superficies. Entretanto, o aumento na
concentracdo de p-glicerofosfato de sédio nao alterou as propriedades
avaliadas. Dessa forma, os autores concluiram que os parametros da
anodizagdo como tensdo e densidade de corrente alteram de forma
significativa a rugosidade, cristalinidade e composi¢do dos oxidos formados,

sendo a anodizagao um processo que pode beneficiar a osseointegragao.

Com o intuito de aprimorar ligagdes fisico-quimicas entre o
tecido 6sseo e o implante, Keshmiri et al.*® (2003) estudaram a morfologia dos
revestimentos de TiO; por introducéo de particulas esféricas sub-micrométricas
resultantes do processo sol-gel em relacdo a formacado de apatita. Apds o
revestimento das superficies de titAnio comercialmente puro por meio de duas

técnicas citadas (A- tipicamente derivado de gel, particulas submicrométricas
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finas, densas, e camadas lisas e (B) particulas mais espessas, camadas
porosas formadas por deposcdo do pd sobre o substrato), a formacdo da
apatita foi induzida pela imersdo das amostras em fluido corpéreo simulado.
Foram realizadas analises das superficies por meio de difracdo de raios-X,
microscopia eletrénica de varredura e espectroscopia de raios-X para avaliar a
formacéo de apatita das microesferas de anatase comparadas aos filmes finos
do processo sol-gel do mesmo oOxido. Como resultado, as superficies com
microesferas de anatase depositadas induziram maiores taxas na formacgao de
apatita quando comparadas aos filmes finos derivados do processo sol-gel.
Assim, os autores concluiram que a morfologia de superficie das microesferas

de TiO ; promovem uma rapida formacao de apatita in vitro.

Albrektsson, Wenneberg®?, em 2004, analisaram as
propriedades topograficas e quimicas de diferentes superficies de implantes e
a reagao bioldgica por meio de testes in vivo. Foram avaliados neste estudo as
ligacbes biomecanicas e bioquimicas dos implantes, e discutidas as mudangas
de superficies e osseointegracdo dos mesmos. Os resultados demonstraram
que a qualidade da superficie dos implantes pode ser subdividida segundo as
propriedades mecanica, topografica e fisico-quimicas. As propriedades
topograficas foram avaliadas com base em analises da rugosidade. As
superficies rugosas apoés os tratamento (Ra entre 1,0 e 2,0um) mostraram
melhor resposta 6ssea, com maior contato de area do implante ao tecido 6sseo
quando comparadas as superficies lisas (0,4 um). Uma averiguagéo feita pelos
autores foi que cada vez mais tem-se aumentado o numero de estudos sobre
as superficies bioativas, tais como superficies com fatores de crescimento

presentes, proteinas, e enzimas. Dessa forma, concluiu-se que superficie
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mais rugosas parecem ser vantajosas clinicamante, e que, implantes bioativos

podem ser promissores.

Barrere et al.’ (2004) investigaram a nucleacdo e o
crescimento de fosfato de calcio depositado em implantes apds imersao em
solugéo de fluido corpdéreo simulado (SBF- agua destilada;NaCl, CaCl2 . 2H20,
MgCI2 . 6H20, NaHCO3 e Na2HPO4 . 2H20). Quarenta amostras de titanio
foram divididas em dois grupos: um grupo com superficie lisa (rugosidade
maxima < 0,10um) e outro superficie rugosa (rugosidade maxima entre 0,10um
e 0,25um). Em seguida as amostras foram imersas em SBF por periodos entre
10min a 5 h com o objetivo de induzir a formagao de depdsitos de Ca-P, os
quais foram analisados em microscopia eletronica de varredura (MEV) e
microscopia de forga atdbmica (MFA). Os resultados demonstraram que de
acordo com o aumento do tempo de imers&o, houve aumento nos depositos de
fosfato de calcio cujos didmetros iniciais eram de aproximadamente 10nn para
a formagao de glébulos maiores, recobrindo a superficie das amostras de
ambos os grupos. A rugosidade das superficies ndo afetou o desenvolvimento
dos glébulos de fosfato de calcio, porém houve ruptura da matriz interfacial nas
amostras do grupo liso. Diante dos resultados, os autores concluiram que a
nucleacao de fosfato de calcio ndo depende da topografia da superficie, mas
que a estabilidade mecanica deste tipo de revestimento requer um substrato
com rugosidade superior a 0,10um.

Visando caracterizar a camada de 6xidos e identificar os
melhores parametro para a realizacdo de tratamentos de superficie no titanio
por meio da técnica de oxidacdo anddica micro-arco (MAO) Li et al.*® (2004)

analisaram a microestrutura, composicado de fases, composicdo quimica,
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rugosidade média e respostas bioldgicas em superficies de titanio submetidas
ao tratamento por meio da MAO. As amostras de titdnio comercialmente puro
foram anodizadas em eletrdlito de acetato de calcio + glicerofosfato de calcio
com voltagens variando entre 190 e 600V. Apds o tratamento, as amostras
foram analisadas quanto a microestrutura e fase por meio de microscopia
eletrdbnica de varredura e XRD, composi¢cdo quimica por meio de EDS,
rugosidade média por meio de um perfildmetro, e estrutura da camada de 6xido
por meio de microscopia eletrénica de transmissao. Também foram realizados
teste de cultura de células, e teste in vivo com implantagdo das amostras em
coelhos para avaliagdo das respostas biologicas. Os resultados apresentaram
formacdo de camadas porosas nas superficies apos o tratamento com MAO,
com incorporagao de ions calcio e fosforo a camada de 6xidos. A morfologia da
camada de oOxidos variou em funcdo das voltagens aplicadas (100, 200, 300,
400, 500, e 600V) durante o tratamento, sendo que com o aumento da tenséo
também houve aumento da espessura do filme (2,5 - 15um) e da rugosidade
(0,5- 2,5um). Em relagdo aos testes de cultura celular, foi verificado que o
aumento da tensdo aumentou a atividade da fosfatase alcalina (ALP) celular,
mas diminuiu a proliferagéo celular. Os testes in vivo demonstraram melhora na
capacidade de integragdo Ossea para 270V. Dessa forma os autores
concluiram que o tratamento de superficie do titdnio com MAO propicia
resultados benéficos, destacando a necessidade de maiores detalhamentos

biolégicos em estudos futuros.

Liu et al.*®

, em 2004, avaliaram, por meio de uma revisao
de literatura (1990 a 2004), quais os métodos de tratamento de superficie

utilizados em titanio e ligas de titdnio propiciam os melhores aprimoramentos
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das propriedades mecanicas e bioldgicas a partir da perspectiva da engenharia
biomédica. Segundo os autores, os meétodos para a modificagdo das
superficies podem ser classificados como mecanicos (usinagem, polimento e
jateamento), quimicos (oxidacdo anddica, processo sol-gel, e deposigéo
quimica a vapor) e fisicos (plasma spray e spray térmico) de acordo com o
mecanismo de formacdo da camada de superficie. Atualmente os métodos
mais utilizados sao aqueles que promovem a incorporacao de ions a superficie
dos metais, sendo que estes métodos (anodizagdo, deposi¢céo a vapor fisica,
pulverizagao térmica) sdo extremamente versateis, faceis de serem executados
e promovem grandes beneficios aumentando a biocompatibilidade dos metais,
principalmente titdnio e suas ligas. O tratamento de superficie adequado ao
titAnio expande seus usos para outras areas biomédicas, como, por exemplo,
dispositivos biomédicos para aplicacbes cardiovasculares. Com o
desenvolvimento da engenharia de superficie, modificagcbes na superficie do
titdnio com incorporagédo de ions como oxigénio, carbono, nitrogénio, calcio e
fésforo estdo sendo introduzidos e realizados para melhorar as propriedades

deste e atender as necessidades clinicas.

Rangel et al.®

, em 2004 averiguaram a molhabilidade de
amostras de silicone frente a diversas exposicbes a diferentes plasmas.
Amostras de polidimetilsiloxano foram submetidas a banho ultra-sénico com
alcool isopropilico para posteriormente serem submetidas ao tratamento a
plasma utilizando de atmosferas de hidrogénio, oxigénio e também de argbnio
por um periodo de 120s. Apds os tratamentos, foram avaliados os angulos de

contato das amostras por meio do teste da gota séssil e equagdo de Young-

Dupre. Também averigou-se a capacidade de recuperagdo hidrofébica
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investigada por meio de mensuragdes dos valores de energia livre de superficie
e simulagdes tedricas no decaimento exponencial de grupos polares. Os
resultados demonstraram que os tratamentos a plasma com H, O, e Ar
diminuiram os valores de angulo de contato do polimero, tornando mais
hidrofilicos. Todas as modificagdes de superficie conseguiram recuperar parte
da hidrofobicidade. Desta forma, os autores concluiram que com a diminuigao
das espécies polares, as superficies dos polimeros recuperaram a

hidrofobicidade.

As exigéncias clinicas da osseointegragdo precoce e
efetiva tém motivado o desenvolvimento de novas superficies, nas quais
rugosidades de superficie em escala micrométrica sdo obtidas. Sul et al.”
(2004) investigaram as reacbes do tecido 6sseo em relagdo a uma nova
superficie de implante desenvolvida por meio de anodizagdo com incorporacao
de ions calcio. Dez implantes de Ti cp com superficies modificadas por meio da
oxidacdo anddica a micro-arco, utilizando-se o método galvanostatico e
eletrélito contendo ions calcio, foram comparadas com dez implantes sem
superficie tratada (usinados). Por meio do emprego de microscopia eletrénica
de varredura, interferébmetria o6tico, difratrometria de raios-X e espectroscopia
de raios-X. Ainda foi realizada a insercdo de 10 implantes usinados e 10
implantes anodizados com Ca em fémur de coelhos. O contato osso-implante
foi avaliado por meio do torque de remocdo e analise por frequéncia de
ressonancia. Os resultados demonstraram nao haver diferenca estatistica
significante em relagéo a rugosidade média dos implantes usinados (0,55um) e

anodizados (0,64pm), porém o grupo anodizado apresentava estruturas

porosas em sua superficie (didmetro igual ou inferior a 1,5um). O grupo
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controle apresentou uma camada cristalina amorfa em sua superficie, enquanto
0 grupo anodizado exibiu cristais de anatase e rutilo. Com relagédo a interagéo
osso-implante, as medidas de torque de remocgao e analise por frequéncia de
ressonancia demonstraram haver diferenca estatistica significante com
melhores resultados para o grupo anodizado. Desta forma, os autores
relataram que a presenca dos ions calcio nos implantes promoveu aumento da
resposta Ossea, sugerindo uma interagdo bioquimica na interface osso-
implante em associacdo a estabilidade mecanica, sendo assim a precoce e
efetiva integragao destes implantes com ions calcio podem favorecer questdes

clinicas para carga imediata e melhor desempenho em ossos comprometidos.

Zhu et al.®®, em 2004 investigaram os efeitos das
caracteristicas e composicdo dos oxidos em superficies de titanio anodizadas
sobre 0 comportamento dos osteoblastos. As amostras de titanio
comercialmente puro foram tratadas por meio do processo de anodizagdo no
qual foram utilizados dois tipos diferentes de eletrdlitos: acido fosférico e
glicerofosfato decalcio, sendo que o fésforo e o calcio foram incorporados sob a
forma de fosfato e glicerofosfato nas amostras. Faziam parte do estudo 8
grupos sendo que Grupo |- controle, Grupo Il ao IV-grupo anodizado com
H3PO,4, € Grupo V ao VIlI- grupo anodizado com Ca-GP , visto que os grupos
anodizados apresentavam diferentes potenciais de voltagens aplicados de
grupo para grupo. Apds o preparo das amostras, as caracteristicas de
superficies foram avaliadas dentre elas: rugosidade superficial, angulo de
contato e composi¢cao quimica. Além disso foram realizados testes de
citotoxicidade e teste de adesao de osteoblastos na superficie das amostras.

Os resultados demonstraram a presenca de microporos nas superficies
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anodizadas sendo que o diametro destes poros variam de 0,5 até 2 ym ,
dependendo do eletrolito utilizado. Em relagéo a rugosidade de superficie, esta
foi aumentada nos grupos anodizados com Ca-GP, e diminuida nos
anodizados com H3PO4 em relagdo ao gupo controle. Em relagdo aos angulos
de contato, estes foram mais baixos para o eletrélito de Ca-GP, e maiores
angulos de contato para o eletrolito H3PO4, porém todas as superficies se
demonstraram hidrofilicas em relagdo ao grupo controle. Os experimentos de
cultura celular apresentaram aumento da adesdo de osteoblastos as
superficies anodizadas e auséncia de citotoxicidade, as células mostraram um
crescimento irregular e poligonal. Dessa forma os autores concluiram que com
o0 aumento da tensao da anodizagcdo e aumento da espessura dos Oxidos

promoveu o0 aumento da adesao celular as superficies tratadas.

O efeito da rugosidade em escala micro e nanométricas
sobre as interagdes celulares foi avaliado por Zinger et al.®°, em 2004. .As
interacdes celulares foram estudadas utilizando uma analise morfologica
cinética de adesao das células. Por meio de MEV e dupla imunofluorescéncia
(vinculina e actina), os autores verificaram que em superficies com rugosidade
nanométrica, as ceélulas apresentaram maior espessura Na presenca de
nanoporos, as células exibiram maior propagagido e eram mais numerosas
quando comparadas as superficies lisas. Em superficies micrométricas com
cavidades hemisféricas, as células foram capazes de se aderir e proliferar
dentro das cavidades de 30um assumindo um formato 3D, porém néo
reconheceram cavidades de 100um. Tanto a rugosidade micro como a
nanométrica exercem um efeito de sinergismo na proliferagdo celular. Os

autores concluiram que os osteoblastos respondem a topografia e morfologia
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de superficie alterada e que diferentes topografias de superficie, micrométrica,
nanométrica ou a combinagdo de ambas influenciam diferentemente o

comportamento celular.

Oh et al.*® (2005) estudaram as caracteristicas estruturais e
o efeito dos nanotubos de TiO, em relagdo a morfologia e cinética de formagéo
da hidroxiapatita (HA). Foram utilizadas amostras de Ti cp submetidas a
anodizagdo em eletrdlito com fluor (F) para a obtengdo dos nanotubos e
seguidamente tratadas com NaOH para aumento da bioatividade. Para avaliar
a bioatividade das amostras em relagdo ao crescimento 6sseo, as amostras
foram imersas em fluido corpéreo simulado (SBF, contendo agua destilada
juntamento com concentragbes de ions Na+, K+, Ca2+, Mg2+, CI, HCO3’,
HPO4%, e 8024'), idéntico ao fluido presente no plasma humano. As alteracdes
morfolégicas e microestruturais foram avaliadas por meio de microscopia
eletrdbnica de varredura, energia dispersiva de raios-X, microscopia de
transmissao elétrica e difratometria de raios-X. Os resultados demonstraram
que a presencga de nanotubos de TiO, induziu o crescimento de nanofibras
extremamente finas titanato de sodio bioativo com espessura de 15nm. A
imersdo em SBF proporcionou o crescimento da fase de hidroxiapatita que teve
cinética de formacao acelerada na presenca de nanoestruturas. Por meio dos
resultados obtidos, os autores concluiram que matrizes com nanotubos de TiO;
podem favorecer formacdo da HA sendo uteis na superficie dos metais
utilizados para a confecgao de implantes ortopédicos e dentais.

Em 2005, Sul et al.”® avaliaram as propriedades de
superficie de implantes anodizados com incorporagcdo de ions magnésio,

analisando a resposta do tecido 6sseo quando em contato com estas
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superficies. Cem implantes de titdnio foram divididos em cinco grupos: um
grupo controle, com implantes usinados, e quatro grupos anodizados com ions
magnésio (teste). Quarenta implantes foram utilizados para caracterizacao de
superficie e os outros 60 (12 por grupo) foram inseridos em tibia de coelhos
para avaliacdo do torque de remocgao apos um periodo de cicatrizacdo de seis
semanas. As superficies anodizadas exibiram estruturas com diametros de
poros variando entre 0,5 e 3um. Os implantes controle apresentaram superficie
lisa (0,3um), em relacé&o aos grupos testes que apresentaram maior rugosidade
(0,68-0,98um). Enquanto se observava a presenca de cristais amorfos nas
superficies controle, nas superficies anodizadas foram identificados cristais de
anatase e rutilo. O teste de torque de remog¢ado demonstrou maior integracéo
dos implantes anodizados comparados aos implantes controle. Com isso os
autores relataram que as propriedades dos Oxidos estdo diretamente
associadas a resposta 6ssea, sendo os melhores resultados obtidos quando da
incorporagao de 9% de magnésio, com formacdo da camada de Oxido de
espessura de 1000 a 5000nm, formagao de poros e aumento da rugosidade em

0,8um.

Chen et al.’®, em 2006 avaliaram filmes de 6xido de titanio
formados apds tratamento por oxidagdo anddica micro-arco (MAO). A
anodizagao foi realizada em fonte de fornecimento de pulso com as amostras
imersas em eletrdlito de acetato de calcio monohidratado + bifosfato de sédio
dihidratado. Os filmes formados foram caracterizados com base em analises da
topografia, composicdo quimica e espessura, por meio de microscopia
eletrbnica de varredura, energia dispersiva de raios-X (EDS) e difragédo de

raios-X (DXR). As superficies tratadas exibiram topografia microporosas, com
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poros de didametros variando entre 1,0 e 5,0um. O EDS confirmou a presenga e
incorporagao dos ions calcio e fosforo, enquanto o XRD demonstrou que os
filmes formados eram compostos de rutilo, anatase e hidroxiapatita. Dessa
forma os autores concluiram que os filmes de Oxido de titdnio formados pela
MAO tem papel clinico importante e podem ser utilizados em implantes dentais

e proteses de quadril.

Devido ao efeito citotoxico causado pelos elementos Al e V
e ao alto modulo da liga Ti-6Al-4V, comumente utilizada na confecgdo de
implantes dentais e ortopédicos, Elias et al.?? (2006) caracterizaram duas novas
ligas a base de titanio, a liga Ti-41,1Nb-7,1Zr (TNZ) e a Ti-35,3Nb-7,1Zr-5,1Ta
(TNZT), com base em analises de microestrutura, topografia e resisténcia a
tracdo e dureza Vickers. As ligas experimentais foram obtidas por meio de
fusdo a arco-voltaico seguida de tratamento térmico. A microestrutura e
topografia foram avaliadas com o auxilio de microscoépios 6ptico e eletrbnico de
varredura, respectivamente. Os ensaios de tragao foram realizados segundo a
norma ASTM 08, com o intuito de se determinar a resisténcia maxima a tracao,
o escoamento e o mddulo de elasticidade. Os resultados demonstraram a
presenca de fase B e w, valores de resisténcia maxima e maddulo de
elasticidade, respectivamente iguais a 490MPa e 65GPa para a liga TNZ, e
iguais a 550MPa e 63GPa para a liga TNZT. Com relacdo aos valores de
dureza Vickers, ambos foram semelhantes (TNZ — 173 VH; TNZT — 190VH).
Desta forma, os autores concluiram que as ligas Ti-41,1Nb-7,1Zr (TNZ) e a Ti-
35,3Nb-7,1Zr-5,1Ta possuem moédulo de elasticidade inferior aos das ligas
denominadas tradicionais, com propriedades mecanicas adequadas para uso

em aplicagoes biomédicas.
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Em 2007, Barbour et al.’, avaliaram um protocolo
convencional de polimento (PP1) de pilares de implantes comparando-o com
um protocolo simplificado (PP2) que pudesse ter vantagens sobre o primeiro. O
PP1 foi realizado na seguinte sequéncia: fresa diamantada de granulagao fina
por 15s (em alta rotagédo), pedra verde carborundum por 15s, borracha de
silicone marrom por 15s, borracha de silicone verde por 15s, e um pano
contendo composto de carboneto de silica/silicone. Na sequencia, as amostras
foram limpas em ultrassom com alcool 95% por 60s. O PP2 foi realizado na
mesma sequéncia do PP1, porém sem utilizar broca de diamante e pedra verde
de carborundum. A morfologia de superficie, rugosidade dos pilares e a adeséo
das Dbactérias orais foram avaliadas, utilizando-se, respectivamente,
microscopia de forca atomica, perfilometria dptica e microscopia eletrénica de
varredura. Foi observado um comportamento semelhante em ambos os
protocolos de polimento, sem diferencas significantes entre os valores de
rugosidade final (0,25um). No protocolo PP2 houve menor remocgéo de material
da superficie e também houve menor adesao de S. mutans quando comparado
ao PP1. Ja em relagcdo a A. naeslundii, verificou-se maior adesdao em
superficies polidas do que nao polidas. Os autores concluiram que o protocolo
PP2 pode ser preferivel ao invés do protocolo convencional PP1, por remover
menor quantidade de material e proporcionar menores areas asperas
remanescentes. Porém o processo de polimento n&o propiciou menor adeséo

de microrganismos.

Le Guéhennec et al.** (2007) realizaram uma revisdo de

literatura com os artigos do ano de 1995 a 2005, com o objetivo de comparar
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as taxas de osseointegracdo de implantes de diferentes tipos de tratamento de
superficie. Segundo os autores, na maioria dos estudos, as diferentes formas
de modificagdo de superficie, jateamento, plasma-spray, ataque acido,
anodizagdo ou recobrimentos com calcio e fosfato levam ao aumento da
rugosidade de superficie dos implantes que favorece a estabilidade
biomecanica e ancoragem Ossea. Todos estes tratamentos de superficie ja
demonstraram boa eficacia clinica, sendo o indice de sucesso >95% em cinco
anos. Os estudos destacaram a aposigdo 6ssea e rapida fixagdo bioldgica
como vantagens dos implantes com recobrimento de calcio e fosfato.
Entretanto, destaca-se que os estudos clinicos raramente compararam
diferentes modificacdes de superficie. Os autores acreditam que ainda ha muito
que se compreender em relacédo as interagdes da superficie dos implantes com
proteinas, células e tecidos, concluindo que o futuro da implantodontia
dependera das estratégias que melhorem o processo de osseointegragéo
principalmente em areas mais comprometidas com grande perda 6ssea e com

isso promovam melhores resultados e sucesso em longo prazo.

Elias et al.?®

, em 2008, avaliaram as propriedades de
superficie de diferentes tratamentos realizados em titdnio comercialmente puro
(Ti cp) visando obter um método que proporcione maior biocompatibilidade.
Foram utilizadas amostras de Ti cp submetidas a diferentes tratamentos: Grupo
usinado (GU, controle), Grupo ataque acido (GAC, acido sulfurico e
hidrocloridrico), Grupo jateado (GJ, jateado com particulas de 70um de TiOy), e
Grupo anodizado (GA, incorporando ions calcio). Apos os tratamentos, foram

avaliadas a rugosidade média das amostras em perfildbmetro, o angulo de

contato em gonidémetro, além do torque de remogao apos insergao na tibia de
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coelhos e manutencdo por um periodo de doze semanas. Os resultados
demonstraram maior valor de rugosidade média para superficies anodizadas
em relagcdo aos demais grupos (GU = 0,65um, GAC = 0,51uym, GJ=0,75um,
GA=0,87um), diminuicdo do angulo de contato observado no grupo anodizado
(GU = 85° GAC = 96° GJ = 80° GA = 47°), e maior valor de torque de
remogao para os implantes anodizados (83 N/cm). Dessa forma os autores
concluiram que a rugosidade de superficie e o grau de molhabilidade dos
implantes podem influenciar as respostas biolégicas tais como o demonstrado

pelo torque de remogao dos implantes.

Frojd et al.?’

, em 2008, compararam a formacéo 6ssea em
funcdo da utilizacdo de implantes com diferentes tratamentos de superficie:
implantes anodizados (Grupo Ox), em implantes anodizados incorporando ions
calcio (Grupo Ca) e implantes jateados (Grupo Bl). O Grupo Ox foi anodizado
com eletrolito de glicerofosfato de sddio hidratado apenas, Grupo Ca foi
anodizado com eletrélito de acetato de calcio + glicerofosfato de sodio
hidratado, e Grupo Bl foi jateado com 75 de particulas de Al,O3 e utilizados
como controle. Apds realizagao dos diferentes tratamentos de superficie, a
topografia dos implantes foi avaliada por meio de um interferémetro 6ptico. Na
sequéncia, realizou-se a inserg¢ao dos implantes no fémur e na tibia de coelhos
para que apds um periodo de 12 semanas, fossem realizadas analises
histomorfométricas. Os resultados demonstraram diferentes valores de
rugosidade média para os implantes, sendo os valores dos grupos Ca, Ox e Bl
respectivamente iguais a 0,3um, 0,6um e 0,9um. Apesar de apresentar o

menor valor de rugosidade de superficie, houve maior contato osso-implante no

grupo Ca, resultado favoravel e atribuido a incorporagéo de ions calcio. Dessa
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forma os autores concluiram que a topografia do implante foi modificada com a

incorporagao de calcio favorecendo, portanto, o contato osso-implante.

Jonge et al.**, em 2008, investigaram por meio de revisdo
de literatura, componentes organicos e inorgéanicos utilizados em tratamentos
de superficie de implantes que visam o aumento do reparo 6sseo. Os trabalhos
avaliados no periodo de 1996 a 2007 relatam tratamento de superficie
utilizando componentes orgéanicos, como enzimas, fatores de crescimento, e
componentes da matriz extracelular, e/ou inorganicos, destacando o uso do
fosfato de calcio, componente do proprio tecido dsseo natural para estimular a
formacdo O6ssea ao redor de implantes. Os autores concluiram que a
combinagdo, de ambos os componentes organicos e inorganicos podera
resultar revestimentos com composicdo muito proxima a do 0sso, propiciando o
surgimento de uma nova geragdo de implantes de titdnio com melhor

funcionalidade e eficacia bioldgica.

Kim et al*® (2008) estudaram a influéncia de
nanoestruturas e incorporagao de ions fluor e fosforo na camada de 6xido do
titnio sobre a adesdao e proliferacdo de células osteoblasticas. Foram
realizados tratamentos de superficie no titdnio por meio de anodizagdo com
diversas condi¢des eletroquimicas (variando a concentragdo dos eletrdlitos e
voltagens) e utilizando solugdes de acido hidrofluoridrico (HF) e acido fosférico
(HsPO4) como eletrdlitos. A morfologia das amostras anodizadas e a
caracterizagdao dos 6xidos formados foram avaliadas por meio de microscopia
eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia eletrbnica de raios-X. Também
se avaliou o crescimento e adesdo celular por meio do teste de MTT. Os

resultados da MEV demonstraram superficies multiporosas com diferentes
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diametros de nanoporos (100-200nm) em fungdo do aumento da voltagem
aplicada. A morfologia do o6xido de titdnio variaram de acordo com as
condi¢cbes eletroquimicas aplicadas além de ser constatada uma reacao
competitiva entre ions F e (PO4)3', fato que propiciou a incorporagcdo dos
anions no oxido formado. Com relacdo a adesao celular, verificou-se que os
oxidos de titanio enriquecidos com ions F~ estimularam a fixagdo das células,
enquanto que nos Oxidos de titdnio incorporados com fosfato propiciaram
apenas a proliferacdo das células. De acordo com o estudo realizado, os
autores concluiram que a adesao e proliferacdo celular sdo mais influenciadas
pela presenga dos anions incorporados a camada de oOxido do que pelas

alteragdes na morfologia de superficie.

No ano seguinte, Tao et al.”® avaliaram a topografia de
superficie e a capacidade de formacédo de apatita em superficies da liga
Ti—24Nb—4Zr-7,9Sn (TNZS) submetida a oxidagdo anddica micro-arco. Para o
tratamento de superficie, discos de TNZS foram anodizados (250V, por 10min)
em solucdo aquosa de acetato de calcio. Apos o tratamento da superficie,
realizou-se a caracterizacdo das amostras por meio de microscopia eletrdonica
de varredura, difracdo de raios-X (XRD) e espectroscopia de fotoelétrons
(XPS). A adesao e proliferagao celular, também foram avaliadas utilizando-se
uma linhagem osteoblastica. Os resultados demonstraram a formagao de uma
camada de oxidos fina, compacta e com porosidades nas amostras tratadas, as
quais também exibiram aumento nos valores de rugosidade média superficial
(0,30um) em relacao as superficies nao tratadas (0,08um). A analise em XPS
demonstrou a incorporacdo de ions calcio e a formacao de oxidos de TiOo,

Nb2Os e SnO,. O XRD identificou a presenca de 6xidos de titdnio na forma de
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rutilo e anatase. O teste celular in vitro demonstrou um aumento consideravel
na adesao celular, sugerindo que estas superficies apresentam melhorias para
a proliferagdo celular. Os autores concluiram que o tratamento de oxidagéo
anddica micro-arco em TNZS promoveu aumento na habilidade de formacao de
apatita no filme de é6xido formado aumentando, portanto, a proliferacdo de

osteoblastos.

Afonso et al.', em 2010, avaliaram o mecanismo de
solidificagdo da liga B-Ti-Nb-Zr-Ta por meio de caracterizagdo desta. Lingotes
com 50g foram fundidos em forno com atmosfera de argbnio (Ar),
homogeneizados, laminados, encapsulados em quartzo e envelhecidos por
periodo de 4h em temperaturas de 200, 300, 400, 500, 600 e 700 °C. Apos
isso, realizou-se caracterizacdo microestrutural por meio das técnicas de
difracdo de raios-X (DXR), energia dispersiva de raios-X, microscopia
eletrébnica de varredura e de transmissdo. Os resultados apresentaram que
amostras solidificadas em temperatura de 400°C por um periodo de 4h foram
as que apresentaram maiores valores de dureza. As micrografias confirmaram
presenca de uma interface coerente entre as fases separadas 3 e B0, o que
explica o mecanismo de solidificacdo da liga. Além disso, o mapa de
deformagao localizado apontou dominio das fases B e B0 (5-10nm). A liga
apresentou além da dureza adequada, um baixo moédulo de Young. Os autores
concluiram que a flutuagdo de elementos como Nb e Ta induzem distor¢ao no

parametro de rede e a divisao nos picos de DXR.

Conserva et al."’

, em 2010, compararam a adesao celular
de osteoblastos e células mesenquimais em dois diferentes tipos de tratamento

de superficie de implantes. Para tanto, foram utilizados 39 implantes para cada
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grupo de tratamento de superficie, sendo as superficies do Grupo J apenas
jateadas, e as superficies do Grupo JAA, jateadas e submetidas a ataque
acido. A estrutura dos implantes foi analisada topograficamente em
microscopia eletrénica de varredura, e a composi¢do quimica em EDS e EDX.
Também foram realizados os testes de cultura celular (osteobasto e
mesenquimais) para avaliagao da proliferagédo celular e atividade enzimatica da
fosfatase alcalina em contato com a superficie dos implantes. Os resultados
demonstraram que apesar das duas superficies apresentarem rugosidade
semelhante (0,6um), o grau de porosidade foi maior nas superficies atacadas
por acido. Nao houve diferenga estatistica significante para a atividade da
fosfatase alcalina, porém a proliferacdo celular foi maior nas superficies JAA.
Com isso os autores concluiram que a maior quantidade de poros na superficie

JAA facilitou a maior proliferacéo e adesao celular.

Diante da importancia dos tratamentos de superficie de
biomateriais como ceramica, metais e polimeros, Liu et al.*® (2010) avaliaram,
por meio de uma revisdo de literatura entre os anos de 1996 a 2010, os
diferentes métodos para a funcionalizagdo das superficies de biomateriais que
propiciam a formacao de nanoestruturas. As nanoestruturas formadas durante
o tratamento de superficie alteram as fungdes celulares e subcelulares e
acabam por apresentar propriedades biolégicas promissoras como aumento na
adesao e proliferacdo de osteoblastos permitindo a osseointegracdo adequada.
Apesar de existirem diversas técnicas para modificacdo de superficies de
biomateriais como, anodizacio, jateamento, plasma spray, sol-gel, oxidagao
anddica micro-arco, o desenvolvimento de técnicas mais simples e que

propiciem um contato mais preciso em relacdo as nanoestruturas de superficie
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ainda é necessario para tentar controlar as nanoestruturas de superficie mais
precisamente. Dessa forma os autores concluiram que € extremamente
importante avaliar a seguranca das superficies nanofuncionalizadas antes da

utilizacao clinica.

O propdsito de aumentar o processo de mineralizagcio

1.% (2011) investigassem os efeitos da deposigao

Ossea fez com que Kim et a
biomimética em implantes de titanio anodizado apdés imersdo em fluido
corporeo modificado (SBF). Discos de titdnio usinado e anodizados com
eletrélito de acetato de caclio + glicerofosfato de sédio foram imersos em
solugdo salina balanceada de Hanks (HBSS) ou em SBF modificado durante
duas semanas. Os discos foram divididos em seis grupos de acordo com o
material e as solugdes utilizadas: Grupo 1- implante usinado sem imersao;
Grupo 2- implante usinado e imerso em HBSS, Grupo 3- usinado e imerso em
SBF, Grupo 4- implante anodizado sem imersao; Grupo 5- implante anodizado
e imerso em HBSS, e Grupo 6- implante anodizado e imerso em SBF
modificado. As superficies foram observadas em microscopia eletrénica de
varredura (MEV), espectroscopia de energia dispersiva (EDS), além de serem
realizadas mensuragdes do angulo de contato para obter os valores de energia
livre de superficie. Para avaliar a proliferacdo celular nos discos de titanio,
células de sarcoma osteogénico humano foram utilizadas. Foi analisado
também a atividade da fosfatase alcalina apos trés e sete dias de cultura. Os
resultados da MEV e EDS apresentaram a deposicédo de fosfato de calcio nas
amostras anodizadas e imersas em SBF, além de que a energia livre de
superficie, a molhabilidade e a resposta dos osteoblastos incluindo proliferacéo

e adesao celular, aumentaram nas superficies anodizadas e imersas em SBF
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quando comparadas as superficies usinadas e anodizadas sem imersao.
Diante dos resultados os autores concluiram que a deposi¢cao biomimética e
efetividade da imersdo em SBF promoveu aumento da interacdo entre a
superficie anodizada e o ambiente biolégico consequentemente com maior

formacéao ossea.

Yu et al.®* (2011) avaliaram as caracteristicas de superficie,
composicao de fase, biocompatibilidade e osteoconducao de filmes porosos de
superficies anodizadas da liga Ti—-3Zr-2Sn-3Mo—25Nb (TLM) em comparagao
com a liga Ti-4Al-4V (TAV). As superficies de ambas as ligas foram submetidas
a oxidagao anddica micro-arco (MAO) em eletrdlito contendo acetato de calcio
monohidratado e B-glicerofosfato de sodio pentahidratado. Para avaliar as
caracteristicas de superficie e fases, foram utilizados microscopia eletronica de
varredura, XRD, XPS, e EDS. Para avaliar a biocompatibilidade foram
realizados testes in vitro de cultivo de osteoblasto, além de avaliacdo da
osteoconducgao por meio da imersao das amostras em fluido corpéreo simulado
(SBF) e em seguida implantacdo destas no tecido 6sseo. Os resultados
demonstraram superioridade da liga TLM em relagdo a biocompatibilidade e
osteocondugao quando comparada ao TAV. A formacao de apatita foi induzida
nas camadas de poros da liga TLM apds imersdo em fluido corpéreo. A
camada de poros ofereceu um ambiente de afinidade para os osteoblastos que
se aderiram e aumentaram sua proliferagcdo. De acordo com os resultados, os
autores concluiramque a liga TLM com a superficie modificada incorporou um
filme de calcio e fosfato poroso, que promoveu excelente resisténcia a
corrosao, boa biocompatibilidade e osteocondugdo que podem promover a

proliferacao celular e formacéao Ossea.
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Sabe-se que a osseointegracdo esta associada a presenca
de uma fina camada de Oxido de titanio na superficie do implante, a qual pode
ser modificada para que os mecanismos envolvidos na osseointegracéo sejam
acelerados, permitindo a colocagcdao da protese em menor tempo. Assim,

Busquim et al."

, em 2012, avaliaram a espessura da camada de Oxido, a
rugosidade, a molhabilidade e a remogao por torque de diferentes tipos de
implantes com superficies tratadas. Trés implantes comercializados foram
selecionados com base no tipo de modificagdo de superficie: implantes
anodizados (Vulcano Actives, Conexdo Sistemas de Préteses, Sado Paulo),
implantes submetidos a ataque acido (Master Porous, Conexado Sistemas de
Préteses, Sdo Paulo) e implantes com deposigdo de ions (Porous Nano,
Conexao). Os resultados demonstraram que quanto maior o valor de
rugosidade superficial, maiores foram os valores de angulos de contato dos
implantes e maior o torque de remocao. Nos implantes anodizados, detectou-
se a formacao de uma camada mista de 6xidos compostos por rutilo e anatase,
e nos implantes tratados com acido e com deposicdo de ions apenas a
presenca de oxido na forma de rutilo. Desta forma os autores concluiram que
os implantes com superficie tratada possuem propriedades que podem

favorecer os mecanismos envolvidos na osseointegragao e propiciar um menor

tempo de reparo.

Moretti.®, em 2012, avaliou a topografia de diferentes
superficies de implantes de titdnio por meio de analises em microscopia
eletronica de varredura (MEV) e microscopia de forga atémica (MFA). Foram

utilizados cinco tipos de implantes: TiUnite (Nobel Biocare), NanoTite(Biomet
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3i), SLA(Straumann), Xive TG plus(Dentsply), e Exopro(P-I Branemark). Os
implantes foram avaliados por meio das microscopias em trés pontos distintos:
apical, regido de roscas (topos, flancos e vales) e regido cervical, além disso,
foi avaliada a rugosidade média de cada superficie. Os resultados
demonstraram superficies semelhantes para os implantes NanoTite, SLA, Xive
TG plus, sendo que o implante Exopro apresentou pequenos sulcos e o TiUnite
apresentou caracteristicas vulcanoides. A rugosidade avaliada em MFA
demonstrou maior valor para TiUnite (3,14 ym), em seguida NanoTite (2,1 ym),
Exopro (1,07 ym), SLA (0,85 pm), Xive TG plus (0,51 um), porém nao foi
possivel comparagao real devido a analise se restringir a pequenos pontos
(nanomeétricos). Dessa forma, foi concluido que a melhor maneira de analise de
comparagao para rugosidade deve ser em escala micrométrica por meio de
MEV ao invés da MFA, e que cada superficie promove um tipo de morfologia

com beneficios celulares e moleculares, os quais devem ser estudados.

Santander et al.69, em 2012, avaliaram, a resposta celular
das células mesenquimais derivadas da medula 6ssea humana em superficies
de titAnio modificados biomimeticamente. Amostras de Ti cp na forma de discos
foram obtidas e utilizadas sob duas condi¢des: (1) apds jateamento com éxido
de aluminio, e (2) apds jateamento com oOxido de aluminio e anodizagao. Os
discos tiveram a rugosidade de superficie avaliada em MEV e a caracterizacao
quimica em XPS. Apoés estas avaliagdes, as amostras foram esterilizadas para
serem submetidas ao teste de adesao celular. Os resultados apontaram que as
superficies tratadas tém rugosidade macro e microscopica devido ao impacto
do jateamento e os poros (didmetro de 1-2 ym) formados pela anodizagao

estavam distribuidos uniformemente. A analise quimica demonstrou presenga
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de oxigénio, calcio e fésforo incorporados apds a anodizagdo. No teste de
adesdo celular, houve um aumento das células aderidas em superficies
tratadas apods periodo de 24h quando comparadas com nao tratadas. Com isso
os autores concluiram que, superficies modificadas biomimeticamente tém

efeitos benéficos nos processos relacionados a osteoindugéo.

1.’ em 2012, analisaram o método de

Takebe et a
tratamento de superficie de implantes de titanio (Ti cp) por meio de descarga
de oxidagcdo anodica com eletrolito de acetato de calcio + B-glicerofosfato de
sédio e em seguida tratamento térmico resultando na precipitagdo de cristais
de hidroxiapatita (HA) na superficie destes implantes. Apds a anodizagdo com
incorporagao de ions Ca e P, e em seguida recobrimento com HA aumentando
a cristalinidade das amostras e criando um filme de Oxido de titanio
nanoestruturado na superficie, as amostras tratadas foram comparadas com
amostras apenas anodizadas com ions Ca e P. As superficies tiveram suas
topografias das superficies analisadas em microscopia eletrénica de varredura
e de forca atémica (MFA). Angulos de contato e energia livre de superficie
também foram avaliados. Os resultados demonstraram a formagao de
superficies com filmes de 6xidos nanoestruturados para ambos os tratamentos.
Foram observados menores valores de angulo de contato nas superficies
anodizadas e tratadas termicamente (com HA) em comparagao as superficies
apenas anodizadas. Assim, os autores atestam que as superficies tratadas

com anodizagdo e tratamento térmico podem ter um papel importante na

osteoindugao durante processo de osseointegragao.

Kim et al.*® (2013) analisaram as propriedades de

superficie e a bioatividade de superficies de titdnio anodizado. Os discos de
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titdnio cp grau Il foram polidos com lixa de carbeto de silicio granulagédo 240,
lavados em ultrassom com acetona, etanol e agua destilada por 10 minutos
cada, para entdo serem divididos em dois grupos: G I- titanio usinado (sem
tratamento), e G lI- titdnio anodizado (tratado). A anodizagéo foi feita utilizando
como eletrolito acetato de calcio + B-glicerofosfato de calcio por 30, 60 e 120
segundos. A morfologia de superficie foi avaliada em MEV e MFA. Foi
realizado XRD, analise de rugosidade de superficie, avaliagdo de angulo de
contato, avaliacédo de resisténcia a corrosdo e avaliagado da resposta bioldgica.
A superficie de titdnio anodizada exibiu uma camada de 6xido porosa e mais
espessa quando comparado a superficie de titanio usinado. A esta camada de
oxido mais espessa foi atribuida melhor resisténcia a corrosdo. Nao houve
diferenga estatistica significante entre os valores de rugosidade de superficie
de ambos os grupos (Gl = 0,24um; GIl = 0,28um). A superficie de titanio
anodizada apresentou angulo de contato mais baixo do que o titanio usinado, e
maior molhabilidade, resultados que propiciaram melhor adesao celular nas
superficies dos implantes anodizados. Por meio dos resultados obtidos, os
autores ainda relataram que a modificacao de superficie do titanio por meio do
processo de oxidacdo anddica proporcionou aumento na resposta das células
osteoblasticas apds sete dias. Dessa forma os autores concluiram que houve
aumento da atividade celular e da fosfatase alcalina em superficies anodizadas
comparadas as usinadas nos testes in vitro, e que estas propriedades
poderiam favorecer aumento na resposta Ossea devendo, portanto, ser

avaliado in vivo.

Tran, Webster® (2013) avaliaram a molhabilidade de

superficies de titanio revestidas com particulas de selénio comparando-as com
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superficies sem o recobrimento, visto que o selénio ja havia sido indicado para
aumento da adsorgdo de proteinas e diminuicdo da adesao de bactérias. As
particulas de selénio foram incorporadas a superficie do titanio por meio de
reacdo de redugcdo. Apos o tratamento de superficie, foram avaliadas a
topografia e area de superficie por meio de microscopia eletrbnica de
varredura. E por meio de varios modelos diferentes (modelo de Wenzel,
modelo de Cassie-Baxter, e um modelo novo proposto pelos autores) foram
avaliados o comportamento de molhabilidade das superficies. Os resultados
demonstraram que o aumento das nanoparticulas de selénio esteve associado
com o aumento dos valores de angulo de contato e com a manutencéo da
hidrofilicidade, resultados considerados contrarios aos modelos existentes para
averiguar a umectacéo, descritos por Wenzel e Cassie-Baxter e desenvolvidos
especialmente para superficies rugosas e superficies complexas,
respectivamente. Assim, os autores propuseram e executaram uma nova
metodologia para compreender melhor as propriedades de molhabilidade de
superficies recobertas com o selénio. Este novo modelo foi utilizado para
averiguar a influéncia da rugosidade superficial e de bolhas de ar em relagao a
medidas de angulo de contato, visto que ambos interferem nas propriedades de
molhabilidade final. Diante dos resultados, os autores concluiram que este
novo modelo pode ser bastante util para superficies biomédicas
nanoestruturais e para avaliar a interagdo com o0s processos bioldgicos

(proteinas, células e bactérias).

Huan et al.®*

, em 2014, estudaram a formacdo e o
comportamento de estruturas hibridas micro/nano criadas na superficie de liga

Ni-Ti apds tratamento de superficie. Inicialmente, as amostras da liga foram
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submetidas a um ataque eletroquimico com utilizagdo de acido nitrico para
criacdo de microporos e aumento da rugosidade de superficie em escala
micrométrica. E em seguida, as amostras de Ni-Ti passaram por um processo
de anodizagdo em 4acido fluoridrico para obtencdo de nanoestruturas. Foram
realizadas avaliagdes das superficies das amostras para analise da morfologia
(MEV), da composig¢ao elementar (espectroscopia de raios-X), e da rugosidade
de superficie. Também foram avaliados os angulos de contato e a energia livre
de superficie. De acordo com os resultados obtidos, apés o ataque quimico
houve aumento na rugosidade de superficie, assim como apos a anodizagao
devido a formacao de nanoporos. Além disso, apds o tratamento os angulos de
contato foram reduzidos e a energia livre de superficie aumentou. Os autores
concluiram que é possivel criar estruturas hibridas em escalas
micro/nanométricas nas superficies da liga Ni-Ti por meio de ataque
eletroquimico e anodizacdo, e que estas estruturas podem aumentar a
biofuncionalidade de superficie desse material em comparagao aos implantes

convencionais.



54

2.2 Adesao Bacteriana em superficies de titanio

1.5° em 1990, estudaram a influéncia de

Quirynen et a
propriedades de superficie, como rugosidade e energia livre de superficie, em
relagdo ao acumulo de placa em determinados substratos. Materiais em
formato de placa de fluoretilenopropileno (FEP) e de acetato de celulose (CA)
foram utilizados presos aos incisivos de voluntarios, sendo que a superficie de
cada material apresentava um lado rugoso (2,2um) e outro liso (0,1um). Estes
materiais apresentavam energia livre de superficie de 20, e 58 erg/cm?
respectivamente. O acumulo de placa nestas superficies foi acompanhado por
um periodo de seis dias, apos isso as amostras foram removidas e analisada a
adesao em microscopia de luz para avaliar bactérias fusiformes e cocdides.
Apos trés dias houve diferenca estatistica apenas comparando superficie lisa
com superficie rugosa, ja em seis dias as amostras FEP lisa (19,4%)
apresentavam menor adesao quando comparado com CA lisa (39,5%). Porém
na adesao total ndo houve diferencas estatistica significante entre os grupos.
Dessa forma os autores concluiram que a rugosidade pode ser um fator que

influencie a adesao bacteriana mais prevalente do que a energia livre de

superficie.

Quirynen et al.®’, em 1993, avaliaram a adesao bacteriana
em diferentes pilares de titanio. O estudo foi realizado com a participacdo de
nove pacientes usuarios de proéteses fixas suportadas por implantes de titanio.
Um grupo de pacientes recebeu um pilar com rugosidade padrao (controle), e

no outro grupo, os pacientes receberam pilar de titdnio com superficie aspera.
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Os pacientes foram acompanhados por um periodo de trés meses, sem
modificarem a higienizacdo oral habitual. Apds este periodo, foram recolhidas
amostras de placas dos pilares para analise por meio de microscopia de
contraste de fase, sonda de DNA e cultura. Os resultados identificaram menor
quantidade de microrganismos cocoides (64% versus 81%) na placa
supragengival dos pilares padrdo. As superficies rugosas apresentaram menor
densidade de organismos cocdides, apesar de possuirem 25 vezes mais
bactérias aderidas em sua superficie. O aspecto de condicdo dentaria do
paciente foi o fator mais relacionado a presengca e densidade de
microrganismos patdégenos periodontais do que as caracteristicas dos pilares
propriamente ditas. Dessa forma, os autores concluiram que para redugao da
colonizagédo bacteriana e de patdégenos periodontais, estudos futuros deveréo
buscar por superficies com rugosidade considerada ideal para a redugéo da

colonizagao bacteriana e da presencga de patdgenos periodontais.

Neste mesmo ano, de Quirynen et al.®?, avaliaram a
adesdo e presencga de microrganismos na conexao protética dos implantes de
titdnio (parte intra-6ssea do implante). Porgdes apicais de implantes de nove
voluntarios foram avaliadas por um periodo de trés meses, utilizando-se
microscopia de contraste por fase diferencial. Os resultados apresentaram as
seguintes quantidades de microrganismos nos implantes: cocoides (86,2%),
organismos sem motilidade (12,3%). Apenas esporadicamente foram
encontrados organismos motis (1,3%) ou espiroquetas (0,1%). Os autores
concluiram que a causa mais provavel para contaminagcdo dos implantes foi o

espacamento entre o] pilar e a interface de fixacao.
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Busscher et al.?

, em 1995, analisaram a hipotese de que a
adesao bacteriana inicial teria um papel fundamental para a formagao global do
biofilme. Considerando que, o biofilme poderia ser removido por forcas de
cisalhamento presentes na cavidade oral, a pesquisa concentrou seu objetivo
na forma de destacamento deste biofime ao invés da adeséo
necessariamente. O experimento foi desenvolvido em uma camara de fluxo, e
apds adesao de Streptococcus aderidos em laminulas de vidro, realizou-se a
simulacdo da agdo uma forga de cisalhamento por meio da passagem de uma
bolha para remog¢do dos microrganismos aderidos. Os resultados
demonstraram que, inicialmente, a tentativa de remover Streptococcus e
actinomicetos nao funcionou, porém em uma segunda tentativa com presenca

de pelicula salivar houve um destacamento de Streptococcus, provavelmente

pela falha coesiva do filme condicionado.

Quirynen, Bollen®®, em 1995, analisaram por meio de um
de revisdao da literatura, a influéncia da rugosidade e da energia livre de
superficie (ELS) no processo de adesao bacteriana. Segundo os autores a
adesao bacteriana ocorre em 4 fases: inicialmente, ocorre o transporte da
bactéria para a superficie, em seguida, a adesao inicial, logo depois, a adesao
por interacdes especificas, e por ultimo a colonizagdo para formagdo do
biofiime. Tanto os estudos in vitro quanto estudos in vivo avaliados nesta
revisdo demostraram a importancia das variaveis rugosidade de superficie e
energia livre de superficie em relagcao a adesao bacteriana e formagao de placa
supragengival. Embora estes fatores interajam entre si, pdde-se estabelecer

que a rugosidade de superficie possa ser mais influente que a ELS em relagéo
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a adesdao uma vez constatado que superficies mais rugosas promoviam a
formacdo e maturacdo da placa bacteriana, enquanto altos valores de ELS
promoviam a ligacdo da placa com maior forca ao substrato, além de,
selecionarem bactérias especificas. Adicionalmente, a importéncia dessas duas
propriedades é reduzida em ambiente subgengival, onde os microrganismos
apresentam maior facilidade de sobrevivéncia. Dessa forma os autores
concluem que, energia livre de superficie e rugosidade de superficie
apresentarem grande impacto na adesdo inicial e retengdo dos
microrganismos, o efeito dominante da rugosidade de superficie se sobrepde e

isto justifica a demanda de maior atencgao clinica a este parametro.

Bollen et al.®, em 1996, avaliaram os efeitos do alisamento
das superficies de pilares intra-bucais em relacdo a adesido bacteriana em
longo prazo. Participaram deste estudo seis pacientes que apresentavam
implantes de titanio suportando proteses totais no maxilar inferior. Dois tipos de
pilares diferentes: de titanio com superficie usinada (Ra = 0,2um), ou de
material ceramico altamente polido (Ra = 0,06um) foram instalados de forma
aleatoria nos pacientes. Apds trés meses de exposigcdo intra-bucal, foram
colhidas amostras de placa supra e subgengivais para analises em microscopia
de contrate de fase. Ao redor de cada pilar foram registrados os parametros
clinicos periodontais de profundidade de sondagem, recessao gengival,
sangramento a sondagem e valor do Periotest. Apds doze meses, repetiu-se a
coleta de amostras, que adicionalmente, foram cultivadas em condi¢des
enriquecidas com CO,. Apos trés meses, foram detectados espiroquetas e
organismos com motilidade apenas subgengivalemente aos pilares, enquanto

que apds 12 meses foram observados proporgdes iguais de espiroquetas e
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organismos com motilidade, em ambos os tipos de pilares, tanto supra quanto
subgengivalmente. Entre as bactérias potencialmente patogénicas, somente
Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum foram detectadas para
cultura anaerdbia, sem diferengas significantes entre os pilares. Diante dos
resultados, os autores concluiram que uma reducdo da rugosidade de
superficie, abaixo do limite de Ra=0,2um ndo tem grande impacto sobre a

composi¢ao microbiana supra e subgengival.

1.5 em 1996, estudaram a influéncia da

Quirynen et a
rugosidade de superficies de pilares de titdnio em relagdo a adesao bacteriana.
Participaram do estudo seis pacientes que estavam a espera de protese fixa
suportada por implantes de titanio. Para tanto, quatro pilares de titanio com
diferentes rugosidades foram instalados em cada paciente de forma aleatoria.
Apds um més de exposicao intra-oral, amostras de placa subgengival de cada
tipo de pilar foram comparados por meio de microscopia de contraste de fase.
Apos trés meses, foram analisadas amostras de placa supra e subgengival.
Durante a visita para coleta das amostras foram mensurados alguns
parametros periodontais como: profundidade de sondagem, recessao e
sangramento a sondagem. Os resultados da microscopia de fase apontaram
que, apds um més, apenas os dois pilares de titanio comercialmente puro mais
rugosos abrigaram espiroquetas, e que, apds trés meses pouca variagdo nos
diferentes tipos de pilares foram encontrados em relagao a composicao da flora
bacteriana. Na analise de placa subgengival ndo houve diferengcas na
composi¢gao microbiolégica entre os diferentes pilares. Os resultados clinicos

demonstraram pequenas diferengcas na profundidade de sondagem, além

disso, pilares mais rugosos apresentaram algum ganho de inser¢ao (0,2mm)
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durante trés meses e os outros pilares tiveram perda de inser¢édo variando de
0,8 a superior a Tmm. Diante dos resultados, os autores enfatizaram que a
reducdo na rugosidade de superficie (inferior a 0,2um) ndo teve efeito
significativo na composicdo microbiolégica, entretanto avaliagbes clinicas
indicam que certa aspereza nas superficies € desejada para aumentar a

resisténcia a sondagem.

Grossner-Shreider et al.*® (2001) compararam a
colonizacdo bacteriana em cinco superficies de implantes diferentes, porém
com rugosidades similares. Os discos de titanio foram divididos em cinco
grupos de acordo com os tratamentos realizados na superficie: A- deposigao
de vapor (PVD) com nitreto de titanio, B- PVD com nitreto de zirconio,
C- oxidacao térmica, D- estruturacdo com radiacao laser, E- discos polidos
(controle). Apds o tratamento de superficie, foram avaliadas a topografia de
superficie, por meio de microscopia eletrbnica de varredura, a rugosidade
média, com auxilio de perfildbmetro e a, e energia livre de superficie, mensurada
por meio da obtencdo dos angulos de contato. Apds esta fase de
caracterizagdo de superficie, os discos de titdnio foram encubados em
suspensao bacteriana (Streptococcus mutans e Streptococcus sanguis) por
uma hora, e as unidades formadoras de colbnias aderidas foram contadas por
microscopia fluorescente. Os resultados mostraram que todas as superficies
apresentavam rugosidades superficiais entre 0,14um e 1,0um, sem diferencas
significativas entre as medidas de angulo de contato para as diferentes
superficies. Em relacado a adesao bacteriana houve uma redugao no numero de
bactérias aderentes em superficies de titdnio denominadas estaveis, tais como

as com deposicao de nitreto de titanio e nitreto de zircénio e as termicamente
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oxidadas, em relagao ao titanio polido. Dessa forma os autores comprovaram
que revestimentos de superficie de titdnio com nitreto de titdnio e nitreto de
zircbnio sao eficazes na reducéo bacteriana e com possibilidade de melhorias

no comportamento clinico.

.77, em 2002, avaliaram a formagdo de

Steinberg et a
biofilme de S. sobrinus em diversos materiais restauradores utiizando um
modelo que consiste em hospedeiro e constituintes bacterianos. Os materiais
utilizados foram: amalgama (sem gama-2, Silmet, Israel), Charisma (Kulzer,
Germany), Durafil (Kulzer, Germany), Prodigy (Kerr, USA), Z-100 (3M, USA),
Fuji 2 LC e Fuji 2 GC (GC International Japan), Acrilic GC Unifast ( GC, Japan).
Foi determinado o padrdao de adsorgcédo da saliva nestes materiais por meio de
eletroforese e densitometria computadorizada, também foi determinada quantia
de proteinas da saliva adsorvida pelo método de Bradford. E avaliada a adesao
bacteriana dependente de acucar. Os resultados demonstraram que materiais
dentarios acrilicos apresentaram mais afinidade as proteinas salivares, e os
materiais Fuji LC, e Fuji GC apresentaram maior quantidade de adesao de
bactérias e viabilidade bacteriana. Dessa forma os autores concluiram que os

diferentes tipos de materiais apresentaram um padrao de formacao de biofilme,

€ que o acumulo destas bactérias sao causadoras das doengas orais.

Rosenberg et al.?®, em 2004, avaliaram o padrdo de falhas
e longevidade dos implantes em paciente comprometidos periodontalmente e
saudaveis. Os implantes foram instalados em pacientes saudaveis (PHP) e
comprometidos periodontalmente (PCP), e foram avaliados de acordo com a
rugosidade (lisos e rugosos), localizagao, didametro e comprimento de implante.

Os resultados demonstraram 1511 implantes instalados em 334 pacientes,
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sendo que a taxa de sobrevida global dos implantes semelhante para ambos os
grupos PHP (93,7%) e PCP (90,6%). Foram identificados dois tipos de falhas
de implantes, a primeira referente a perda de osseointegragdo que ocorre no
inicio do tratamento em implantes com superficies lisas, e a segunda,
relacionada a Peri-implantite e mais prevalente no grupo PCP. Os autores
relataram que s&o necessarios mais estudos para averiguar a influéncia e

suscetibilidade do hospedeiro em relagao as falhas dos implantes.

Em 2006, Teughels et al.’** analisaram, .por meio de
revisdo de literatura, o impacto das caracteristicas de superficie na formacao
do biofilme supragengival e subgengival Foi realizada uma busca na base de
dados Medline de 1966 até 2005, sendo incluidos as seguintes palavras-chave:
“formacao de biofilme”; ‘implantes orais”, “caracteristicas de superficie e
implantes”; “formagéao de biofilme e oral”; “placa, biofilme e rugosidade”; “placa,
biofime e energia de superficie”, “formagdo de placa e implantes”. Os
resultados dos estudos clinicos selecionados apontaram que o aumento da
rugosidade de superficie acima do limiar de 0,2um e aumento da energia de
superficie facilita a formacédo do biofiime em materiais restauradores, porém
com a interacdo de ambos, a rugosidade se torna predominante. Os autores

concluiram que a formagao de biofilme pode ser facilitada quando ha uma

maior rugosidade superficial e energia de superficie.

Baca et al.*, em 2008, investigaram se os genétipos de S.
mutans podem ser identificados efetivamente em amostras de saliva e de placa
oriundos de molares e fissuras oclusais. O estudo foi realizado em 20 criangas
com idades escolares entre seis e sete anos, nas quais a presencga da bactéria

S. mutans foi detectada pelo teste CRT, e que nao estivessem utilizando
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antibidtico (nos ultimos 4 meses) e enxaguatérios bucais. Foram coletadas
amostras de placa e saliva das criangas, para em seguida, serem executados
os testes bioquimicos. Por meio de teste bioquimico, foram isolados até nove
espécies compativeis com Streptococcus mutans, os quais foram genotipados
por meio de PCR. Os resultados obtidos identificaram 28 gendtipos de S.
mutans, sendo que 23 gendtipos foram identificados na saliva, 23 na placa
bucal, e 16 nas fissuras oclusais de molares. Com isso os autores concluiram
que amostras de saliva foram tao eficazes quanto as amostras de placa bucal
para identificacdo de gendtipos de S. mutans, apesar de ambas nao
demonstrarem todos os gendtipos presentes. Tanto amostras de placa como
de saliva foram melhores para identificar o microrganismo do que nas amostras

de fissuras oclusais.

182 em 2008, analisaram um tratamento

Visai et a
eletroquimico desenvolvido na superficie de implantes visando melhorar a
cicatrizagao ao redor de pilares, de impedir adesao bacteriana e de melhorar a
estética devido a coloragcdo adequada. Os implantes de titanio foram tratados
pelo método de deposicdo anddica com solugado enriquecida com fosfato de
calcio. A citocompatibilidade foi avaliada utilizando-se fibroblastos e células de
osteossarcoma humano, e a adeséo bacteriana analisada por meio de testes in
vitro e in vivo. Os resultados demonstraram efeitos de citocompatibilidade
positivos para ambas as células utilizadas, além da presenca de efeito
antibacteriano. Os autores concluiram que o tratamento realizado promoveu a

incorporagao de ions calcio a superficie, a modificagdo da camada de 6xidos

com a presenca de anatase, e a formacao de uma superficie microporosa que
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facilitou o contato com os tecidos (biocompatibilidade), além de uma coloragao

cinza mais clara, favorecendo a estética.

Um ano depois, Duarte et al.?°

, avaliaram a rugosidade
média de superficies de titanio e adesado de S. sanguinis apds a realizagcao de
tratamentos de superficie por meio de laser Er:-YAG, raspagem com curetas
metalicas e de plastico e jateamento com um sistema abrasivo com
bicarbonato de sdédio. Foram utilizadas amostras de titdnio comercialmente
puro, sendo que para realizacdo de cada tratamento foram utilizadas dois tipos
de amostras: uma com superficie lisa (titAnio usinado), e outra com superficie
rugosa (titénio jateado com éxido de aluminio e ataque acido com acido nitrico).
Foram utilizadas total de 10 amostras de superficie lisa e 10 de superficie
rugosa em cada tipo de tratamento (laser Er:-YAG, raspagem com curetas
metalicas e de plastico e jateamento com um sistema abrasivo), sendo que
apos foi realizado averiguagao da rugosidade média em um perfildbmetro. Os
resultados mostraram que superficies lisas se tornaram as superficies mais
rugosas (Ra inicial= 0,17um e Ra final = 0,40 ym) com a utilizacdo de curetas
de metal. E para superficies rugosas, o padrdao destas nao foi alterado por
qualquer um dos tratamentos (Ra=0,70 um). Em relacdo a adesao bacteriana
superficies rugosas tratadas com laser, curetas metalicas e abrasdo foram as
que apresentaram menor adesao de bactérias (8-10UFC/log10). Desta forma
os autores concluiram que as superficies rugosas tratadas com cureta
metalica, laser e abrasivo foram menos suscetiveis a adesdo de bactérias
provavelmente por modificar a superficie e por apresentar particulas do
abrasivo. E que tratamento de raspagem com curetas metadlicas ndo sao

recomendadas na superficie de titdnio por danificar a estrutura.
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Em 2009, Marciano et al.’’ investigaram a atividade
antibacteriana dos filmes de éxido de carbono diamante (DLC) produzidos por
deposicdo quimica a vapor reforgada por plasma. Foram utilizadas amostras de
aco inoxidavel nas quais foram realizadas a dispersao de TiO, em hexano por
meio de deposicdo quimica a vapor reforcada a plasma. Também foram
avaliadas a composicao, a estrutura de ligagdo, a energia de superficie, e a
rugosidade das peliculas formadas. A bactéria utilizada para os testes
antibacterianos foi a Escherichia coli (E. coli). Os resultados demonstraram
presengca de grandes quantidades de TiO, em DLC confirmada por
espectroscopia. A rugosidade destas superficies aumentaram, os filmes
presentes se tornaram mais hidrofilicos com maior energia de superficie, e a
adesdo de bactérias diminui, demonstrando que TiO, aumentou a atividade
bactericida do DLC. Entretanto com o aumento da concentragcao de TiO,
também aumentou a interacdo quimica da E. coli e os filmes estudados. Os
autores concluiram que como a atividade bactericida do TiO; iniciou sua acgao
por dano oxidativo, houve diminuicdo na energia interfacial de adesdo da
bactéria. Desta forma, o DLC com TiO, pode ser util para construir filmes com

propriedades bactericidas.

Filoche et al.?*®, em 2010, avaliaram, por meio de revisdo de
literatura, os conceitos relacionados a ecologia microbiana e como esses
conceitos se relacionam com o desenvolvimento do biofilme oral. Os avancos
das técnicas moleculares propiciam melhor entendimento da diversidade e
complexidade da microbiota humana, e o desenvolvimento da placa ndo deve

ser considerado algo singular e sim um processo individualizado. Antigamente
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acreditava-se que as doencgas bucais eram caracterizadas de forma simples
com os agentes causadores completamente identificados, atualmente sabe-se
que estes tipos de doenga séo bastante complexas devido a extensa gama da
ecologia microbiana oral. Com isso os autores concluiram que ainda ha muito o
que ser estudado e compreendido em relacdo ao desenvolvimento da placa e

possiveis tratamentos das doengas bucais.

Scarano et al.”? (2010) avaliaram a quantidade de bactérias
que estavam recobrindo as superficies de titanio revestidas com nanoparticulas
de anatase por meio de microscopia eletrénica de varredura. Cada um dos dez
pacientes receberam um implante controle e um implante teste (recobertos com
anatase). Apos um periodo de uma semana, os implantes foram removidos e
analisados em microscopia para avaliar a adesao bacteriana. Os resultados
demonstraram que a parte protética dos implantes ndao demonstraram
diferencas estatisticas significantes para adesao bacteriana. Ja na porgao infra-
O0ssea (corpo do implante), houve reducdo na adesao bacteriana para os
implantes teste quando comparados ao controle. Com isso os autores
concluiram que os revestimentos de anatase na superficie dos implantes

podem ser um método adequado para diminuir a colonizacio bacteriana.

Xu et al.®, em 2010 avaliaram a implantacéo de ions zinco
na superficie do titanio e investigaram a composicdo quimica e propriedades
antibacterianas do ions zinco. Superficies de titdnio modificadas por meio de
imersdo a plasma para aumentar a concentracdo e deposi¢cdo do ion zinco
foram comparadas com superficies de titdnio sem tratamento. A composicao
elementar das superficies foi avaliada por espectroscopia de raios-X (XPS) e a

adesdo de S. mutans por meio de microscopia eletrbnica de varredura. Os
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resultados apontaram a presencga de Ti, O e C em todas as superficies de
titdnio (tratadas e nao tratadas). Em relagcdo a adesao de S. mutans, houve um
numero substancial de microrganismos aderidos ao titdnio sem tratamento,
enquanto que no titanio com deposigdo de zinco, a ades&do de bactérias foi
menor. Os autores concluiram que a introducéo de ions zinco na superficie de

titdnio foi um sucesso.

Saravia et al.”', em 2011, avaliaram a eficacia de uma
cultura média modificada por bacitracina e SB-20 (SB-20M) para facilitar a
diferenciacao e identificacdo bioquimica de S. mutans e S. sobrinus. Cento e
quarenta e cinco criangas participaram deste estudo, sendo que apds coletada
a saliva das criangas, esta foi adcionada em placas junto com SB-20M (foi feita
modificagdo da sacarose por granulos de agucar) e incubados em
microaerofilia a 37°C por 72h. Apds o cultivo das bactérias nas placas, foi feita
a identificacdo destas por meio de stereomicroscopia, e testes bioquimicos
utilizando fermentacdo do acucar, resisténcia a bacitracina, e producao de
peréxido de hidrogénio. Os resultados demonstraram nao haver diferengas
estatisticas significantes entre a morfologia e identificacdo das bactérias, sendo
que no teste bioquimico foram identificados 95,8% de S. mutans e 95,5 % de S.
sobrinus em SB-20M, e no morfolégico 98% eram S. mutans e apenas 2% S.
sobrinus. Dessa forma os autores concluiram que a utilizagcdo de SB-20M para

identificacdo destes microrganismos é um método bastante eficaz.

Fais et al.?®, em 2013, averiguaram a adesdo de S. mutans
em superficies de titdnio comercilamente puro (Ti cp) e de Ti-6Al-4V (TAV)
apods apods simulagao de escovacgao por periodo de 10 anos. Amostras polidas

de Ti cp e de TAV foram separadas em grupos de acordo com tipo de
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tratamento: imersédo (grupo | — controle) ou escovagao (B) em agua destilada
imersdo ou escovagao com creme dental sem fluor (grupos Tl e BT) e imersé&o
ou escovagao com dentifricio fluoretado (grupos IFT e BFT). As amostras foram
imersas estaticamente ou escovadas em uma maquina de escovacao linear
ambos por um periodo de 244h. Foram avaliadas antes e apds realizacdo de
tratamento a analise da rugosidade de superficie e microscopia de forga
atbmica. A adeséo bacteriana foi averiguada por meio da determinagdo dos
valores de UFC/ml. Em relagdo a rugosidade os grupos BT e BFT
apresentaram mudancgas na superficie de Ti cp e Ti-6Al-4V. Nao foram
observadas diferengas significativas em relacdo a UFC/mL entre os grupos
Ticp ou Ti-6Al-4V, com a adesdo de S. mutans semelhante para todas as

superficies.
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3 Proposicao

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da anodizagao
da liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta com solugao de B-glicerofosfato de sédio e acetato de
calcio sobre as propriedades de superficie e adesdao do patégeno
Streptococcus mutans, comparando esta liga experimental com o titanio

comercialmente puro.

As hipéteses nulas da pesquisa foram:

- A anodizagdo com [B-glicerofosfato de sddio e acetato de calcio
nao altera as propriedades de superficie (composicdo quimica, topografia,
rugosidade média e energia livre de superficie) da liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta e do
titdnio comercialmente puro.

- A anodizagdo com [B-glicerofosfato de sddio e acetato de calcio
nao altera a adesdao de Streptococcus mutans nas superficies da liga

Ti-35Nb-7Zr-5Ta e do titanio comercialmente puro.
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4 Material e Método

4.1 Obtencao das amostras

Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizados vinte
discos (d 8mm X 2mm) de Ti cp grau Il e vinte discos de Ti-35Nb-7Zr-5Ta
(n=40).

Os discos de Ti cp foram obtidos comercialmente na forma
de barras (Realum-Solugdes em titanio e altas ligas, Sdo Paulo, SP, Brasil) e
utilizados apos a usinagem. Ja para obtencao da liga Ti-35-Nb-7Zr-5Ta, uma
liga experimental, foi realizada a fusao dos metais, com a confecgao de lingotes
de 30 a 70g. O equipamento utilizado para fusdo e preparagao dos lingotes foi
um forno de fusdo a arco-voltaico (Figura 1) com atmosfera inerte controlada

por uma bomba a vacuo e fluxo de argdnio.
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Figura 1 — Forno de fusdo a arco-voltaico do

Laboratorio de Ceramica e Tratamento

de Minérios, da Escola de Engenharia de
Lorena - EEL USP. Lorena, 2013.

Todos os metais utilizados para confeccdo da liga
apresentavam pureza comercial, com graus iguais ou superiores a 99,00%
(Tabela 1). O Ti, Nb e Ta adquiridos na forma de chapa e laminas foram
cortados e submetidos a decapagem (Tabela 2). O Zr adquirido na forma de
esponja, e, portanto, isento de o6xido ndo precisou ser decapado. Para a
fundicdo de um lingote foram utilizados 15,9g de titédnio, 10,5g de nidbio, 2,1g
de Zr e 1,5g de tantalo, mensurados em balanca semi-analitica digital

(Sartorius BL-210S, Sartorius, Gottingen, Alemanha).
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Tabela 1 — Metais utilizados para a fusao da liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta, composi¢des

quimicas, lotes e fabricantes. Araraquara, 2013.

Metal Composigao quimica*® Lote Fabricante
CBMM Companhia

Brasileira de Metalurgia

Ni6bio Nb > 99,8% 812990
e Mineragao, Araxa, MG,
Brasil
MKBD6082 Sigma-Aldrich Co, St
Tantalo Ta 299,9% MKBG6813V Louis, Mo, Estados
MKBH9982V Unidos

Ti—99,745%, C -

Realum- Solugdes em
0,010%, Fe — 0,10%, H

Titanio RLM 0756 titanio e altas ligas, Séao
—0,001%, N — 0,004 %,
Paulo, SP, Brasil
02 -0,140%
03517AH Sigma-Aldrich Co, St
Zirconio = 99,0% Louis, Mo, Estados
Unidos

* Composigdo quimica fornecida pelo fabricante

Tabela 2 — Reagentes utilizados na decapagem dos metais.

Araraquara, 2013.

Metal Solugéo (em volume)
Niobio H20, HF, HNO3, H,SO4 (1:2:2:5)
Tantalo HNO3, HF, HoSO4 (3:1:1)
Titanio H20O, HF, HNO3 (1:1:1)

HF- acido fluoridrico, HNO;_acido nitrico, H,SO4- acido sulfurico
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Os metais foram cuidadosamente posicionados no cadinho
no interior do forno de fusdo a arco-voltaico. A etapa de fusao teve inicio apos
uma operacao de vacuo no sistema, seguida de trés purificagées do forno por
meio da injegdo de argbnio (purgas). Para garantir a homogeneidade
composicional'®® da liga, logo apés a fus3o inicial, e com o lingote j& formado,

a fusao foi repetida num total de trés vezes.

Apos a obtencdo dos lingotes (Figura 2), visando
homogeneizar a estrutura metalurgica da liga, iniciou-se o tratamento térmico.
Para tanto, os mesmos foram encapsulados em vacuo utilizando-se tubos de
quartzo (Corel resisténcias elétricas, Pirituba, Sdo Paulo, Brasil). Na sequéncia,
os mesmos foram acondicionados em forno para tratamento térmico, sendo

mantidos a 1000° C por 8h horas, seguido de resfriamento lento no forno.

Figura 2 — Dois lingotes da liga
Ti-35Nb-7Zr-5Ta inteiros

e um lingote seccionado.

Araraquara, 2013.

Para a obtengao de barras e posteriormente usinagem em

discos, os lingotes, ja4 submetidos ao tratamento térmico inicial, foram
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aquecidos a 1000° C e forjados em equipamento especifico até a obtencéo de
barras com didmetro aproximado de 9,8mm. Na sequéncia, essas barras foram
usinadas em um torno mecanico para a obtencdo dos discos com 2mm de

espessura e 8mm de diametro.

Visando alivio das tensdes, apds obtencdo das amostras
na forma de discos, os mesmos foram encapsulados a vacuo utilizando-se
tubos de quartzo (Corel resisténcias elétricas, Pirituba, Sdo Paulo, Brasil),
acondicionados em forno para tratamento térmico, sendo mantidos a 1000° C
por uma hora e, na sequéncia, retirados do forno e submetidos a resfriamento

ao ar.

4.2 Preparo das amostras

Todos os discos, seja de Ti cp ou de Ti-35Nb-7Zr-5Ta
foram encaixados em uma matriz metalica e submetidos a procedimentos de
acabamento e polimento em politriz (Aropol, Arotec, Sdo Carlos, SP, Brasil). As
amostras foram lixadas progressivamente com lixas de carbeto de silicio
(Hermes Schleifmittel GmbH & Co, Hamburg, Alemanha) de granulagbes 320,
600, 800 (30 segundos cada), 1200, 1500 e 2500 mesh (40 segundos cada) na
presenga de agua, com velocidade de 300rpm e forga controlada de 0,5kgf.

Apos a obtencdo de uma superficie uniforme, as amostras
foram lavadas em agua destilada e submetidas a limpeza com alcool
isopropilico em aparelho de ultrassom (CD 4820, Kondortech Equipamentos

Odontolégicos, Sao Carlos, SP, Brasil) durante 2 ciclos com 10min cada.



As amostras obtidas foram divididas em dois grupos, de
acordo com o material de confecgdo — Grupo T (Ti cp) e Grupo TNZT (Ti-35Nb-
7Zr-5Ta), e subdivididas em dois subgrupos com base na realizagdo ou néo do
tratamento de superficie - Subgrupo A (sem tratamento de superficie),

Subgrupo A" (com tratamento de superficie) (Tabela 3).

Tabela 3 — Grupos experimentais de acordo com os procedimentos realizados. Araraquara,
2013.

Sem tratamento de superficie (controle) TNZT A
Ti-35Nb-7Zr-5Ta Tratamento de superficie por TNZT A*
anodizacao

4.3 Tratamento de superficie

O tratamento para a funcionalizacdo das superficies foi
baseado na técnica de anodizacdo eletroquimica. Para tanto, foram
confeccionadas células eletroquimicas de acrilico e realizada a aquisicao de
uma fonte de corrente (Figura 3) (NS771A, Agilent Technologies do Brasil Sao

Paulo, SP, Brasil).
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Figura 3 — Fonte de corrente modelo N5771A (Agilent Technologies

do Brasil Sado Paulo, SP, Brasil). Araraquara, 2013.
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Imediatamente antes do processo de anodizagdo, as
amostras foram submetidas a ataque quimico em solugdo de Kroll
(HF/HNO3/H2O, 1:1:1) durante 8 segundos para remocado do filme passivo
original. O ataque quimico foi realizado em 5 amostras de cada vez, utilizando
3mL de solucao de Kroll. Apdés o ataque quimico, as amostras foram limpas em
ultrassom (CD 4820, Kondortech Equipamentos Odontoldégicos, Sao Carlos,

SP, Brasil) com alcool isopropilico (10min) e agua destilada (5min).

A amostra foi posicionada na célula eletroquimica
conectada a um multimetro digital e a fonte de corrente. O disco metalico, de Ti
cp ou de Ti-35Nb-7Zr-5Ta, atuava como anodo e permanecia imerso na
solugao utilizada para anodizacdo a uma distancia fixa de aproximadamente

8cm de uma placa de acgo inoxidavel que atuava como catodo.

Para a obtengdo de superficies funcionais com
incorporagao de Ca e P, foi utilizada uma solugdo composta por acetato de

calcio (0,35mol/L, Sigma-Aldrich Co, St Louis, Mo, Estados Unidos)
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B-glicerofosfato de sédio (0,04mol/L, Sigma-Aldrich Co, St Louis, Mo, Estados
Unidos). Esta solugédo era preparada 24h antes do processo de anodizagao,
sendo mantida durante este periodo em agitador magnético (ARE, Velp

Scientifica, Usmate, Italia) sem aquecimento.

Apds montagem da célula eletroquimica e posicionamento
da amostra a ser anodizada (Figura 4), a fonte de corrente foi ajustada para a
utilizacdo de 300V e intensidade de corrente elétrica variada, iniciada em 2,5A.
A solucdo, aproximadamente 140mL, foi vertida cuidadosamente no interior da
célula eletroquimica evitando a formacdo de bolhas. Apés um minuto de
anodizacdo, as amostras foram retiradas da célula e acondicionadas em
béqueres para limpeza em ultrassom (CD 4820, Kondortech Equipamentos
Odontolégicos, Sao Carlos, SP, Brasil) com alcool isopropilico (10min), e por

fim limpas com agua destilada imediatamente apds a retirada do ultrassom.

Figura 4- Célula eletroquimica com solugao
para anodizagdo, amostra (A-
anodo) e placa de ago inoxidavel

(B-catodo). Araraquara, 2013.
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4.4 Propriedades de Superficie

A caracterizagédo das superficies, antes e apds o processo
de anodizagao, foi realizada por meio da mensuragao da rugosidade média,
avaliagao da topografia superficial, energia livre de superficie e composicao

quimica.

4.4.1 Topografia de superficie e composi¢éo quimica

Amostras representativas dos grupos e subgrupos
experimentais tiveram a topografia capturada em Microscopio Eletrénico de
Varredura (MEV, Jeol JSM6610LV, Akishima, Tokyo, Japdo), equipado com
detector de energia dispersiva de raios-X (EDS) que permitiu avaliar a
composi¢cao quimica qualitativa das amostras. O equipamento encontra-se
alocado no Laboratério Central de Microscopia Eletrénica de Varredura da

Faculdade de Odontologia de Araraquara- UNESP.

4.4.2 Energia livre de superficie (ELS)
Foram realizadas leituras de angulos de contato em
gonidmetro automatico localizado no Instituto de Quimica de Araraquara-

UNESP para obtencdo da Energia Livre de superficie (ELS).

O wvalor da ELS pode ser determinado fisico-
matematicamente?' a partir das mensurag¢des de angulos de contato com um
ou mais liquidos teste totalmente caracterizados. Os liquidos selecionados
neste estudo foram &gua destilada, etilenoglicol, polietilenoglicol, e

diiodometano. Tal escolha fora realizada com base nas polaridades diferentes:
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agua (polaridade 52), etilenoglicol (polaridade 19), polietilenoglicol (polaridade
13) e diiodometano (polaridade 2), além de ndo haver reagc&o dos liquidos com

0s materiais avaliados.

Desta forma, a energia livre de superficie foi estimada pela
mensuragao do angulo de contato estatico (8) com o uso dos quatro liquidos
selecionais usando o método da gota séssil (video-camera com base
instrumento de software SCA 20, Dataphysics, Filderstadt, Alemanha). Foram
realizadas quatro medidas de angulos de contato em cada corpo-de-prova.
Apos isso um valor médio de 6 foi obtido a partir da equacéo Young-Laplace e
utilizado para o calculo da energia livre de superficie de seus componentes
polar e dispersivo de acordo com o método Owen-Wendt-Rabel-Kaelble

(OWRK)8,

Foi utilizada a equagdo de Owen-Wendt-Rabel-Kaelble,*®
esta é conhecida como aproximagao da média geométrica e fornece a maneira
de estimar a energia livre de superficie de um sdlido, usando um liquido com
o4 e 0" 1L (componentes dispersivo e polar) conhecidos e a medida do angulo
de contato do sdlido, pode-se facilmente determinar oDzs e opzs do sodlido,

resolvendo a equacgao de Owen-Wendt-Rabel-Kaelble :

: I I ' -
W, = 2(\/01’ Oy +\/cr,' -05)

Sendo que W, corresponde ao valor de energia livre de
superficie, o°1. e 671 (componente dispersivo e polar do liquido), e o5 e 0%z

(componente dispersivo e polar do sélido).
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4.4.3 Medida da rugosidade média (Ra)

Tendo em vista a possivel influéncia da rugosidade na
adesao de microrganismos, a rugosidade média (Ra) de todas as amostras
(N=40) foram mensuradas antes e apos os procedimentos de anodizagao, em
um rugosimetro (Mitutoyo SJ 400 — Mitutoyo Corporation - Japao) localizado na
Faculdade de Odontologia de Araraquara, com precisdo de leitura de 0,01um,
comprimento de leitura de 2,4mm, velocidade da ponta ativa de 0,5mm/s e raio
da ponta ativa de 5uym. Foram realizadas duas medidas em cada superficie e a
meédia entre as leituras foi determinada como o valor da Ra (um) de cada

amostra. Todas as medidas foram realizadas por um unico operador.

4.5 Avaliagao da adesao bacteriana

4.5.1 Esterilizagc&o dos corpos-de-prova

Os corpos-de-prova foram acondicionados em envelopes
(Medstéril, Sao Paulo, SP, Brasil) devidamente identificados e enviados ao
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN, na USP de Sao Paulo,
para realizagdo do processo de esterilizagdo por meio de radiacdo gama

utilizando como parametro radiagao de 25kGy.

4.5.2 Preparo dos meios de cultura
A reativagdo e incubagdo do Streptococcus mutans foi
realizada utilizando-se o meio de cultura infusdo cérebro e coracado (BHI)

(Becton Dickison and Company Sparks, MD, USA). Segundo as
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recomendagdes do fabricante, 37g de pé do meio de cultura foram adicionados
em um béquer contento 1.000mL de agua destilada. Apds dissolugdo completa
do meio, aliquotas de 5mL do meio de cultura preparado foram dispensadas
em tubos de ensaio que foram esterilizados em autoclave (Phoenix,
Araraquara, SP, Brasil) a 121°C por 15min. Apos resfriamento a temperatura
ambiente, os tubos de ensaio foram armazenados em geladeira a 5°C até a

utilizagao.

Para o preparo do meio de cultura Agar Mitis Salivarius
(MSB) (Becton Dickison and Company Sparks, MD, USA), utilizado na
semeadura das placas de Petri, foram proporcionados 90g do pé do meio de
cultura e adicionados em um béquer contendo 1.000mL de agua destilada.
Apos dissolugdo completa, o meio de cultura foi esterilizado em autoclave
(121°C; 15min). Apos o resfriamento a aproximadamente 50°C, ainda na fase
liquida, o meio foi dispensado em placas de Petri estéreis, que apds
solidificacdo e até o momento da semeadura do meio de cultura, foram

armazenadas em geladeira a 5°C.

4.5.3 Preparo do patégeno

A cepa padrao de Streptococcus mutans (ATCC 25175) foi
descongelada e 500uL da suspensao de microrganismos foram inoculados em
um tubo de ensaio contendo 5SmL de BHI. Para a reativagdo, o tubo de ensaio
foi mantido em jarra de microaerofilia a 37°C ° por 24h. A seguir, o tubo de

ensaio foi agitado durante 30s. Trés algadas da suspensado foram semeadas

1

em placa de Petri com meio de cultura Agar Mitis Salivarius,”’ e levados a

5, 20, 25 h77, 83

estufa bacteriologica a 37°C em jarra de microaerofilia por 48
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Concretizado o periodo de crescimento, a morfologia das
colénias foi avaliada para confirmagdo macroscopica dos microrganismos.
Verificada a viabilidade da cepa, a inoculacdo 500uL da suspensao de
microrganismos em 5mL de BHI foi repetida, mantendo-se as mesmas

condi¢des e tempo de crescimento para posterior contaminagao das amostras.

4.5.4 Contaminacao das amostras

Para padronizacdo da contaminagdo, a concentracdo do
in6cuo foi determinada em espectrofotometro, utilizando-se densidade Optica
de 600nm, 400uL de BHI como blank e o valor de 1,25 de absorbancia como

sendo a concentragdo equivalente a 10’ UFC/mL de Streptococcus mutans.

Para a contaminagdo, os discos foram colocados,
individualmente, em placas de microtitulagédo contendo 2mL de BHI. A seguir,
100uL de indcuo com concentracdo correspondente a 107 UFC/mL de
Streptococcus mutans foram pipetados sobre as superficies das amostras. As

placas de microtitulagdo foram acondicionadas em jarra de microaerofilia®?%%

e
mantidas durante 2h em incubadora com shaker a 37°C e com agitagcdo de

75rpm?°.

Para a remogao dos microrganismos nao aderidos, apos o
periodo de 2h, as amostras foram assepticamente transferidas para novas
placas de microtitulacédo e lavadas duas vezes em 0,6mL de solugao salina. As
placas de microtitulagdo foram posicionadas em jarra de microaerofilia e

mantidas em incubadora com shaker a 37°C e com agitagdo de 75rpm durante
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24h. Apos este periodo, as amostras foram assepticamente transferidas para
novas placas de microtitulacido e lavadas duas vezes em 0,6mL de solucao

salina para remogao de microrganismos nao aderidos.

Para o desprendimento dos microrganismos aderidos, as
amostras foram assepticamente transferidas para eppendorfs contendo 1mL de
solucado salina. Os eppendorfs foram colocados em um suporte e mantidos em

ultrassom durante 20min®°.

4.5.5 Diluicdo seriada e plagueamento

Apds o periodo de 20min em ultrassom, 100uL do
conteudo do eppendorf com o0s microrganismos desprendidos foram
transferidos para outro eppendorf contendo 900uL de solugdo salina. Este
eppendorf foi agitado vigorosamente por 1min. Uma aliquota de 100uL foi
removida deste eppendorf e transferida para um novo eppendorf. Tais
procedimentos foram realizados mais cinco vezes, obtendo-se diluicbes

seriadas de 10" a 10°®.

Apos as diluicbes seriadas, uma aliquota de 25uL foi
removida de cada eppendorf (107, 102, 1073, 10*, 10° e 10°) e semeada em
um dos quadrantes de uma placa de Petri com meio Agar Mitis Salivarius. A
solucao foi espalhada com alca Drigalsky estéril em cada quadrante. Todo o
procedimento de semeadura foi realizado em triplicata. As placas de Petri
foram colocadas em jarra de microaerofilia e mantidas em estufa bacteriolégica

a 37°C por 48h.
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4.5.6 Contagem de unidades formadoras de col6nias

A contagem das colbnias para determinagdo do numero de
microrganismos viaveis (unidades formadoras de colénias - UFC/mL) foi
realizada apds 48h de incubacdo para crescimento dos microrganismos. Para
cada triplicata, a contagem de colbnias foi realizada nos quadrantes com
valores entre 30 e 300 colbnias. O calculo de UFC/mL foi feito com base na

seqguinte férmula:

UFC/mL = nimero de coldnias X v. 10"

q

Sendo v equivalente ao volume total do eppendorf, n ao
numero absoluto da diluigao (1, 2, 3, 4, 5 ou 6), e q igual a quantidade pipetada
em cada quadrante (25uL = 0,02mL). Os valores de UFC/mL obtidos foram

transformados em logaritmo na base 10.

4.5.7 Analise em microscopia eletrénica de varredura

Para ilustrar a adesdo de Streptococcus mutans, foram
selecionadas amostras representativas de cada um dos grupos/subgrupos
experimentais. Todos os procedimentos para a contaminagdo foram repetidos.
Para analise em MEV, foram realizados procedimentos para a fixacdo das
bactérias aderidas por meio da imersédo dos discos em glutaraldeido 2,5% por
1h e subsequentemente, em solugéo alcodlica a 10%, 25%, 50%, 75% e 90%
por 20min cada. Com os microrganismos fixados a superficie da amostra, foi
realizada a deposicado de ouro e posteriormente, a adesao dos microrganismos

foi visualizada no MEV.
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4.6 Estatistica

Os dados qualitativos obtidos foram organizados em
tabelas no programa Excel e analisados estatisticamente no programa Biostat
4.0.

Para analise e avaliacdo descritiva dos resultados obtidos
foram utilizados média, desvio padrdo, medianas. Os dados que ndo se
ajustaram a curva de distribuicdo normal foram comparados por meio da
analise de variancia de Kruskal-Wallis associado ao teste de Dunn, ambos com
nivel de significancia de 5%. Por outro lado, quando os resultados exibiram
distribuicdo normal, foram analisados por meio da analise de variancia a um

fator, one-way ANOVA seguida do Teste de Tukey (a=0,05).
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5 Resultado

5.1 Analise das propriedades de superficie

5.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura

A topografia das superficies das amostras de Ti cp e da liga
TNZT com (A") ou sem a realizagédo de anodizagéo (A") sdo apresentadas nas
Figuras 5 e 6. As micrografias das superficies ndo anodizadas (Figuras 5a e
6a) exibem uma topografia regular com presenga de graos evidenciados pelo
ataque quimico com Kroll. A realizagdo da anodizagao originou superficies com
topografia multiporosa, com a distribuicdo de poros de diferentes dimensdes
(Figuras 5b e 6b). De forma geral, o Ti cp apresentou maior numero de

camadas e poros mais regulares em relagéo a liga TNZT.

Figura 5- Micrografias do grupo T, subgrupos A™ (a) e A" (b). Nota-se
presencga de graos regulares evidenciados pelo ataque com Kroll,

em (a) e a presenga de poros em diferentes camadas em (b).

Araraquara, 2013.
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Figura 6- Micrografias do grupo TNZT, subgrupos A’(a) e A™ (b). Nota-se
presencga de graos regulares evidenciados pelo ataque com Kroll,

em (a) e a presenga de poros em diferentes camadas em (b).

Araraquara, 2013.

5.1.2 Andlise quimica (EDS)

Os espectros referentes a composicao quimica qualitativa
obtidos em EDS s&o apresentadas nos Graficos de 1 a 4. Pode-se observar
que a anodizacado com solugcao de B-glicerofosfato + acetato de calcio propiciou
a incorporagao de ions calcio e fosforo as superficies das amostras
anodizadas, fato confirmando quando se realizou o mapeamento das

superficies (Figuras 7 e 8)



87

Grafico 1 - Composigdo quimica qualitativa de amostra do grupo T,
subgrupo A" obtida pela técnica de EDS, apresentando

picos de Ti. Araraquara, 2013.
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Grafico 2 - Composigdo quimica qualitativa de amostra do grupo T,
subgrupo A" obtida pela técnica de EDS. Nota-se além
dos picos referentes ao elemento quimico Ti, a

presenga oxigénio, calcio e fésforo. Araraquara, 2013.
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3 - Composi¢ao quimica qualitativa de amostra do grupo TNZT,

subgrupo A’, obtida pela técnica de EDS, com picos de Ti,

Nb, e Zr, além da presenca de Ta. Araraquara, 2013.
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Grafico 4 - Composi¢cao quimica qualitativa de amostra do grupo TNZT,
subgrupo A", obtida pela técnica de EDS. Observa-se além
dos picos referentes aos elementos quimicos Ti, Nb, Zr e
Ta, a presencga de oxigénio, calcio e fosforo. Araraquara,
2013.
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Figura 7- Mapeamento da superficie de uma amostra do grupo T, subgrupo A+. A- amostra, B- distribuicdo do
oxigénio, C- distribuicao do titanio, D- distribuicdo do calcio, e E- distribuicdo do fésforo. Araraquara,

2013.
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Figura 8- Mapeamento da superficie de uma amostra do grupo TZNT, subgrupo A*. A- amostra, B- distribuigdo de oxigénio, C- distribui¢ao
do titdnio, D- distribuicdo do nidbio, E- distribuicdo de zircénio, F- distribuicdo de tantalo, G- distribuicdo de calcio, H-

distribuicao de fésforo. Araraquara, 2013.
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5.1.3 Energia Livre de superficie (ELS)

As Tabelas 4 e 5 apresentam as medianas referentes ao
angulo de contato de cada subgrupo experimental para cada um dos liquidos
utilizados, bem como os valores da energia livre de superficie (ELS)
determinados por meio do método Owen-Wendt-Rabel-Kaelble. Como os
resultados ndo se ajustaram a curva de distribuicdo normal foram analisados
por meio de analise de variancia ndo paramétrica de Kruskal-Wallis associado

ao teste de Dunn (a = 0,05).

Tabela 4 — Medianas do angulo de contato e resultados referentes ao teste de Kruskal-

Wallis*. Araraquara, 2013.

Ticp A TicpA®  TNZTA TNZT A* P
Agua 70,20° 31,60° 68,60° 38,00° < 0,0001
Etilenoglicol 32,30 21,65° 56,35° 25,40% < 0,0001
Polietilenoglicol 25,70° 19,60° 32,90° 20,75° < 0,0001
Diiodometano 24,30° 28,55° 31,45° 25,20° < 0,0001

Letras minusculas iguais no sentido horizontal indicam igualdade entre as colunas

As comparagdes entre os subgrupos para um mesmo
liquido indicaram diferengas estatisticamente significantes (p<0,05). Observa-
se que os valores de angulo de contato variaram apenas em funcdo da

realizagdo da anodizagcdo uma vez que o0s subgrupos equivalentes nao

*QOs resultados originais sdo apresentados nas Tabelas A7 a A18, e Figuras A9 a A12 do APENDICE.
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exibiram diferencas estatisticamente significantes (p > 0,05). Por outro lado, a
diferenca foi significante (p < 0,05) para a realizagado da anodizagao, tratamento
que resultou em diminuicdo dos valores de angulo de contato das amostras.
Assim, de forma geral, pode-se dizer que a liga experimental (TNZT) exibiu
valores similares aos do Ti cp e que a anodizagdo diminuiu os valores de

angulo de contato de ambos, Ti cp e TNZT.

Com relagdo a ELS (Tabela 5), observou-se variagdo de
valores em fungado da anodizagao, ou seja, o tratamento de superficie realizado
aumentou os valores de ELS em ambos metais, Ti cp e TNZT. Também sé&o
apresentados nesta tabela, os componentes: d referente a componente de
dispersédo (apolar) e p a componente polar (segundo equacdo de OWRK),
incluindo todas as interagdes entre o sdlido e o liquido: dipolo-dipolo, dipolo

induzido- dipolo, e pontes de hidrogénio.

Tabela 5 — Médias da Energia Livre de superficie (ELS), em mN/m, e suas

partes dispersiva e polar. Araraquara, 2013.

Dispersiva Polar
ELS
(d) (p)
Ticp A 44,24 37,81 6,43
Ticp A" 56,88 19,41 37,47
TNZT A 36,68 30,37 8,31

TNZT A" 53,64 21,67 31,97
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5.1.4 Rugosidade média (Ra)

Os valores médios de Ra referentes aos subgrupos deste
estudo sdo apresentados na Tabela 6. Como os resultados ndo se ajustaram a
curva de distribuicdo normal foram analisados por meio de analise de variancia
nao paramétrica de Kruskal-Wallis associado ao teste de Dunn (a = 0,05)".
Diferengas significantes foram obtidas tanto entre os diferentes metais testados
como em fungéo da realizagdo da anodizag&o, ou seja, a anodizagdo aumentou
a rugosidade das amostras e a liga experimental (TNZT) apresentou

rugosidade média inferior a do Ti cp.

Tabela 6 — Medianas da rugosidade média (Ra, em ym) segundo os grupos e
subgrupos experimentais e resultados referentes ao teste de

Kruskal-Wallis. Araraquara, 2013.

Ti cp TNZT P

Sem anodizagéo (A) 0,975 " 0,175 <0,05

Superficie Anodizada (A*) 1,210 B2 0,531 °° < 0,05
) <0,05 <0,05

Letras mailsculas sobrescritas indicam comparagdes entre as linhas; letras mindsculas sobrescritas indicam
comparagbes entre as colunas

' Os resultados originais sdo apresentados nas tabelas 19 a 24 do APENDICE.
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5.2 Analise da adesao bacteriana

As médias de UFC/mL na forma de logaritmo na base 10,
referentes a avaliacdo da adesdo do patégeno S. mutans na superficie das
amostras sdo apresentados no Grafico 5. Como os resultados se ajustaram a
curva de distribuicdo normal foram analisados por meio da analise de variancia
a um fator (one-way ANOVA, a =0,05) associado ao teste de Tukey?. De
acordo com o valor de p (< 0,00001) resultante da analise estatistica de
variancia, houve diferenca significante entre os subgrupos. As comparagdes
resultantes do teste de Tukey indicaram que a anodizagdo aumentou a adesao

do patdégeno apenas na liga experimental (TNZT).

Grafico 5 — Médias e desvios-padrao referentes a adesao de S.
mutans (em UFC/log10) segundo os grupos e
subgrupos experimentais. Letras minusculas
diferentes indicam significancia estatistica (p <
0,05). Araraquara, 2013.
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? Os resultados originais sdo apresentados nas tabelas 25 a 27 do APENDICE.
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As Figuras 9 e 10 apresentam as micrografias (aumento de
3000 vezes) das superficies Ti cp e TNZT com a adesédo de Streptococcus
mutans. Nenhuma diferenca no padrao de adesao pdde ser detectada entre os
subgrupos experimentais T A e TNZT A*, corroborando a igualdade nos
valores de UFC/mL apresentados anteriormente. Porém nos subgrupos
experimentais T A" e TNZT A" percebe-se menor numero de microrganismos

aderidos em TNZT A°'doqueem T A".

Figura 9- Adesao de Streptococcus mutans as superficies: (a) subgrupo T
A, e (b) subgrupo T A’. Observa-se grande quantidade de
microrganismos aderidos em ambas as superficies. Araraquara,

2014.

Sample Bamplo
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Figura 10- Adesao de Streptococcus mutans as superficies: (a) subgrupo
TNZT A, e (b) subgrupo TNZT A’. Observa-se grande

quantidade de microrganismos aderidos em ambas as

superficies. Araraquara, 2014.
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6 Discussao

Nas ultimas décadas, verifica-se que a implantodontia vem
dispensando especial atencdo ao estudo e desenvolvimento de materiais e
técnicas que visem aperfeigcoar a interagcao entre a superficie do implante e os
tecidos circundantes®. Diferentes métodos, tais como ataque acido, ataque
acido + deposig¢ao de ions Ca e P, jateamento com alumina, jateamento com
TiO,, jateamento com TiO,, + tratamento com acido fluoridrico, jateamento com
fosfato de calcio e anodizacdo sao utilizados pela industria. Além das
vantagens e desvantagens inerentes ao uso de cada uma das técnicas,
destaca-se na literatura que apesar dos tratamentos de superficie melhorarem
os indices de sucesso do ponto de vista cirurgico, podem causar complicagdes

inflamatorias nos tecidos circundantes®®.

Assim, o objetivo deste estudo consistiu em analisar as
propriedades de superficie de uma nova liga de titanio, a liga TNZT, com ou
sem a realizagcao de anodizagdao com ions Ca e P, bem como a adesédo de S.
mutans sobre estas superficies, comparando a liga TNZT com o Ti cp. Com
relacdo a primeira etapa do trabalho, a qual consistiu na avaliacdo das
propriedades de superficie, rejeitou-se a hipotese nula uma vez que a
anodizagdo com [-glicerofosfato de sédio e acetato de caélcio alterou a
composi¢ao quimica, topografia, rugosidade média, angulo de contato e

energia livre de superficie da liga TNZT e do Ti cp.

O titdnio € um metal altamente reativo com o oxigénio. Em

contato com o ar forma naturalmente uma camada de oxido inicialmente
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bioinerte devido ao baixo grau de organizagdo de suas estruturas cristalinas,
uma vez que este 6xido formado apresenta fina espessura. Conforme ocorre o
aumento da espessura do Oxido do titdnio aumenta também a cristalinidade
deste 06xido'®. Assim, modificacdo de superficie deste metal por meio da
anodizagdo é capaz de produzir 6xidos cristalinos altamente organizados e
com maior espessura que promoveram mudangas nas propriedades de
superficie do titanio, tais como: topografia, angulo de contato, energia livre de

superficie, e rugosidade superficial 3%,

Antes da realizacdo do tratamento de superficie, as
amostras de Ti cp e da liga TNZT exibiam topografia regular com a
evidenciagao de graos devido ao ataque quimico com solugao de Kroll (Figuras
5a e 6a). Apos a anodizagcdo, as amostras passaram a exibir uma superficie
multiporosa com incorporagao de ions Ca e P em toda a superficie (Figuras 7 e
8). As amostras apresentaram distribuicado de poros com orificios de didmetros
aproximados de 1,60 um, valores semelhantes (1,67 um) aos relatados por
Ishizawa, Ogino® (1995). As amostras de Ti cp (Figura 5b) parecem exibir
maior numero de camadas e de microprojecdes em relagao a liga TNZT (Figura

6b), cuja estrutura e topografia parecem ser menos organizadas.

A técnica de anodizagao eletroquimica por meio do método
potenciostatico que foi utilizado neste estudo consiste na aplicagdo de
voltagem constante e corrente elétrica variavel entre um anodo e catodo.
Dessa forma, ocorrem reagdes no eletrodo (oxidagdo e redugdo) em
combinagdo com a difusdo dos ions em diregdo ao anodo que levam a
formacdao de uma camada de 6xido na superficie do dnodo. Segundo Liu et

al.*® (2010) e Yu et al.®* (2011), as reacdes de oxirreducdo propiciam aumento
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da temperatura na interface metal/eletrolito bem como a liberagdo de oxigénio
e/ou vapor de agua, os quais levam a formagao de multicamadas porosas. O
crescimento desta camada de oxido depende da voltagem e corrente aplicada,

composicdo do eletrdlito, e tempo de anodizacéo "¢

Ainda como resultado da reagdo de oxirreducédo, pode
ocorrer a incorporagao dos ions as superficies multiporosas formadas durante
o processo de anodizagéo devido as descargas elétricas que atraem os ions do
eletrdlito para a superficie, 74justificando, portanto, a incorporacéo de Ca e P

observadas no mapeamento das superficies anodizadas (Figuras 7 e 8).

A incorporagao destes ions na superficie do titanio e suas
ligas ja foi relatada anteriormente, sendo associada ao aumento da
osseointegracdo 2""° devido aos ions Ca e P serem adsorvidos a camada de
TiO, e fornecerem uma ponte bioquimica entre o implante e as
macromoléculas. Estas macromoléculas apresentam alta afinidade,
principalmente pelo calcio, e se ligam a este desencadeando um mecanismo
de adsorcao de proteinas, que culminara em maior quantidade de tecido 6sseo
neoformado. Outros estudos vém avaliando a bioatividade das superficies dos
implantes de titdnio, com constatacdes de que superficies com topografia

microporosa podem aumentar a bioatividade dos implantes °¢°°

, uma vez que
a estrutura de poros formada nas superficies tratadas facilita a ancoragem de
ostedcitos, aumentando a formacéao de tecido 6ésseo e melhorando, portanto, a

osseointegragao’®%,

Corroborando os resultados deste estudo, segundo Le

Guehennec et al.** (2007), e Yu et al.®® (2011), além das alteracdes
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composicionais e topograficas (incorporagéo de calcio e fosforo e formacgao de
poros), também podem ocorrer alteragées na energia livre de superficie, angulo
de contato, e rugosidade de superficies apds anodizagdo na presenga de ions
calcio e fosforo. Tais propriedades séo destacadas por Elias et al®. (2008)
como aquelas consideradas mais importantes quando do desenvolvimento de
novos implantes. As interagdes hidrofobicas e hidrofilicas (molhabilidade)
desempenham um papel fundamental na interacdo entre a superficie de
biomateriais e elementos biolégicos como proteinas, bactérias e células®'. Por
exemplo, regides hidrofilicas de proteinas tem afinidade e aderem as
superficies hidrofilicas de um material, sendo repelida por superficies
hidrofébicas. Assim o aumento de adsorgao de proteinas pelos biomateriais
pode levar a um aumento no numero de células aderentes (propiciando maior

deposicdo de calcio, por exemplo), favorecendo a osseointegragao®'.

Para definir a hidrofobicidade/hidrofilicidade de um material
é necessario realizar mensuracdes do angulo de contato de sua superficie®®.
De maneira geral, o conceito de hidrofobicidade e hidrofilicidade é determinado
em relagao a interagdo com a agua, liquido que possui carater polar. Quando
ha formacdao de um angulo de contato menor que 90°, esta superficie é
considerada hidrofilica, porém, se o valor for superior a 90°, o material sera
considerado hidrofobico®®. A utilizacdo da agua é considerada fundamental
quando materiais utilizados como dispositivos de implantes sdo avaliados, uma
vez que 70% do corpo humano é constituido por agua. Ao ser implantado o
biomaterial entra em contato com o sangue, porém para ser um bom
biomaterial € necessario que além de apresentar propriedades fisicas,

quimicas e biolégicas compativeis com os tecidos, estimulando uma resposta
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adequada, seja hemocompativel, ou seja tenha boa compatibilidade com o
plasma sanguineo que em sua maioria (93%) é formado por agua'®.

No presente estudo, as superficies de titdnio anodizadas
apresentaram reducdo nos valores de angulos de contato apos a realizagao da
anodizagao (Tabela 4). Em agua destilada, as amostras de Ti cp apresentaram
angulo de contato inicial igual a 70,2° e apds o tratamento por anodizagéo o
angulo de contato foi reduzido para 31,6°. Com este mesmo liquido, as
amostras de TNZT apresentaram valores iguais a 68,6° e 38,0,
respectivamente antes e apds a anodizagdo. Zhu et al.®® (2004) observaram
diminuicdo nos valores de angulos de contato em amostras de Ti cp
anodizadas com ions calcio e fésforo, no qual amostras controle sem
tratamento apresentavam angulos de 75,0° e apds tratamento passaram para
45,0°. Diminuigao nos valores de angulo de contato também foram observados
por Kim et al.* (2013) em amostras de Ti cp. Antes do tratamento por
anodizagdo, suas amostras exibiam angulo de contato de 87,2°, e apds a
incorporagao de ions calcio e fosforo este valor diminuiu para 65,7°. Ja Huan et
al.>' (2014) utilizando um eletrdlito diferente com &cido fluoridrico observaram
que os valores de angulo de contato para liga NiTi, inicialmente iguais a 70°
diminuiram para 15°.

Diferentes valores de angulo de contato, bem como
diferentes reducdes desta propriedade apds anodizagdo podem ocorrer em
consequéncia a variagao nos parametros utilizados na anodizagao (voltagem,
tempo de anodizagdo, composi¢cao do eletrélito, etc). Ao estudar diferentes
voltagens para anodizacdo (140V, 200V, 260V e 300V), Zhu et al.®® (2004)

verificaram relagcéo inversamente proporcional entre a voltagem e o angulo de
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contato em amostras de Ti cp apos incorporagdo dos ions calcio e fésforo,
sendo que com o aumento da voltagem ocorria diminuicdo nos valores de
angulo de contato. Neste mesmo trabalho, os autores ainda destacaram que a
diminuicdo dos valores de angulo de contato também se associa ao aumento
na rugosidade superficial das amostras, uma vez que com o aumento da
voltagem aplicada mais rugosa se tornou a superficie, e maior numero de poros
e camadas formadas podem ter facilitado a dissipacao do liquido, diminuindo,
portanto os valores de angulos de contato.

Medidas de angulo de contato fornecem apenas uma idéia
sobre hidrofilicidade/hidrofobicidade de uma superficie em relagdo a apenas
um liquido (a agua). Porém estas medidas sdo bastante importante quando
utilizadas principalmente em testes para definicdo da energia livre de superficie
de amostras que € um parametro que melhor caracteriza a superficie de
solidos por utilizar diferentes tipos de substancias liquidas com diferentes
polaridades®®. Apesar de n3o poder serem divididas em duas categorias
distintas: moléculas polares e apolares pela simples razao de que a polaridade
€ uma grandeza que pode variar continuamente de zero até um valor maximo
(que corresponde a uma substéncia totalmente ibnica), pode-se utilizar
substancias com valores de polaridade definidos como por exemplo, a agua
(polaridade igual a 52,0), o etilenoglicol (polaridade igual a 19,0), o
polietilenoglicol (polaridade igual a 13,0), e o diiodometano (polaridade igual a
2,0) necessarios para se estabelecer o grafico de energia livre de superficie®.
O valor da energia de superficie total das amostras anodizadas demonstrou

comportamento contrario ao angulo de contato, ou seja, maior valor de energia
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livre de superficie em amostras anodizadas, resultados correspondentes aos
descritos por Huan et al.*' (2014), e Takebe et al.” (2012).

Em seu estudo Takebe et al.”® (2012) avaliaram a energia
livre de superficie em amostras de Ti cp anodizadas com ions calcio e fésforo e
obtiveram aumento na energia livre de superficie destas amostras. As amostras
sem tratamento apresentavam ELS inicial de 35,7mJ/m? e apds anodizagdo
aumentaram para 62,8 mJ/m* Em outro estudo também em relacdo & energia
livie de superficie Huan et al.®' (2014) relataram aumento da energia de
superficie total em amostras de NiTi apos anodizacdo com ions fluor, passando
de 40,0mN/m para 80,0 mN/m.

Segundo Sul et al.”® (

2005) a reducédo nos valores de
angulo de contato associada ao aumento da energia livre de superficie em
amostras anodizadas pode ser atribuida a alteragdes na rugosidade de
superficie devido a formacédo da camada de microporos. A camada multiporosa
das superficies anodizadas pode permitir que o liquido dispensado sobre a
superficie se dissipe em diregao ao interior dos poros, diminuindo desta forma
os valores de angulo de contato®. A anodizagdo com ions calcio e fosfato
promove a diminui¢do dos valores de angulos de contato, o que por sua vez
aumenta a hidrofilicidade da superficie de titdnio, contribuindo para maior
adsorcao de proteinas e por consequéncia aumento da atividade celular 3.
Dentre as propriedades de superficie, além da
molhabilidade e energia livre de superficie, variagbes na rugosidade média das

superficies de implantes também vém sendo diretamente associadas a efeitos

nos processos de osteocondugéo”.
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Segundo Albrektsson, Wennerberg? (2004), a rugosidade
média da maioria dos implantes comercializados pode ser dividida em quatro
categorias, (1) superficies lisas com valores de Ra < 0,5 ym, (2) superficies
minimamente rugosas com Ra entre 0,5 e 1 pum, (3) superficies
moderadamente rugosas com Ra entre 1 e 2 um, e (4) superficies rugosas com
valores de rugosidade média superiores a 2 ym. Desta forma amostras de Ti cp
e TNZT, que no presente estudo podem ser classificadas como minimamente
rugosas e lisas, respectivamente, passaram a ser classificadas como
superficies moderadamente rugosa e minimamente rugosas. O aumento nos
valores de Ra ap6s anodizagao esta de acordo com outros autores?*®: 8% 73.88. 89
que obtiveram aumento da rugosidade na ordem de 10 vezes em amostras de
Ti-6Al-4V (passando de 0,27um e 2,8um, respectivamente antes e apods
anodizacdo). Da mesma forma Tao et al.’”® (2009), também observaram
aumento de rugosidade na liga Ti—-24Nb—4Zr—7,9Sn, de 0,08um para 0,30um.
O aumento da rugosidade média das superficies apds a anodizagdo com calcio
e fésforo se deve a formagdo da camada multiporosa, ou seja, a presenga de
poros em diferentes camadas torna a superficie mais irregular, aumentando a
rugosidade média das mesmas®®. Estudos como de Le Guéhennec et al.**
(2007), observaram que superficies de titdnio com maior rugosidade séo
requeridas para manter a estabilidade mecanica da deposicao do revestimento
de calcio e fésforo. Além disso, Albrektsson, Wennerberg?® (2004) concluiram
que superficies de implantes mais rugosas aumentam o contato osso-implante.
Isto demonstra a importancia desta propriedade de superficie para se obter

uma forte relagdo de osseointegragdo. O aumento da rugosidade de superficies
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anodizadas pode ser benéfico melhorando a adesdo, proliferacdo e
diferenciacdo de células osteoblasticas'®, em virtude da maior area de
superficie para a adsorgao de proteinas que séo potentes indutoras de adesao
celular'’.

Neste estudo também foram verificadas diferencas
significantes entre os diferentes metais testados, no qual a liga experimental
(TNZT) apresentou rugosidade média inferior a do Ti cp em ambas as
situacbes, antes e apds a realizacdo de tratamento de superficie. Tal
ocorréncia pode ser atribuida a sua composicdo. Mesmo apdos o ataque acido
com solucéo de Kroll, a liga que parecia ter os grdéos menos evidenciados, ja
apresentava maior lisura inicial. Apos anodizagao, a liga TNZT apresenta um
aumento dos valores de Ra, porém mantém a caracteristica de apresentar
rugosidade meédia inferior ao Ti cp. A menor rugosidade da liga TNZT

possivelmente resultou na formacdo de menor numero de camadas de poros, e

poros menos regulares em relagéo ao Ti cp.

Cabe ressaltar que o sucesso dos implantes dentais
depende nao somente em propiciar o processo de osseointegracdo como
também impedir a colonizacdo bacteriana a estes dispositivos. As superficies
de implantes de titanio instaladas na cavidade bucal estdo sujeitas a
colonizacdo por bactérias e formacao do biofiime, e esta colonizacdo pode
causar destruicdo dos tecidos moles ao redor do implante como também
destruicdo do tecido 6sseo, levando a falha dos mesmos®. Assim, este estudo
também avaliou a adesao bacteriana aos metais, rejeitando-se a segunda
hipétese nula, visto que a anodizagdo com [B-glicerofosfato de sddio e acetato

de calcio alterou a adesdo de S. mutans na superficie da liga TNZT.
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Dentre as varias bactérias presentes na cavidade bucal o
S. mutans é tido como principal cepa microbiana causadora da placa dental®. A
avaliacdo de adesao deste patégeno no presente estudo se deve por este ser
conhecido como uma estirpe de bactérias primarias que preparam o ambiente
para a adesdo e acumulo das bactérias secundarias presentes no local da
implantagcéo, em particular ao redor dos implantes dentais®*. Dessa forma o S.
mutans age como colonizador primario facilitando a colonizagdo secundaria por
bactérias periodontopatdgenas, tais como Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, e Streptococcus sanguinis.

Com o objetivo de diminuir ou impedir a colonizagéo
bacteriana, alguns métodos de tratamento de superficies de implantes vém
sendo desenvolvidos atualmente®!®2. Dentre estes métodos, a modificacéo de
superficie por meio da anodizacdo além de aumentar a espessura das
camadas de Oxido do titanio, propicia também a formacdo de uma camada
mista de 6xidos com a presenca nao apenas de rutilo, mas também de anatase
na superficie do metal’’. Segundo Scarano et al.”? (2010), nanoparticulas de
anatase presentes na superficie podem atribuir caracteristicas antimicrobianas
ao titdnio devido ao seu poder de oxidagdo, que promove a liberagcdo de
radicais livres tais como hidroxila, radical superoxido, e peréxido de hidrogénio
que por sua vez resultam na lise das bactérias.

Glantz?®, em 1969, foi o primeiro pesquisador a reconhecer
a existéncia de uma correlacao positiva entre ELS e quantidade de acumulo de
placa/biofilme, em um estudo in vivo, ao avaliar superficies de esmalte, dentina

e materiais restauradores com diferentes ELS em relacdo a quantidade de
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biofilme formado em periodos de 1, 3 e 7 dias. Quirynen et al.®' (1993)
avaliaram a influéncia da energia livre de superficie na maturagcéo do biofilme
supra e subgengival ao redor de implantes. Foram acompanhados pilares de
implantes com alta (titdnio) e baixa (recobrimento com teflon) energia livre de
superficie, durante o periodo de 3 meses. Os resultados demonstraram que os
substratos com baixa ELS apresentaram menor quantidade de biofilme maduro
tanto supra quanto subgengival (com maior propor¢do de cocos, e menor
propor¢ao de organismos méveis e espiroquetas). Dessa forma a diminui¢cao
na formacao de biofilme em superficies com menor ELS pode ser parcialmente
explicada devido a baixa resisténcia de ligagdo entre as bactérias e substrato,
provavelmente por causa de uma falha coesiva na camada tratada'®. Por outro
lado, Quirynen et al.®° (1990), ao avaliarem diferentes superficies com mesma
rugosidade e diferentes ELS, verificaram auséncia de diferenca na quantidade
de placa aderida as superficies, sugerindo ndo haver influéncia da ELS sobre o
biofilme aderido em superficies de mesma rugosidade.

A adesdo e a retengcdo dos microrganismos ocorrem em
quatro fases: (1) transporte de nutrientes dos microrganismos para o substrato;
(2) adeséo inicial; (3) adesado por meio de interagbes especificas e (4)
colonizagdo das superficies®®. A ades3o inicial de um microrganismo a um
substrato se deve a interagdes entre forcas atrativas de Van der Waals e forcas
eletrostaticas repulsivas. Apds esta fase, ocorre o segundo estagio de adeséao
por meio de ligagdes ibnicas, covalentes, ou pontes de hidrogénio. Esta
segunda fase de adesdo ¢é considerada irreversivel, e ocorre,
preferencialmente, em superficies rugosas, onde os microrganismos estarao

protegidos contra forcas de remocao®*. Por este motivo, a rugosidade de
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superficie tem demonstrado ser uma variavel importante na formagao de placa
30,62

Com o aumento da rugosidade, aumenta-se também a area
de superficie (em cerca de duas a trés vezes) que pode facilitar a maior adeséo
bacteriana®'. Segundo Bollen et al.? (1996) e Quirynen et al.®" (1993) reduzir a
rugosidade abaixo do padrdo de 0,2um n&o influenciam na quantidade de
biofilme formado sobre as superficies de implantes. Desta forma, com relacao
ao Ti cp, uma possivel explicacdo para nado haver diferenga estatistica
significante entre superficie sem tratamento e anodizada em relagdo a adeséo
de S. mutans, ou seja, ndao haver aumento na adesdo de S. mutans apds
anodizagdo, se encontra nos valores de rugosidade média superficial. As
superficies de Ti cp sem tratamento apresentavam rugosidade de 0,97um, e
apo6s a anodizagédo a rugosidade aumentou para 1,2 ym, aumento de 0,2um,
pode nao ter sido suficiente para alterar e promover aumento da adeséao de S.
mutans a superficie do Ti cp.

Assim, pode-se dizer que o aumento da adesdo de S.
mutans na superficie anodizada da liga TNZT parece estar mais associado a
quantidade de aumento nos valores de Ra do que ao aumento da energia livre
de superficie, uma vez que o Ti cp anodizado apresentou valores de ELS muito
préximos aos mensurados na liga experimental anodizada.

Embora tenha sido bem conduzido, o presente estudo
apresenta limitagdes. Avaliou-se a adesdo bacteriana em superficies
anodizadas incorporando ions calcio e fosforo, como proximo passo os
resultados deste estudo deveriam ser transferidos para um modelo

microbiolégico utilizando microrganismos anaerébios especificos relacionados
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a doenga perimplantar para averiguar a resposta das superficies anodizadas
em relagdo a adesdao. Em estudos futuros com a estratégia de utilizar técnicas
de modificagdo de superficie por anodizacao pode-se incorporar diferentes ions

como a prata e o magneésio para testar seus potenciais antimicrobianos.
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7 Conclusao

Pode-se concluir que:

- A anodizagao com [-glicerofosfato de sédio e acetato de
calcio alterou as propriedades de superficie, composi¢cao quimica, topografia,
rugosidade média e energia livre de superficie da liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta e do Ti
cp.

- A anodizacdo com B-glicerofosfato de sédio e acetato de
calcio aumentou a adesdo de Streptococcus mutans apenas na superficie da
liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta.

- O aumento da rugosidade de superficie e energia livre de
superficie facilitaram maior formacao de biofilme em superficies de Ti-35Nb-

7Zr-5Ta anodizadas.
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Tabela A1 - Estatistica descritiva referente ao angulo de contato dos
subgrupos experimentais mensurado em agua destilada.
Araraquara, 2013.

TicpA” TicpA® TNZTA TNZTA'

Tamanho da amostra 12 12 12 12

Minimo 55,60 21,40 57,40 29,20

Maximo 106,90 44,80 86,60 47,60

Amplitude Total 51,30 23,40 29,20 18,40

Mediana 70,20 31,60 68,60 38,00

Primeiro Quartil (25%) 67,45 29,03 64,58 34,30

Terceiro Quartil (75%) 72,43 35,83 84,30 46,13

Desvio Interquartilico 4,98 6,80 19,73 11,83

Média Aritmética 73,67 32,63 72,18 38,91

Variancia 217,02 51,57 118,29 40,77

Desvio Padrao 14,73 7,18 10,88 6,39

Erro Padrao 4,25 2,07 3,14 1,84

Coeficiente de Variacao 0,20 0,22 0,15 0,16

Assimetria (g1) 1,55 0,32 0,23 0,25

Curtose (g2) 1,99 -0,41 -1,68 -1,38

Média Harmonica 71,45 31,18 70,70 37,96

N (média harménica) 12 12 12 12

Média Geomeétrica 72,49 31,90 71,43 38,43

N (média geométrica) 12 12 12 12

Variancia (geométrica) 1,01 1,02 1,01 1,01

Desvio Padrao (geométrico) 1,20 1,25 1,16 1,18
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Tabela A2 — Resultados do teste de Kruskal-Wallis referente
a comparacgao dos valores de angulo de contato

mensurados em agua destilada. Araraquara,

2013.
H 36,5145
Graus de liberdade 3

(p) Kruskal-Wallis < 0,0001

Ticp A 443

Ticp A" 112

TNZT A 433

TNZT A" 188
Ti cp A" (posto médio) 36,9167
Ticp A" (posto médio) 9,3333
TNZT A" (posto médio) 36,0833
TNZT A" (posto médio) 15,6667

Tabela A3 — Comparagdes dos valores de angulo de contato mensurado em agua

destilada obtidas por meio do teste de Dunn. Araraquara, 2013.

Comparagoes Dif. Postos z calculado z critico P
Postos médios Ticp A e Ticp A* 27,5833 4.8261 2,635 <0,05
Postos médios Ticp A"e TNZT A 0,8333 0,1458 2,635 ns
Postos médios Ticp A"e TNZT A* 21,25 3,718 2635 <0,05
Postos médios Ticp A" e TNZT A 26,75 4,6803 2,635 <0,05
Postos médios Ticp A" e TNZT A* 6,3333 1,1081 2,635 ns
Postos médios TNZT A"e TNZT A* 20,4167 3,5722 2,635 <0,05

ns = nao significante
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Tabela A4 — Estatistica descritiva referente ao angulo de contato dos subgrupos
experimentais mensurado em etilenoglicol. Araraquara, 2013.
Ticp A TicpA TNZTA® TNZTA'

Tamanho da amostra 12 12 12 12

Minimo 26,10 15,00 38,50 19,10
Maximo 43,40 27,10 68,90 36,50
Amplitude Total 17,30 12,10 30,40 17,40
Mediana 32,30 21,65 56,35 25,40
Primeiro Quartil (25%) 28,53 18,30 45,60 23,68
Terceiro Quartil (75%) 36,63 22,85 63,38 26,85
Desvio Interquartilico 8,10 455 17,78 3,18
Média Aritmética 32,85 21,15 54,59 25,70
Variancia 26,85 12,43 118,46 20,02
Desvio Padrao 5,18 3,53 10,88 4,47
Erro Padrao 1,50 1,02 3,14 1,29
Coeficiente de Variacao 0,16 0,17 0,20 0,17
Assimetria (g1) 0,63 0,07 -0,13 1,02
Curtose (g2) -0,27 -0,38 -1,81 2,52
Média Harmonica 32,14 20,60 52,53 25,04
N (média harmdnica) 12 12 12 12

Média Geomeétrica 32,49 20,88 53,56 25,36
N (média geométrica) 12 12 12 12

Variancia (geométrica) 1,01 1,01 1,02 1,01

Desvio Padrao (geométrico) 1,17 1,19 1,23 1,18
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Tabela A5 — Resultados do teste de Kruskal-Wallis referente
a comparagdo dos valores de angulo de
contato mensurados em etilenoglicol.

Araraquara, 2013.

H 38,5859
Graus de liberdade 3
(p) Kruskal-Wallis < 0,0001
Ticp A 350,5
Ticp A" 108
TNZT A 508
TNZT A" 209,5
Ti cp A" (posto médio) 29,2083
Ti cp A" (posto médio) 9
TNZT A" (posto médio) 42,3333
TNZT A" (posto médio) 17,4583

Tabela A6 — Comparagdes dos valores de angulo de contato mensurado em

etilenoglicol obtidas por meio do teste de Dunn. Araraquara, 2013.

Comparacgoes Dif. Postos z calculado z critico P
Postos médios Ticp A e Ticp A" 20,208 3,536 2,635 <0,05
Postos médios Ticp A"e TNZT A 13,125 2,296 2,635 ns
Postos médios Ticp A e TNZT A” 11,750 2,056 2,635 ns
Postos médios Ticp A" e TNZT A 33,333 5,832 2,635 <0,05
Postos médios Ticp A" e TNZT A* 8,458 1,480 2,635 ns
Postos médios TNZT A"e TNZT A* 24,875 4,352 2635 <0,05

ns = nao significante
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Tabela A7 — Estatistica descritiva referente aos valores de angulo de contato dos
subgrupos experimentais mensurados em polietilenoglicol.
Araraquara, 2013.
TicpA TicpA TNZTA® TNZTA'

Tamanho da amostra 12 12 12 12

Minimo 20,10 15,00 22,40 13,10
Maximo 36,90 24,10 42,10 26,50
Amplitude Total 16,80 9,10 19,70 13,40
Mediana 25,70 19,60 32,90 20,75
Primeiro Quartil (25%) 24,48 17,38 26,08 17,08
Terceiro Quartil (75%) 27,05 21,65 38,95 23,70
Desvio Interquartilico 2,58 4,28 12,88 6,63
Média Aritmética 25,97 19,61 32,60 20,24
Variancia 18,65 8,67 52,05 18,69
Desvio Padrao 4,32 2,94 7,21 4,32
Erro Padrao 1,25 0,85 2,08 1,25
Coeficiente de Variagao 0,17 0,15 0,22 0,21

Assimetria (g1) 1,26 0,05 -0,10 -0,26
Curtose (g2) 3,52 -1,08 -1,85 -1,25
Média Harmonica 25,38 19,20 31,08 19,32
N (média harmdnica) 12 12 12 12

Média Geomeétrica 25,66 19,40 31,84 19,79
N (média geométrica) 12 12 12 12

Variancia (geométrica) 1,01 1,01 1,02 1,02

Desvio Padrao (geométrico) 1,17 1,16 1,26 1,25
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Tabela A8 — Resultados do teste de Kruskal-Wallis referente
a comparagdo dos valores de angulo de
contato mensurados em polietilenoglicol.

Araraquara, 2013.

H 27,51
Graus de liberdade 3,00
(p) Kruskal-Wallis < 0,0001
Ticp A 370,50
Ticp A" 157,00
TNZT A 462,50
TNZT A" 186,00
Ti cp A" (posto médio) 30,88
Ticp A" (posto médio) 13,08
TNZT A" (posto médio) 38,54
TNZT A" (posto médio) 15,50

Tabela A9 — Comparagbes dos valores de angulo de contato mensurado em

polietilenoglicol obtidas por meio do teste de Dunn. Araraquara, 2013.

Comparacgoes Dif. Postos z calculado z critico P
Postos médios Ticp A e Ticp A* 17,792 3,113 2,635 <0,05
Postos médios Ticp A"e TNZT A 7,667 1,341 2,635 ns
Postos médios Ticp A"e TNZT A* 15,375 2,690 2635 <0,05
Postos médios Ticp A" e TNZT A 25,458 4,454 2,635 <0,05
Postos médios Ticp A" e TNZT A* 2,417 0,423 2,635 ns
Postos médios TNZT A"e TNZT A* 23,042 4,032 2635 <0,05

ns = nao significante



129

Tabela A10 — Estatistica descritiva referente ao angulo de contato dos subgrupos
experimentais mensurado em diiodometano. Araraquara, 2013.
TicpA TicpA” TNZTA  TNZTA'

Tamanho da amostra 12 12 12 12

Minimo 14,50 23,60 22,90 17,40
Maximo 30,20 32,60 37,80 26,60
Amplitude Total 15,70 9,00 14,90 9,20
Mediana 24,30 28,55 31,45 25,20
Primeiro Quartil (25%) 22,40 26,90 28,30 23,45
Terceiro Quartil (75%) 25,98 29,48 32,80 25,83
Desvio Interquartilico 3,58 2,58 4,50 2,38
Média Aritmética 23,88 28,29 31,00 24,28
Variancia 17,92 5,78 18,62 6,16
Desvio Padrao 4,23 2,41 4,32 2,48
Erro Padrao 1,22 0,69 1,25 0,72
Coeficiente de Variacao 0,18 0,09 0,14 0,10
Assimetria (g1) -0,79 -0,19 -0,02 -2,13
Curtose (g2) 1,15 0,44 -0,10 5,51

Média Harmonica 23,05 28,10 30,43 23,99
N (média harmdnica) 12 12 12 12

Média Geométrica 23,49 28,20 30,72 24,14
N (média geométrica) 12 12 12 12

Variancia (geométrica) 1,02 1,00 1,01 1,01

Desvio Padrao (geométrico) 1,22 1,09 1,15 1,12
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Tabela A11 — Resultados do teste de Kruskal-Wallis
referente a comparagéo dos valores de angulo
de contato mensurados em diiodometano.

Araraquara, 2013.

H 22,759

Graus de liberdade 3,000
(p) Kruskal-Wallis < 0,0001
Ticp A 181,500
Ticp A" 374,000
TNZT A 440,500
TNZT A" 180,000

Ti cp A" (posto médio) 15,125
Ticp A" (posto médio) 31,167
TNZT A" (posto médio) 36,708
TNZT A" (posto médio) 15,000

Tabela A12 — Comparagdes dos valores de angulo de contato mensurado em

diiodometano obtidas por meio do teste de Dunn. Araraquara, 2013.

Comparacgoes Dif. Postos z calculado z critico P
Postos médios Ticp A e Ticp A* 16,042 2,807 2,635 <0,05
Postos médios Ticp A" e TNZT A 21,583 3,776 2,635 <0,05
Postos médios Ticp A"e TNZT A* 0,125 0,022 2,635 ns
Postos médios Ticp A" e TNZT A 5,542 0,970 2,635 ns
Postos médios Ticp A" e TNZT A" 16,167 2,829 2,635 <0,05
Postos médios TNZT A"e TNZT A* 21,708 3,798 2635 <0,05

ns = nao significante
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Grafico A2- Grafico de Energia Livre de superficie gerado pelo
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Grafico A3 - Grafico de Energia Livre de superficie gerado pelo
softwvare SCA 20 para a amostra de TNZT A.

0.5-(1+cos{ca))-sft{)/sqrt{sftD())

13
12.5
12
1.5
"
10.5
10
9.5

8.5

75

6.5

55

Araraquara, 2013.

SE - Plot

\I

001

03

0.5

0.7

09111 13

sqrt(stP()/sD()

15

ih74

18 221

23

25

133



Grafico A4 - Grafico de Energia Livre de superficie gerado pelo
software SCA 20 para a amostra de TNZT A™.
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Tabela A13 - Estatistica descritiva referente a rugosidade média dos
subgrupos experimentais. Araraquara, 2013.
Ticp A TicpA” TNZTA TNZTA'

Tamanho da amostra 10 10 10 10
Minimo 0,815 0,89 0,168 0,49
Maximo 1,318 1,38 0,21 0,595

Amplitude Total 0,503 0,49 0,042 0,105
Mediana 0,975 1,21 0,175 0,5313

Primeiro Quartil (25%) 0,8763 1,098 0,173 0,5081

Terceiro Quartil (75%) 1,158 1,355 0,1773 0,5538

Desvio Interquartilico 0,2818 0,257 0,0043 0,0456

Média Aritmética 1,0207 1,2004 0,1787 0,532
Variancia 0,0336 0,0281 0,0002 0,0012
Desvio Padrao 0,1832 0,1677 0,0125 0,0347
Erro Padréao 0,0579 0,053 0,0039 0,011
Coeficiente de Variacao 17,95% 13,97% 6,99% 6,53%
Assimetria (g1) 0,6343 -0,5423 2,1169 0,5088
Curtose (g2) -1,1121 -0,7745 4,6063 -0,5425
Média Harmonica 0,9932 1,1775 0,178 0,53
N (média harménica) 10 10 10 10
Média Geométrica 1,0066 1,1893 0,1783 0,531
N (média geométrica) 10 10 10 10

Variancia (geométrica) 1,0133 1,0093 1,0019 1,0018
Desvio Padréao (geométrico)  1,1906 1,1574 1,0685 1,0667




Tabela A14 — Resultado do teste de Kruskal-Wallis referente
a comparacgao dos valores de rugosidade média

entre os subgrupos de Ti cp. Araraquara, 2013.

H 4,9766
Graus de liberdade 1
(p) Kruskal-Wallis 0,0257
Ticp A 75,5
Ticp A" 134,5
Ti cp A" (posto médio) 7,55
Ticp A" (posto médio) 13,45

Tabela A15 — Resultado do teste de Kruskal-Wallis referente
a comparagdo dos valores de rugosidade
média entre o0s subgrupos de TNZT.

Araraquara, 2013.

H 14,3613
Graus de liberdade 1
(p) Kruskal-Wallis 0,0002
TNZT A 55
TNZT A* 155
TNZT (posto médio) 5,5

TNZT (posto médio) 15,5
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Tabela A16 — Resultado do teste de Kruskal-Wallis referente
a comparagao dos valores de rugosidade
média entre as amostras ndo anodizadas.

Araraquara, 2013.

H 14,3613
Graus de liberdade 1
(p) Kruskal-Wallis 0,0002
Ticp A 55
TNZT A 155
Ti cp A" (posto médio) 5,5
TNZT A" (posto médio) 15,5

Tabela A17 — Resultado do teste de Kruskal-Wallis referente
a comparagdo dos valores de rugosidade
média entre as amostras anodizadas.

Araraquara, 2013

H 14,3613
Graus de liberdade 1
(p) Kruskal-Wallis 0,0002
Ticp A" 55
TNZT A" 155
Ti cp A" (posto médio) 5,5

TNZT A" (posto médio) 15,5
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Tabela A18 — Resultado do teste de Dunn referente a comparagao dos valores de

rugosidade média entre os subgrupos experimentais. Araraquara,

2013.
Comparagoes Dif. Postos z calculado z critico p
Postos médios Ticp A e Ticp A 59 2,23 1,96 <0,05
Postos médios TNZT A"e TNZT A* 10 3,7796 1,96  <0,05
Postos médios Ticp A" e TNZT A° 10 3,7796 1,96  <0,05
10 3,7796 1,96 <0,05

Postos médios Ticp A" e TNZT A*
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Tabela A19 — Estatistica descritiva referente a adesao de S. mutans segundo

0s subgrupos experimentais. Araraquara, 2013.

TicpA” TicpA® TNZTA® TNZTA®

Tamanho da amostra 10 10 10 10

Minimo 6,991 6,892 5,748 6,763
Maximo 7,462 7,505 6,491 7,362
Amplitude Total 0,471 0,613 0,743 0,598
Mediana 7,234 7,060 6,097 7,079
Primeiro Quartil (25%) 7,051 6,965 5,903 6,798
Terceiro Quartil (75%) 7,404 7,262 6,293 7,217
Desvio Interquartilico 0,353 0,297 0,390 0,419
Média Aritmética 7,229 7,122 6,106 7,034
Variancia 0,035 0,044 0,068 0,051
Desvio Padrao 0,188 0,210 0,260 0,226
Erro Padrao 0,059 0,067 0,082 0,071
Coeficiente de Variacao 0,026 0,030 0,043 0,032
Assimetria (g1) 0,062 0,908 0,165 -0,031
Curtose (g2) -1,996 -0,594 -1,234 -1,778
Média Harmonica 7,224 7,117 6,096 7,028
N (média harmdnica) 10 10 10 10

Média Geomeétrica 7,226 7,119 6,101 7,031
N (média geométrica) 10 10 10 10

Variancia (geométrica) 1,000 1,000 1,001 1,000

Desvio Padrao (geométrico) 1,026 1,030 1,044 1,033




Tabela A20 — Resultado da analise de variancia one-way ANOVA

referente a comparagdao dos valores de unidades

formadores de colbénia. Araraquara, 2013.

Fontes de variagcao Gl

QM

p

Subgrupos 3
Erro 36

2.675 54.0204 <0.0001

0.05
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Tabela A21 — Resultados do teste de Tukey referentes a comparagao dos

valores de unidades formadoras de colbénia entre os

subgrupos experimentais. Araraquara, 2013.

Comparagoes Diferenca Q o]
Ticp A vs. Ticp A" 0,1063 1,5112 ns
Ticp A'vs. TNZT A 1,1223 15,949 < 0,01
Ticp A vs. TNZT ™ 0,1942 2,7593 ns
Ticp A" vs. TNZT A 1,016 14,4378 < 0,01
Ticp A" vs. TNZT A" 0,0878 1,2481 ns
TNZT A vs. TNZT ™ 0,9281 13,1897 < 0,01
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