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FILOSOFIA DO SUCESSO
“Napoleon Hill"

" Se vocé pensa que é um derrotado,
vocé serd derrotado.

Se ndo pensar, quero intensamente,
ndo conseguird nada.

Mesmo que vocé queira vencer,

mas acha que ndo vai conseguir,

a vitéria ndo sorrird para voce.

Se vocé fizer as coisas pela metade,

vocé serd um fracassado.

Nés descobrimos, neste mundo,

que o sucesso comega pela intengdo da gente
e tudo se determina pelo nosso espirito.

Se vocé pensa que ¢ um malogrado,

se forna como tal.

Se vocé almeja atingir uma posigdo mais elevada deve,
antes de obter a vitéria,

dotar-se da convicgdo de que conseguird infalivelmente.

A luta pela vida hem sempre é vantajosa

aos fortes, nem aos espertos.

Mais cedo ou mais tarde,

Quem cativa a vitéria € aquele que cré plenamente:
EU CONSEGUIRET!
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Fernandes Filho RB. Avaliagdo da rugosidade, corrosdo e aderéncia bacteriana
no titdnio comercialmente puro apds agao de fluoretos em diferentes periodos
[Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2008.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a rugosidade superficial e o processo de
corrosao do titanio comercialmente puro (Ti cp), apds simular periodos de
contato com fluoretos de 5 (G5), 10 (G10), 15 (G15) e 20 (G20) anos, bem como
avaliar a aderéncia de S. mutans nestas superficies. Para cada respectivo
periodo, discos de Ti cp foram previamente polidos e entdao imersos em solugao
fluoretada a 0,15% (1500 ppm, pH 5,3) ou em agua destilada como controle
(G0). A rugosidade média (Ra), rugosidade média quadratica (Rms) e a area
superficial projetada (Area) foram avaliadas por microscopia de forga atémica
(MFA) antes e apds a imersdo. As mesmas superficies foram examinadas por
microscopia eletrénica de varredura (MEV e EDX) e a aderéncia dos S. mutans
avaliada pela contagem das unidades formadoras de colénia (UFC/ml). Todos os
grupos teste aumentaram significativamente a Ra, Rms e Area apds a imerséo
em solugao fluoretada. Entretanto, na comparagdo entre os grupos (Kruskall-
Wallis), somente a Area foi estatisticamente diferente. Os grupos G10 (p=0,008),
G15 (p=0,014) e G20 (p<0,001) apresentaram maior Area quando comparados
com GO. A andlise por MEV mostrou a presenca de corrosdo por pits e uma
superficie irregular em todos os grupos teste. O GO nao sofreu alteracdo em
nenhum parametro avaliado. O EDX mostrou a presenga de compostos de Ti-F-
Na incorporados a superficie do G20. Na contagem das UFC/ml, o grupo G20
apresentou maior aderéncia que GO e G5. Conclui-se que os ions fluoretos em
baixa concentracao foram capazes de promover corrosao do Ti cp em todos os
grupos teste e alteraram a Area do Ti cp ao longo do tempo. Adicionalmente, a

aderéncia bacteriana mostrou-se maior no periodo mais longo de exposigao.

PALAVRAS CHAVE: Titanio; fluoretos; corrosdo; aderéncia bacteriana;

microscopia de forga atémica; microscopia eletrénica de varredura.



Fernandes Filho RB. Evaluation of roughness, corrosion and bacteria adherence
in commercially pure titanium after fluoride action in different periods [Dissertagédo
de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2008.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the superficial roughness and the corrosion
process of commercially pure titanium Ti cp, after simulating different periods of
fluoride contact: 5 (G5), 10 (G10), 15 (G15) e 20 (G20) years, as well as the
adherence of S mutans in those surfaces. For each respective period, Ti cp discs
were previously polished and than submersed in fluoride solution 0.15% (1500
ppm, pH 5.3) or distilled water as control group (G0). The average roughness
(Ra), root mean square roughness (Rms) and scanned area (Area) were
assessed for atomic force microscopy (AFM) before and after the immersion. The
same surfaces were examined for scanned electron microscopy (SEM, EDX) and
S mutans adherence calculated by the counting of colony forming units (CFU/m).
All test groups increased significantly the Ra, Rms and Area after the immersion
in fluoride solution. However, the comparison among the groups (Kruskall-Wallis),
only the area showed significant difference. The groups G10 (p=0.008), G15
(p=0.014) and G20 (p<0.001) showed higher Area compared with GO. The SEM
analysis showed the presence of corrosion by pits and irregular surface in all test
groups. The GO did not change for any parameter evaluated. The EDX showed
the presence of Ti-F-Na in the surface of samples from G20. In the counting of
CFU/ml, the G20 resulted in higher bacteria adherence compared with GO and
G5 (ANOVA, p=0.015). In conclusion the fluoride ions in low concentration
promoted corrosion in Ti cp from all test groups and altered the Area of Ti cp over
the time. Moreover, the longer is the period of immersion in fluoride solution,
higher is the bacteria adherence.

KEY WORDS: Titanium; fluoride; corrosion; bacterial adherence; atomic force

microscopy; scanned electron microscopy.



INTRODUCAO

O titdnio tem sido amplamente usado como material
odontolégico na fabricacao de implantes, e o alto indice de sucesso deste

7

biomaterial é devido a uma combinacdo favoravel de excelentes
propriedades mecanicas, resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade'®.
As propriedades da superficie do titAnio sdo particularmente relevantes
para o primeiro contado do organismo com o biomaterial, garantindo
estabilidade e possibilitando a ocorréncia do processo de
osseointegracdo®. A estabilidade a longo prazo dos implantes dentarios
depende da integragdo do implante com o osso adjacente e os tecidos
moles', e também da relagdo com o ambiente bucal, que é
particularmente favoravel a biodegradacdo dos metais devido a suas
caracteristicas iénicas, térmicas, microbiolégicas e enzimaticas'°.

A corrosdo € o resultado de reagdes eletroquimicas que
ocorrem entre um material metalico e o meio ambiente ao redor. A
presenca de uma densa e estavel camada de 6xido formada na superficie
do titanio é responsavel por uma resisténcia superior a corrosao deste
material®'. Essa camada, conhecida também por camada de passivacgéo é
formada rapidamente pela alta reatividade do titdnio com o oxigénio,
formando varios 6xidos, principalmente o TiO,, e sua espessura varia de

10 a 20 nm*°. Em um estudo comparativo de 12 diferentes metais e ligas

em contato com meio corrosivo, foi encontrado que o Ti cp exibia a menor



tendéncia de corrosdo em um meio representando as condi¢coes
normalmente encontradas no ambiente bucal®.

Entretanto, tem sido sugerido por diversos autores que os
fluoretos, provenientes de produtos de higiene oral como dentifricios e
bochechos fluoretados, podem causar injuria a superficie do Ti,
danificando, assim, a camada de éxido de titanio®>”3"*>4¢50 Qs fluoretos,
conhecidos por causarem corrosdo no Ti, estdo presentes nos produtos
de higiene oral na forma de fluoreto de sédio (NaF) nas concentracdes
que variam de 0,1% (1000 ppm) a 1% (10000 ppm)"**. Além disso, alguns
estudos tém demonstrado que a agéo dos fluoretos promove um aumento
significativo da rugosidade do Ti comercialmente puro (Ti cp) e de ligas de
niquel titanio (NiTi) e Ti-6AI-4V'72>%,

A aderéncia e colonizagdo bacteriana sido consideradas
importantes por desenvolverem um papel chave na patogénese das
infeccdes associadas aos biomateriais®'?. A exposicdo do titanio na
cavidade oral representa uma superficie que pode interagir com as
bactérias da flora nativa levando a formacao do biofilme. As espécies de
microorganismos das familias dos Estreptococos e Aggregatibacter sao
consideradas os colonizadores iniciais, preparando o ambiente para
outros colonizadores que requerem condicbes especiais de
crescimento'>?2,

O fator inicial que influéncia no processo de adesao € a

energia livre de superficie, que determina as ligagbes entre as bactérias e



o biomaterial. O segundo, e mais importante, fator a ser considerado € a
rugosidade da superficie. A presenca de sulcos, ranhuras, riscos,
depressdes e irregularidades na superficie facilitam a colonizagao, pois
essas irregularidades servem como abrigo para as bactérias contra forgas
de remocdo vindas do fluxo salivar, mastigacdo, degluticdo e
procedimentos de higiene, tornando o ambiente mais favoravel para se
estabelecerem as ligagdes entre bactérias e o titanio®. Além disso, em
superficies mais rugosas o biofilme apresenta um grau de maturacao
maior e o nimero de bactérias aumenta em grande quantidade*.
Diversos outros estudos, in vivo e in vitro, tém demonstrado uma forte
correlagdo entre uma maior adesdo bacteriana inicial e uma maior
rugosidade na superficie de titanio®”:19:32:34-36.39.51.53

Tendo em vista que o processo corrosivo do titanio pode
acontecer na presencga de ions fluoretos e causar alteragcdes na superficie
deste material, e também, que a adesao inicial de microorganismos é
fundamental para formagéo do biofilme no ambiente bucal, a avaliagdo

desses fatores torna-se pertinente para o estudo.



REVISAO DE LITERATURA

CORROSAO

Campus et al.® (2003) em estudos experimentais, clinicos e
epidemiolégicos demonstraram que a agao topica dos ions fluoretos é o
fator de maior importancia na prevencao de caries. Os fluoretos inibem a
desmineralizagdo, aumentam a remineralizacdo e inibem a formacao da
placa bacteriana nos dentes. Produtos como dentifricios, bochechos e
vernizes contendo fluoretos em concentracdes variando de 0,1% a 1%
sdao frequentemente usados para aplicagbes profilaticas, e
freqientemente também se encontram fluoretos na agua potavel de
algumas cidades’#4384047,

Um expressivo numero de produtos disponiveis
comercialmente contendo fluoretos, para o uso domeéstico e profissional,
tem sido aceitos pelas Diretrizes do Programa de Aprovagcdo (ADA
Acceptance Program Guidelines) do Conselho de Assuntos Cientificos da
American Dental Association (ADA Conuncil on Scientific Affairs)'. A
importancia dos dentifricios fluoretados como material eficaz de aplicacao
de fluoretos e a relagdo custo beneficio, leva a crer que provavelmente
continuarao sendo utilizados em muitos paises.

Siirila, Konoénen®, em 1991, avaliaram os efeitos dos

fluoretos sobre amostras de Titanio comercialmente puro (Ti c.p.). 36



amostras foram imersas durante 1, 3 e 6 dias em dentifricio com 0,125%
de fluoretos (Elmex e Sensodyne), gel dental com 1,25% de fluoretos
(Elmex) e verniz fluoretado com 2,26% de fluoretos (Duraphat).
Adicionalmente, o grupo da pasta Elmex ficou imerso até 14 dias. Apos o
periodo de teste, as amostras foram analisadas em microscopia 6tica e
eletrénica de varredura, encontrando indicios de deterioragdo superficial
como aparecimento de pits apés 3 dias de imersdao em gel, que se
agravaram apos o 6 dia.

Koéndnen el al.?' (1995), estudaram o efeito corrosivo de
uma solucéo fluoretada a 1,25% com pH de 5,5 na superficie do Ti cp.
Apés a imersdo das amostras por 1, 5, 10 e 20 dias e observagdes por
MEV, os autores encontraram um intenso aumento da rugosidade a partir
do dia 1, e estendendo-se de forma mais agressiva para 0s outros
periodos. Segundo os autores a solugdo fluoretada tinha atacado a
superficie do Ti cp, onde se observava o aparecimento de pits.

Em 1996, Toumelin-Chemla et al.’°, analisaram as
propriedades corrosivas do gel fluoretado sobre o titanio utilizando-se da
analise voltamétrica. A corrosdo das amostras foi medida de acordo com
a resisténcia de polarizacao (Rp) das amostras de Ti cp e Ti-6Al-4V em
solugédo de Ringer, gel fluoretado (10.000 ppm/pH 5,5) e solugédo de
Ringer fluoretada (10.000 ppm/ pH 6,75). Os autores encontraram uma
excelente resisténcia a corrosdo do Titanio nas solugdes fisiologicas,

porém quando o meio apresentava-se acido e fluoretado, o processo de



corroséo foi significantemente prejudicial para as amostras, sendo que
este processo inibe a formagéo da camada protetora de 6xido de Titanio.

Resultados semelhantes foram encontrados por Reclaru,
Meyer®, em 1998. Os autores testaram o efeito dos fluoretos em
implantes de Ti c.p., utilizando solucao fisiol6gica ou solugcdo com saliva
artificial com e sem presenca de fluoretos (1.000 ppm) com diversos pHs
(6,15 a 3,0). Na analise superficial por microscopia eletrbnica de
varredura, foi encontrada a presenca de pits e fissuras quando o pH foi
inferior a 3,5, 0 que caracterizou o processo de corrosao do Titanio. Pela
andlise da composicao atdmica de superficie, verificou-se a presenca de
Fluor e Cloro.

A corrosdo é um paréametro que determina a
biocompatibilidade de um metal para o uso odontoldgico. Devido a esse
fato, Strietzel et al.*®, em 1998, avaliaram a resisténcia a corrosao do Ti
c.p. em diferentes meios, verificando que em meios fluoretados ocorre
uma liberacdo acelerada de ions metalicos e que esta liberagdo é
potencializada quando o pH decresce. Os autores também afirmam que
os fluoretos presentes nos dentifricios ou agentes profilaticos podem
reagir com a superficie, formando complexos sollveis com ions Titanio
derivados das camadas de 6xido, aumentando a corrosdo do material.

., em 1998, avaliaram a resisténcia a corrosao

Kedici et a
de 17 metais e ligas odontolégicas em saliva artificial, saliva artificial

contendo &cido citrico e em uma solugéo fluoretada com pH 6,5. O titanio



foi o metal mais resistente a corrosdo, mais até que a liga de ouro.
Entretanto, os autores ressaltaram que o uso do titdnio com ligas néo
preciosas, pode ser um risco para Corrosao.

127, estudaram os efeitos da

Em 1999, Nakagawa et a
concentracado de fluoretos e do pH no processo de corrosdo do Ti cp, por
meio de polarizacdo anoddica em testes de imersdao em solugées de NaF,
com diferentes concentracdes variando de 90,5 a 9048 ppm (0,02 a 2 %)
e valores de pH variando de 3 a 7. Os resultados revelaram que o titanio
foi corroido tanto pela existéncia de pequena quantidade de fluoretos em
baixo pH, como também em meios com alta concentragéo de fluoretos e
com alto pH. Os autores afirmam que o titanio & facilmente corroido no
ambiente bucal ap6s o uso de gel, enxaglatérios ou dentifricios contendo
fluoretos acidos.

Procurando demonstrar os efeitos dos pH = 2,4, pH = 5,6 e
pH = 10,8 na corrosao de 21 ligas metéalicas odontolégicas, por solugdes
a base de &cido sulfurico, Bayramoglu et al.*, em 2000, reportaram que o
tithnio apresentou moderada corrosdo, independentemente do pH,
entretanto, concluiram que o titanio poderia ser efetivamente usado em
ambientes com potencial corrosivo.

A resisténcia a corrosdo do Titanio em acidos organicos foi
avaliada por Koike, Fuiii?®, em 2001, utilizando amostras em Ti c.p. e
solugdes de acido formico e latico (pH 1,0 a 8,5). Na cavidade oral, estes

acidos podem ser precipitados na superficie do Titanio e a concentragao



dos acidos organicos pode variar dependendo de um ambiente aerdbio ou
anaerobio. As amostras sofreram significante descoloragdo macroscépica
e a corrosao foi diretamente dependente do pH no acido férmico e
relativamente dependente no acido latico.

A estabilidade quimica e a resisténcia a corrosao exibida
pelo Titanio sdo caracteristicas essenciais para um biomaterial. Em 2001,
Aziz-Kerrzo et al., avaliaram estas caracteristicas em materiais a base de
Ti c.p. e duas ligas (Ti-6Al-4V, Ti-45Ni) em solugdo salina tamponada,
utilizando polarizagdo anddica e impedancia eletroquimica. Os autores
concluiram que o titanio exibia alta resisténcia para o inicio da corrosao.

Na dultima década, novas ligas de Titanio tém sido
desenvolvidas na odontologia tais como o Ti6AIV4 e NiTi.
Simultaneamente, tratamentos usando suplementos fluoretados, como os
géis fluoretados, também tém sido amplamente utilizados. Schiff et al.*®
(2002) avaliaram a influéncia dos fluoretos e do pH na resisténcia a
corrosdo do Ti cp e suas ligas. As amostras foram expostas a saliva
artificial Fusayama-Meyer com e sem presenca de fluoretos (1000 ppm) e
com variacao de pH (5,3 e 2,5). Em todas as amostras, houve um efeito
negativo na resisténcia a corrosao quando expostas as solucdes
fluoretadas e baixo pH. Os autores sugerem que pacientes que possuem
protese e/ou implantes em Titanio, deveriam ser avisados para nao usar

géis fluoretados.



Diversos trabalhos in vitro descreveram que ambientes
contendo fluoretos podem atacar o Titanio por meio do processo de
corrosdo. Huang'®, em 2002, avaliou o efeito dos fluoretos e da tensao
elastica a tragdo na resisténcia a corrosdo do Titanio. Amostras de Ti cp
foram preparadas e imersas em solucao de NaCl (pH 6,0) com diversas
concentragdes de NaF (0 a 1%, ou seja, 0 a 10.000 ppm). Foi aplicada
forca de tracdo nas amostras e a avaliacao da resisténcia a polarizacao.
Observacées da morfologia superficial por MEV e analise de EDX
também foram mensuradas. Apés 8 horas de imersdo em solucéao
contendo e 10.000 ppm, foram observadas pela MEV evidéncias de
corrosdo por pits e a presenga de cristais de fluorotitanato de sddio
(NazTiFe) impregnados na superficie do Ti cp. O autor concluiu que,
independentemente da forga de tragdo aplicada, todas as amostras
sofreram corrosao quando a concentracado de NaF foi maior que 0,1%.

Segundo Aparicio et al.?, em 2003, o Ti c.p. é altamente
usado como material para implantes odontolégicos devido as suas
adequadas propriedades mecéanicas e excelente biocompatibilidade. Os
autores testaram duas diferentes superficies de Ti c.p., jateados com
6xido de Aluminio ou Silica, e avaliaram o comportamento eletroquimico
em solugdo polarizada, sem a presenga de fluoretos. Como concluséao,
todos os materiais avaliados possuiam um adequado comportamento
eletroquimico e de corrosao, sendo seu uso indicado como material para

implante odontolégico.



Huang'® (2003) estudou efeito corrosivo dos fluoretos na liga
de Ti6Al4V pelo testes de polarizacao linear, MEV e EDX. Foi utilizada
saliva artificial com adicdo de fluoretos com concentragdes variando de
0,01 a 0,5% (100 a 5.000 ppm) e pH 5. O tempo de imersao foi de 2
horas. Foi observado que a partir do momento que a concentracdo de
NaF era maior que 0,1% (1.000 ppm) a prote¢do da camada de éxido de
titanio (TiO,) era destruida pelos fluoretos, e isso levava a formacéo de
complexos de NaTiFs. Aplés observar os resultados do teste de
polarizacdo, o autor concluiu que o0 aumento gradativo da concentracédo
dos fluoretos diminuia a resisténcia a corrosao do Ti6Al4V, especialmente
quando a concentragdo era maior ou igual a 0,15% (1500 ppm).

A liga de titanio beta (titAnio-molibdénio), utilizada em fios
ortodonticos, foi estudada por Kaneko et al.'® (2003) apés a imersdo em
solugdes fluoretadas de 0,2% (2000 ppm) e 2% (20.000 ppm), com pH
6,5. Para ambas as concentracbes foi encontrado uma descoloracédo da
superficie das amostras apdés os testes. Na analise por EDX foi
encontrado o composto NasTisF14 apds imersdo por 24 horas na solucao
de 2,0% e a corrosdo foi observada pela presenca de pits e uma
superficie descamada.

Shim et al.? (2005) estudaram a resisténcia a corrosao por
teste de polarizagéo estatica do Ti cp e de 5 diferentes composicdes de
um liga de titanio-prata. Foi utilizada saliva artificial contendo fluoretos

com concentragbes de 0,1% e 1% (1.000 e 10.000 ppm) com um pH



médio de 6,3. Os resultados demonstraram que a densidade da corrente
passiva do Ti cp e da liga titdnio-prata aumentaram na maior
concentragdo de ions fluoretos, e ambas reagiram sensivelmente com
estas substancias. Entretanto, quando a liga tinha em sua formulagéo 3%
de prata a sua resisténcia contra os ataques dos fluoretos era maior que a
do Ti cp.

Com o intuito de desenvolver ligas de titanio resistentes a
corrosdo, Nakagawa et al.?® (2005) avaliaram o efeito corrosivo de duas
ligas experimentais de Ti-Pt (titAnio-platina) e Ti-Pd (titAnio-paladio)
comparadas com Ti cp, Ti-6Al-4V e Ti-6Al-7Nb usando o teste de
polarizacdo anddica e a mensuragdo do potencial de corrosao
eletroquimica. Foi utilizada saliva artificial contendo 0,2% de NaF (2.000
ppm). Os resultados demonstraram que o Ti cp, Ti-6Al-4V e Ti-6Al-7Nb
eram expressivamente atacados pelos fluoretos (testes eletroquimicos) e
apresentavam superficie rugosa e com presenca de pits (MEV), fato que
ndo foi observados para as ligas experimentais, que permaneceram
inalteradas.

Mabilleau et al.?® (2006) usaram microscopia de forca
atébmica (MFA), MEV e EDX para investigar a resisténcia a corrosdo de
discos de Ti cp depois de 3, 6, e 9 dias de imersdo em solugédo de saliva
artificial contendo fluoretos a 0,5% (5.000 ppm) e 2,5% (25.000 ppm). A
rugosidade superficial (Ra) aumentou consideravelmente apds os

periodos de imersdo para ambas as concentragdes, sendo mais



exacerbada na concentracdo maior. Nas observagbes por MEV foi
constatada a presenga de um ataque uniforme a superficie com a
presenga de pits, que sao indicativos de processo corrosivo, além da
presenga de compostos piramidais identificados pela analise de EDX
como Na.TiF (fluorotitanado te sddio). Os resultados indicaram que o
ataque a camada de Oxido foi progressivo a medida que o tempo de
imers&o aumentava.

Usando uma metodologia semelhante, Huang'’ (2007)
avaliou a topografia superficial de arcos ortoddnticos de niquel-titanio
(NiTi) por MFA de quatro marcas comerciais ap6s imersdao em ambientes
fluoretados por 28 dias. O autor encontrou um significativo aumento nos
padroes de rugosidade avaliados (Ra e Rms) apds a imersao em saliva
artificial contendo gel fluoretado (cerca de 17000 ppm de fluoretos),
independente da marca comercial. Entretanto, em baixas concentracdes
de fluoretos (menor que 2500 ppm) ndo foi observado diferenca
estatisticamente significante na rugosidade.

Popa et al.*® (2008), avaliaram a resisténcia a corrosdo por
testes eletroquimicos e a rugosidade (Ra e Rms) do Ti cp e da liga de Ti-
5Al-4V. Foi utilizada saliva artificial de Tani&Zucchi com concentracao de
fluoretos a 0,01 M por 500 horas. Foi registrada corrosdo por pit em
ambos biomateriais e os valores da rugosidade superficial aumentaram
com o tempo e a presencga de fluoretos, denotando aumento na atividade

anddica, segundo os autores.



ADESAO BACTERIANA

Apesar das diferencas de rugosidade de superficies, energia
livre e carga, os fatores mais importantes no desenvolvimento inicial da
placa sdo semelhantes na dentina, esmalte, metais e resinas. Entretanto,
a colocagédo de outras superficies solidas na cavidade oral, como 0s
implantes, gera sitios adicionais para a adesao e colonizagdo bacteriana.
Esta adesdo e colonizagdo podem variar de acordo com o biomaterial,
com o tipo de microrganismo, fase de crescimento e propriedades
superficiais dos materiais (energia livre de superficie e rugosidade)®.

Imediatamente apdés a imersdo de um substrato soélido
dentro de um meio liquido da cavidade bucal, macromoléculas
hidrofébicas sao absorvidas pelas superficies, formando um filme
condicionante formado por glicoproteinas salivares e anticorpos,
denominado pelicula adquirida. Este filme condicionante altera a carga e
a energia livre de superficie, aumentando assim, a eficiéncia da adeséao
bacteriana®.

Os Streptococcus mutans séo os primeiros colonizadores do
biofilme. Interagées hidrofébicas sdo importantes na aderéncia do
Streptococcus mutans em superficies de Ti cp'’, porém a aderéncia de
bactérias orais em diferentes biomateriais indica que a rugosidade
superficial pode ser mais importante que a energia livre de superficie do

material®®.



Fujioka-Hirai et al.'" (1987) avaliaram in vitro a ades&o de S
mutans em seis diferentes materiais de implantes, entre eles uma liga de
titdnio. A mudancga da energia livre de superficie foi avaliada por meio das
interagGes hidrofébicas entre dois tipos de peliculas adquiridas (saliva ou
soro humano) com as superficies testes. Os autores concluiram que a
aderéncia de S. mutans para o titénio tinha uma alta correlagcdo com a
mudanca da energia livre de superficie, 0 que sugere que a interacao
hidrofébica tem um importante papel na aderéncia dos S. mutans.

Nakazato et al.?® (1989) estudaram a ades&o bacteriana em
diferentes materiais de implantes (Alumina, zircénia, hidroxiapatita e
titdnio) adaptados em dispositivos especialmente confeccionados e
colocados na regido gengival de humanos. Eles notaram que havia a
formacdo de uma fina pelicula adquirida e a aderéncia inicial dependia
mais da rugosidade do que da energia livre de superficie. Além disso, a
adesdo inicial nas quatro primeiras horas era predominante de
microorganismos da espécie dos estreptococos e dependia da superficie
em estudo, mas apds 48 horas ndo havia diferenca. A maturacao da placa
nao dependia do material em estudo e ap6s 48 horas havia um aumento
das bactérias anaerobias.

Em 1993, Quirynen et al.®*

avaliaram amostras de placa
provenientes de um componente protético liso e um rugoso de nove
pacientes apds trés meses de uso no ambiente bucal. Os autores notaram

que a placa da parte supragengival dos componentes rugosos eram mais



maduras do que as dos lisos, por meio de uma diminuigdo dos
microorganismos da espécie dos cocos. As regides subgengivais dos
componentes rugosos apresentavam 25 vezes mais bactérias que a
superficie lisa, com uma ligeira diminuicdo da densidade de cocos e
aumento dos microorganismos moveis. Esses resultados sugerem que as
superficies mais lisas reduziriam a colonizagao bacteriana.

Resultados semelhantes in vitro foram encontrados por Wu-
Yuan et al.®®, em 1995, e mostraram que nas superficies de titanio
rugosas havia uma maior aderéncia bacteriana.

Num estudo em humanos com seis pacientes, Leonhardt et
al.® (1995) encontraram uma adesdo de diversas espécies de
microorganismo semelhante para superficies de titanio, hidroxiapatita e
amélgama em diferentes periodos. As espécies de estreptococos
constituiam em mais de 50% das bactérias viaveis na contagem, e nao foi
encontrada diferenca entre as superficies estudadas.

Estudando o efeito de diferentes rugosidades superficiais
(Ra= 0,21 pm, 0,11 um, 0,13 um e 0,05 um) de componentes protéticos
na formacao da placa bacteriana supra e sub-gengival de seis pacientes,
Quirynen et al.*® (1996), encontraram parametros de formacédo da placa
semelhantes para as diferentes superficies apdés um e trés meses. Os
autores sugeriram que a rugosidade média de 0,2 um seria um limite
aceitavel para a adesdo bacteriana no titanio, sendo, portanto nao

prejudicial aos tecidos adjacentes.



Em um estudo semelhante, Bollen et al.® (1996),
encontraram subgengivalmente espiroquetas e microorganismos méveis
somente ao redor de componentes com Ra=0,2 um apdés trés meses, néo
sendo encontrados em componentes super polidos com Ra=0,06 um.
Porém, apés um periodo de 12 meses a propor¢cao desses
microorganismos na flora subgengival era igual. Os resultados desse
estudo confirmam o estudo prévio indicando que uma Ra=0,2 um nao
teria maior impacto na composi¢cao da microbiota supra e subgengival.

Rimondini et al.>® (1997), avaliaram a rugosidade superficial
necessaria para redugdo da colonizagdo bacteriana no titdnio apos 24
horas e testaram trés tipos de polimento (Ra dos grupos avaliados
A=0,088 pm, B=0,201 um e C=2,142 uym). Os autores encontraram uma
menor quantidade de microorganismos no grupo A do que nos grupos
mais rugosos. E concluiram que a superficie com rugosidade média de
0,088 um inibia fortemente o acumulo e maturacao da placa bacteriana
apdés 24 horas, e sugeriram que uma superficie extremamente polida
deveria ser usada em componentes protéticos e cicatrizadores para
implantes dentarios.

Rasperini et al.*®, em 1998, compararam a formac&o inicial
de placa bacteriana nas superficies do titdnio e de uma ceramica usados
na fabricacdo de componentes protéticos em quatro pacientes. Os
autores demonstraram que apo6s seis horas ja havia colonizagao

bacteriana de ambas as superficies, e apds o periodo de 24 horas ocorre



0 ponto maximo de colonizagao e a contagem permanece constante apds
o periodo de 14 dias, também nao encontrando diferengas para as duas
superficies.

Em 1998, Steinberg et al.** avaliaram a adesdo de A.
viscous, A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis na superficie do titanio
(Ti) e em uma liga de Ti-6Al-4V (liga-Ti) revestidos com albumina ou
saliva humana. Todos os testes demonstraram uma maior adesao a liga-
Ti do que no Ti. P. gingivalis exibiu uma menor ades&o ao Ti e a liga-Ti do
que as outras espécies, e também uma reducdo na adesdo para a
albumina ou saliva. A adesao de A. viscous e A. actinomycetemcomitans
foram reduzidas para as duas superficies quando elas foram revestidas
com albumina ou saliva. Os resultados mostraram que as bactérias bucais
tém uma diferente afinidade na adesao para o Ti e a liga-Ti. Além disso,
tanto a albumina quanto a saliva reduzem a adeséo bacteriana.

A adeséao bacteriana na superficie de implantes de titanio
tem uma grande influéncia nos resultados de longo prazo dos implantes
dentais. Parametros como rugosidade superficial e composicdo quimica
sao tidas como um significante impacto na formacao da placa. Groessner-
Schreiber et al.”® (2001), avaliaram a adesdo de S mutans e S mitis em
superficies de rugosidade semelhante, porém diferentes revestimentos de
superficie, como o nitreto de titanio (TiN) ou nitreto de zircdnio (ZrN). Uma
reducéo significante no numero de bactérias aderidas foi observada nas

superficies TiN e ZrN quando comparadas com o Ti polido. Os autores



concluiram que modificagdes fisicas nas superficies de implantes de
titinio podem reduzir a aderéncia bacteriana e melhorar os resultados
clinicos.

Em outro estudo em humanos, Scarano et al.*' (2003)
avaliaram a adesdo bacteriana em implantes revestidos com TiN e sem
revestimento (controle). Os autores encontraram uma adesao
significativamente menor na superficie do TiN quando comparada com a
superficie controle, além de uma rugosidade semelhante para as duas
superficies. Assim, a superficie de TiN provavelmente poderia ser
importante para reduzir o desenvolvimento da peri-implantite.

Resultados semelhantes mostrando uma menor adesdo de
microorganismos em superficies TiN e ZrN foram encontrados novamente
por Groessner-Schreiber et al."*, em 2004.

Em 2004, Scarano et al.** demonstraram em um estudo
semelhante ao realizado em 2003 que em uma superficie de oxido de
zircbnio a adesao bacteriana era menor que em uma superficie de titanio
cp.

A aderéncia bacteriana nas superficies de implantes de Ti cp
é influenciada pelos parametros de rugosidade superficial e energia livre
de superficie. Tendo em vista esse conceito, Pier-Francesco et al.*?
(2004), modificaram essas propriedades em discos de Ti cp e avaliaram a
aderéncia de Porphyromonas gingivalis. As diferentes rugosidades das

amostras foram obtidas por polimento especifico e avaliadas por MFA. Os



grupos foram divididos em: “muito liso” (Ra=34,57 nm), “liso” (Ra=155,00
nm), “rugoso” (Ra=223,24 nm) e “muito rugoso” (Ra=449,42 nm). A
modificacdo da energia livre de superficie foi feita por tratamento quimico
e dois grupos avaliados foram: controle e tratado. Foi encontrada uma
significante reducdo na adesdo do grupo “muito liso”, ndo sendo
encontrado 0 mesmo para o0s outros grupos. A mudanga na
hidrofobicidade, ndo exerceu influencia na adesao bacteriana. A adeséao
bacteriana foi mais influenciada pelos padrdes fisicos (rugosidade) do que
os padrdes quimicos (energia livre de superficie).

Chin et al.” (2007) avaliaram in vitro a formagao do biofilme
em microimplantes a base de titdnio de diferentes marcas comerciais,
sendo que anteriormente foi avaliada a Ra por MFA. A comparagéo entre
os diferentes sistemas de implantes usando a analise de regressao linear
multipla indicou que a formacdo do biofiime foi influenciada pela
rugosidade da superficie do implante.

Sendo a rugosidade um importante fator na adesédo e
extensdao da colonizagdo bacteriana, julga-se necessario, a analise do
efeito corrosivo que os fluoretos podem causar no Ti cp, bem como, a

andlise da aderéncia bacteriana nessas superficies.



PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro, a rugosidade
superficial e o processo de corrosdo do Titanio comercialmente puro (Ti
cp) submetido a acao de fluoretos nos periodos de simulagao de 5, 10, 15
e 20 anos. Bem como, estudar a adesao de Streptococcus mutans a

superficie do Ti cp apos a exposicao aos fluoretos.



MATERIAL E METODO

Preparacao das amostras

No presente estudo utilizou-se 25 discos de Ti cp grau Il,
com 5 mm de espessura e 6 mm de didmetro, obtidos por meio do corte
de uma barra estoque ASTM F67-88 (Titania S.P.A, Texas, USA) em um
torno mecanico convencional. Para se obter uma superficie homogénea
dos discos, eles foram inicialmente embutidos com resina acrilica (Jet,
Artigos Odontolégicos Classico, Sdo Paulo, Brasil) em uma embutidora
Pre30Mi (Arotec, Cotia, Brasil) (Figura 1a). Apds esse procedimento, os
discos foram lixados com lixas d’dgua de carboneto de silicio nas
granulagdes de 280, 400, 600, 800 e 1200 (Buehler, lllinois, EUA) até a
remogcdo das ranhuras e riscos grosseiros, utilizando-se uma politriz
universal Aropol-2V (Arotec, Cotia, Brasil) a uma velocidade de 300 rpm,
adaptada com um dispositivo de polimento multiplo com uma forca
controlada de 0,5 kg para cada amostra (Figura 1b). Para o polimento
final foram utilizados panos especiais Ultrapol® e Microcloth® (Buehler,
lllinois, EUA), associado as suspensdes de diamante de 3 um e 1 pum
Metadi® Supreme (Buehler, lllinois, EUA), com a mesma velocidade e
forca utilizadas no lixamento por 15 minutos para cada suspenséo,

obtendo-se uma superficie polida e espelhada®.



O polimento foi realizado para ambas as faces do disco.
Apés a remocdo cuidadosa da resina acrilica eles foram lavados
sucessivamente em agua destilada e posteriormente em acetona pura
(Merck, Darmstadt, Alemanha) em um aparelho de ultra-som (Utrasonic
Cleaner 1440 Plus, Odontobras, Ribeirdo Preto, Brasil). Os discos polidos
e limpos foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos com 5 discos
cada, que foram colocados na solucao teste simulando os periodos de

contato com fluoretos de 5 anos, 10 anos, 15 anos, 20 anos e controle.

FIGURA 1 — a) disco de Ti cp embutido em resina acrilica. b) politriz com

dispositivo de polimento multiplo acoplado.

Aplicacéao dos fluoretos

A aplicacao dos fluoretos foi realizada por meio da imersao

dos discos em solugao fluoretada a 0,15% (1500 ppm), pH 5,3, dispostos

em micro tubos tipo eppendorfs@**. Essa concentragdo foi escolhida por



ser a mais comumente utilizada em dentifricios comercialmente
disponiveis no mercado. A escolha da solugéo foi realizada devido a
necessidade de somente avaliar a agdao dos fluoretos, evitando assim a
interferéncia de outras substancias que poderiam estar na formulagéo dos
dentifricios ou saliva artificial. Para o preparo da solucao foi utilizado
fluoreto de sédio (NaF, Merck, Darmstadt, Alemanha) que foi dissolvido
em agua destilada na proporcao de 1,5%, e o pH ajustado em 5,3 com
solucdo de acido fluoridrico (HF, Merck, Darmstadt, Alemanha) em um
phmetro (Phmetro 8010, Qualxtron, Jundiai, Brasil).

Os grupos foram divididos simulando o tempo de contato do
Ti cp com os ions fluoretos durante uso em ambiente bucal por 5 anos
(G5), 10 anos (G10), 15 anos (G15) e 20 anos (G20), com o tempo de
imersao em solugédo de 182,5 horas, 365 horas, 547,5 horas e 730 horas
respectivamente. Essa estimativa de tempo foi baseada em um
procedimento de higiene bucal, estimando-se que 0 mesmo seja realizado
3 vezes ao dia com um tempo médio de 2 min por vez. A solugao foi
trocada a cada 12 horas em todos os grupos. O grupo controle (GO) foi

imerso em agua destilada com trocas a cada 12 horas®.

Analise por Microscopia de for¢ca atbmica

No presente estudo foram realizadas 3 imagens aleatorias

de 50x50um de area em trés discos de cada grupo, utilizando-se um



microscopio de forga atdbmica Nanoscope IIIA™ (Digital Instruments,
Santa Barbara, EUA) no Contact Mode™, sendo o operador calibrado e
cego para o estudo. As leituras foram feitas antes da aplicacdo dos
fluoretos e apds os tempos experimentais (G0, G5, G10, G15 e G20)'"%.

Os padrées de superficie avaliados foram a rugosidade
média (Ra), a rugosidade média quadratica (Rms) e area superficial
projetada (Area) e foram obtidos por meio do softwear Gwyddion 2.5
(Praga, Republica Tcheca). As imagens topograficas da superficie em 3D
foram normalizadas na escala Z, para comparacdo entre 0S grupos
(Figura 2). A Ra é o parametro de rugosidade mais utilizado na literatura,
ela consiste na média aritmética dos valores absolutos dos pontos do
perfil em relacdo a uma linha média dentro do percurso de medigdo. A
Rms consiste na média aritmética dos valores dos pontos do perfil

elevados ao quadrado. A Area consiste no célculo da area da superficie

projetada na leitura.



FIGURA 2 — Imagem topografica em 3D apds normalizacao na escala Z.

Analise por Microscopia eletrénica de varredura

Para uma andlise qualitativa de uma maior area superficial
do Ti cp, apo6s a exposicao aos fluoretos, foram feitas fotomicrografias por
microscopia eletrénica de varredura (MEV), obtidas em um equipamento
LEO 440 (LEO Electron Microscopy Ltd, Cambridge, England) com
detector Oxford (Oxford Instruments Inc., Concord, USA), operando com
feixe de elétrons de 20kV. A andlise de espectroscopia de dispersao de
raios X (EDX), que permite analisar os elementos quimicos presentes na
superficie do Ti cp, foi realizada em um equipamento EDX LINK
ANALYTICAL modelo QX 2000, acoplado ao microscopio eletrénico,

utilizando-se um feixe de elétrons de 20 keV e uma distancia de 25 mm



do canhao de elétrons até a amostra. Essa andlise foi realizada em trés
imagens com aumento de 600 vezes para cada amostra e foram

realizadas em um mesmo disco analisado por MFA para cada grupo.

Avaliacdo da adeséao bacteriana

Realizada a avaliagcdo por MFA e MEV, apés aplicacdo dos
fluoretos, foi feita a contaminacao bacteriana com Streptococcus mutans.
A avaliagdo da adesdo bacteriana consistiu em contagem das unidades
formadoras de colénias (UFC/ml). Cinco discos de Ti cp de cada grupo
foram esterilizados pela exposicdo & luz ultravioleta (300 pw/cm?) por 20
minutos?®.

Previamente a contaminacgao, foi verificada a viabilidade da
cepa padréo de Streptococcus mutans (NTCC 1023) pela inoculagéo de
500 ul da suspensao de microorganismos (MO) em 5 ml de BHI caldo
(Brain Heart Infusion, BHI™, Difco Laboratories, Detroit, EUA), em jarra
de microaerofilia a 37°C por 24 horas. Apés a verificagao do crescimento
dos microorganismos, pelo turvamento do meio, trés alcadas da
suspensao foram semeadas em placa de Petri com meio de cultura SB-
20, meio este especifico para S mutans, e levados a estufa bacteriolégica
a 37°C em jarra de microaerofilia por 48 horas. Concretizado o periodo de
crescimento bacteriano, foi avaliada a morfologia da colbénia para

confirmagdo da espécie dos microorganismos. Confirmada a viabilidade



da cepa foi repetido o procedimento de inoculagdo de 500 pl da
suspensdo de MO em 5 ml de BHI caldo, com as mesmas condi¢des e
tempo de crescimento, para serem utilizados na contaminacdo das
amostras®.

Para a contaminacéo, as amostra foram colocadas em tubos
falcon com 5 ml de Muller Hinton (Difco Laboratories, Detroit, EUA) e
inoculados com 100 pl de indcuo (correspondente a 10”7 UFC/ml de
Streptococcus mutans). A seguir foram mantidas em uma incubadora 430
RD com shaker (Nova ética, Piracicaba, Brasil) por 24 horas, a 37°C com
agitacao de 100 rpm. Esta foi utilizada com o intuito de simular o ambiente
dindmico da cavidade bucal.

A recuperacdo e contagem das células viaveis foram feitas
nas 5 amostras de cada grupo. O disco foi cuidadosamente transferido
para um tubo contendo solugdo salina e submetido a agitacao por 1
minuto em agitador com alta velocidade para remover as bactérias
aderidas na amostra. Apds este procedimento 500 ul do conteddo do tubo
foi diluido seqliencialmente em trés tubos com solugdo salina para se
obter as diluicdes de 10" a 10™. Em seguida foi realizada a semeadura
com o gotejamento de 25 pl de cada diluicdo em placas com meio SB 20.
Apobs o crescimento bacteriano (Estufa 37°C por 48 horas) foi realizada a
contagem das UFC com auxilio de lupa esteroscépica. Todo o

procedimento de contaminagéo e contagem foi realizado em triplicata®.



Analise estatistica

A analise estatistica foi executada com a ajuda do programa
BioEstat 4.0 (Belém, Pard, Brasil). Para a andlise dos dados da MFA, na
comparacao intra-grupo foi utilizado o teste de Wilcoxon e na comparacéo
entre os grupos foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis. As diferencas
foram consideradas significantes quando p<0,05.

Para a analise estatistica da contagem das UFC/ml, os
dados foram transformados em logaritmo para a normalizagéo e depois
foram comparados por meio do teste estatistico ANOVA/Tukey,

considerando as diferencgas significantes quando p<0,05.



RESULTADO

RUGOSIDADE e CORROSAO

Analise por microscopia de forca atomica

Os valores da rugosidade média (Ra) e rugosidade média
quadratica (Rms) estdo representados em nanOmetros (nm) e da area
superficial projetada (Area) em micrometros quadrados (um?. Os
resultados demonstram as leituras superficiais por microscopia de forga
atébmica (MFA) do Ti cp antes e depois da imersdao das amostras em
solucdo controle (dgua destilada - grupo G0), e em solugdo fluoretada
(1500 ppm, pH 5,3) para os diferentes periodos de simulacdo: G5 (5
anos), G10 (10 anos), G15 (15 anos) e G20 (20 anos).

A Tabela 1 mostra os valores médios e os desvios padrao
da Ra antes e depois da imersdo em solugcao controle ou fluoretada para

os diferentes grupos.



Tabela 1 — Valores médios com seus respectivos desvios padrdo em nm
da Ra das amostras antes e depois da imersao nas solugbes controle e

teste para os diferentes periodos

Grupos Ra antes Ra depois p1 p2 p3
GO 27,56 £ 9,41 28,75 + 8,33 0,953
G5 26,52 +£9,89 34,22 +14,75 0,038*
G10 29,52 +7,57 40,63 + 5,41 0,028* 0,695 0,199
G15 31,38 +£7,84 45,4 + 10,32 0,021*
G20 30,43 £ 9,77 4448 +17,19 0,028*

* diferenca estatisticamente significante p < 0,05.

p1- comparagéo entre Ra antes e Ra depois em cada grupo (Teste de Wilcoxon)

p2 - comparacdo dos valores de Ra antes entre todos os grupos (Teste de Kruskall-
Wallis).

p3 - comparacao dos valores de Ra depois entre todos os grupos (Teste de Kruskall-
Wallis).

Na comparagao intra-grupo antes e depois da imersdao em
solucdo (Teste de Wilcoxon), foi observado aumento estatisticamente
significante da Ra ap6s a imersdao em solucao fluoretada para os grupos
G5 (p=0,038), G10 (p=0,028), G15 (p=0,021) e G20 (p=0,028). Entretanto,
o grupo controle (GO) ndo apresentou alteragdo significativa na Ra
(p=0,953) (Tabela 1). O aumento da Ra nos grupos expostos aos ions
fluoretos nos diferentes periodos demonstra o seu potencial de causar
corrosao na superficie do titdnio comercialmente puro, visto que o grupo
controle nao apresentou alteracao em sua superficie.

Na comparacdo entre os grupos antes da imersdo nas

solugbes utilizadas (Teste de Kruskall-Wallis), ndo foi encontrada



diferenga entre eles (p=0,695), sugerindo que as amostras de todos os
grupos tinham Ra semelhante antes da realizagdo dos testes. Apesar de
ter sido observado um aumento nos valores médios Ra depois nas
amostras dos grupos expostos aos ions fluoretos, ndao houve diferenca
significativa entre os grupos (p=0,7179). Além disso, esse aumento da Ra
parece ser gradativo com o tempo de exposicdo e tende a se estabilizar
apoés o periodo de simulagédo de 15 anos (Tabela 1).

A Tabela 2 mostra os valores médios e os desvios padrao
da Rms antes e depois da imersdao em solucido controle ou fluoretada
para os diferentes grupos.

Tabela 2 — Valores médios com seus respectivos desvios
padrao em nm da Rms das amostras antes e depois da imersdo nas

solugdes controle e teste para os diferentes periodos

Grupos Rms antes Rms depois p1 p2 p3
GO 41,63 (+ 12,35) 44,52 (+ 11,82) 0,678
G5 40,99 (£ 12,82) 49,8 (+ 16,75) 0,086
G10 44,25 (£ 11,44) 56,97 (+ 6,6) 0,028* 0,766 0,276
G15 46,75 (£ 11,8) 63,08 (+ 13,62) 0,038*
G20 46,72 (£ 10,34) 60,89 (+ 18,31) 0,038*

* diferenca estatisticamente significante p < 0,05.

p1 - comparagao entre Rms antes e Rms depois em cada grupo (Teste de Wilcoxon)

p2 - comparagao dos valores de Rms antes entre todos os grupos (Teste de Kruskall-
Wallis).

p3 - comparacao dos valores de Rms depois entre todos os grupos (Teste de Kruskall-
Wallis).



Na comparagdo entre 0 mesmo grupo antes e depois da
imersdao em solucdo (Teste de Wilcoxon), foi observado aumento
estatisticamente significante da Rms apds a imersdo em solugao
fluoretada para os grupos G10 (p=0,028), G15 (p=0,038) e G20 (p=0,038).
Observou-se um aumento da Rms do grupo G5, entretanto, este nao foi
estatisticamente significante (p=0,086). O grupo controle (GO) nao
apresentou alteragdo significativa na Rms (p=0,678) (Tabela 2).
Novamente, o0 aumento do parametro de rugosidade Rms na superficie do
Ti cp demonstra a capacidade de alteracdo superficial da solugéo
fluoretada com o Ti cp.

Na avaliagdo dos resultados intra-grupo antes da imerséao
nas solugbes (Teste de Kruskall-Wallis), ndo foi encontrada diferenga
entre eles (p=0,766), isto da evidencias de que as amostras de todos os
grupos tinham Rms semelhante antes dos testes. De maneira semelhante
aos resultados da Ra ocorreu um aumento nos valores médios da Rms
das amostras dos grupos expostos aos ions fluoretos, porém, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos (p=0,276). Além disso, o padrao
gradativo de aumento da rugosidade com o tempo de exposicdo se repete
na Rms e tende a se estabilizar apés o periodo de simulagdo de 15 anos
(Tabela 2).

Os resultados da Tabela 3 mostram os valores médios e os
desvios padrdo da Area antes e depois da imersdo em solugdo controle

ou fluoretada para os diferentes grupos.



Tabela 3 — Valores médios e seus respectivos desvios padrdo em pm? da
area superficial projetada das amostras antes e depois da imersdo nas

solugdes controle e teste para os diferentes periodos

Grupos Area antes Area depois p1 p2 p3 pa*
GO  2500,6 (+1,33) 2500 (+0,6) 0,715 A
G5 2500 (+0,0)  2515,71 (+20,11) 0,028" AB

G10  2502,03 (+3,87) 252499 (+12,42) 0,012* 0,258 0,014* B
G15  2500,29 (+0,59) 2523 (+12,26) 0,008 B

G20 2500,7 (+1,33) 2531,62 (+17,03) 0,008* B

*diferenca estatisticamente significante p < 0,05.

*letras diferentes indicam grupos com caracteristicas distintas

p1 - comparacao entre Area antes e Area depois em cada grupo (Teste de Wilcoxon)

p2 - comparacdo dos valores da Area antes entre todos os grupos (Teste de Kruskall-
Wallis).

p3 - comparagédo dos valores da Area depois entre todos os grupos (Teste de Kruskall-

Wallis).
p4 — comparagdes muiltiplas da Area depois entre grupos dois a dois, letras diferentes
indicam diferenga entre grupos.

Na avaliacdo dos resultados intra-grupo antes e depois da
imersdo em solucdo (Teste de Wilcoxon), observou-se aumento
estatisticamente significante da Area apés a imersdo em solucdo
fluoretada para os grupos G5 (p=0,028), G10 (p=0,012), G15 (p=0,008) e
G20 (p=0,008). Entretanto, o grupo controle (G0) nao apresentou
alteracao significativa na Area (p=0,715) (Tabela 3).

Na comparagdo entre os grupos antes da imersdo nas

solucdes (Teste de Kruskall-Wallis), ndo foi encontrada diferenca entre



eles (p=0,258), isto da evidencias de que as amostras de todos 0s grupos
tinham Area semelhante antes dos testes. Entretanto, apés aplicar o teste
de Kruskall-Wallis nos resultados da Area depois da imersdo em solugédo
fluoretada, foi observada diferenga estatisticamente significante entre os
grupos (p=0,014). A aplicacdo do teste de comparacées multiplas
(comparacbes entre grupos dois a dois) permite observar que o grupo
GO0#£G10 (p=0,008), GO#G15 (p=0,014) e G0#G20 (p<0,007). Ao avaliar
os valores de p resultantes, verifica-se que ha evidencias de que a acao
dos ions fluoretos é capaz de alterar a superficie do Ti cp aumentando a
area superficial a partir o periodo de simulagdo de 10 anos. Além disso,
esse padrdo de aumento da Area depois parece ser gradativo com o
tempo de exposicao (Tabela 3).

As imagens por MFA em 3 dimensdes (3D) representativas
de uma leitura antes e depois estdo representados na Figura 3 (GO0),

Figura 4 (G5), Figura 5 (G10), Figura 6 (G15) e Figura 7 (G20).



FIGURA 3 — Imagens em 3D por MFA do grupo GO (50x50 um). (A)
imagem antes da exposicdo a agua destilada apresentando superficie
lisa, com irregularidades decorrentes do polimento. (B) imagem depois da
imersdao em agua destilada apresentando superficie lisa, semelhante a

imagem A, com irregularidades decorrentes do polimento.



FIGURA 4 — Imagens em 3D por MFA do grupo G5 (50x50 pm). (A)
imagem antes da exposigao a solugéo fluoretada apresentando superficie
lisa, com irregularidades decorrentes do polimento. (B) imagem depois da
imersdao em solucdo fluoretada apresentando superficie rugosa e
irregular, com grande quantidade de micro-cavidades.



FIGURA 5 — Imagens em 3D por MFA do grupo G10 (50x50 pum). (A)
imagem antes da exposicao a solucao fluoretada apresentando superficie
lisa, com irregularidades decorrentes do polimento. (B) imagem depois da
imersdo em solucdo fluoretada apresentando superficie rugosa e
irregular, com grande quantidade de micro-cavidades.



FIGURA 6 — Imagens em 3D por MFA do grupo G15 (50x50 pum). (A)
imagem antes da exposicao a solucéao fluoretada apresentando superficie
lisa, com irregularidades decorrentes do polimento. (B) imagem depois da
imersdao em solucao fluoretada apresentando superficie rugosa e

irregular, com grande quantidade de micro-cavidades.



FIGURA 7 — Imagens em 3D por MFA do grupo G20 (50x50 um). (A)
imagem antes da exposicao a solucéao fluoretada apresentando superficie
lisa, com irregularidades decorrentes do polimento. (B) imagem depois da
imersdo em solugdo fluoretada apresentando superficie rugosa e

irregular, com grande quantidade de micro-cavidades.



Andlise macroscopica

Na avaliagdo macroscopica de amostras representativas de
cada grupo observa-se perda de brilho e presenga de manchas nos
grupos G5, G10, G15 e G20 (Figura 8B, 8C, 8D e 8E, respectivamente).
Esse fato é representativo de indicio de corrosdo do Ti cp, e parece ser
gradativo com o passar do tempo, visto que as amostras apresentam uma
maior perda de brilho nos grupos de maior tempo de exposicdo. A
amostra do grupo GO apresenta superficie espelhada e ndo demonstra

indicio de corrosao (Figura 8A).



FIGURA 8 — Imagem macroscopica de uma amostra representativa de

cada grupo mostrando perda gradativa do brilho e presenca de manchas
nas amostras B (G5), C (G10), D (G15) e E (G20). Amostra A (GO0)

apresenta superficie espelhada.

Analise por microscopia eletrénica de varredura

As imagens obtidas por MEV das amostras do grupo com
imersdo em agua destilada (GO) (Figura 9) mostram caracteristicas
esperadas, como uma superficie plana e lisa, com algumas
irregularidades decorrentes do polimento (Figura 9A), que, em uma

aproximagao maior (Figura 9B), observam-se algumas manchas (possivel



impregnacao da solugédo polidora), porém, sem apresentar indicios de

corrosdo como mostra a Figura 9.

FIGURA 9 — MEV de amostra do grupo GO. A) Imagem em menor
aumento demonstrando uma superficie lisa (1800x). B) Imagem em maior
aumento demonstrando superficie lisa com algumas manchas (setas),

possiveis residuos da solugao polidora (5000x).



Entretanto, nos grupos com exposi¢cdo aos ions fluoretos
G5, G10 e G15 encontram-se fortes indicios de corrosdo como a
presenga de uma superficie com grande presenca de pits, que sSao micro
crateras causadas pela remogado de cristais de metal da superficie da
amostra de Ti cp. Além disso, o aspecto de irregularidade e descamacao
causado pela corrosdao € continuo e uniforme ocorrendo em toda a
superficie da amostra, descartando a possibilidade de ser um defeito

superficial decorrente do processo de polimento (Figuras 10, 11 e 12).



FIGURA 10 — MEV de amostra do grupo G5. A) Imagem em menor
aumento demonstra superficie irregular e descamada com grande
quantidade de pits decorrente do processo de corrosdo causado pelos
ions fluoretos (1800x). B) Imagem em maior aumento com presenca de
pits (setas) de diversos aspectos e tamanhos por toda a superficie da
amostra (5000x).



FIGURA 11 — MEV de amostra do grupo G10. A) Imagem em menor
aumento demonstra superficie irregular e descamada com grande
quantidade de pits decorrente do processo de corrosdo causado pelos
ions fluoretos (1800x). B) Imagem em maior aumento com presenca de
pits (setas) de diversos aspectos e tamanhos por toda a superficie da
amostra (5000x).



FIGURA 12 — MEV de amostra do grupo G15. A) Imagem em menor
aumento demonstra superficie irregular e descamada com grande
quantidade de pits decorrente do processo de corrosdo causado pelos
ions fluoretos (1800x). B) Imagem em maior aumento com presenca de
pits (setas) de diversos aspectos e tamanhos por toda a superficie da
amostra (5000x).



Na andlise das fotomicrografias do grupo G20, foi
encontrada superficie irregular semelhante aos grupos com exposi¢cao a
solugédo fluoretada, com grande quantidade de pits e aspecto de
descamacao, porém, as imagens mostram a presenga de cristais,
granulos e manchas escuras incorporados a superficie do Ti cp (Figura
13). A presenga dessas caracteristicas na superficie das amostras do
grupo G20, com simulacao de 20 anos, sugere que em algum momento
entre 15 e 20 anos de simulacdo do contato com ions fluoretos ocorre
uma intensificacdo do processo de corrosdo, visto que nos grupos com
menor tempo de imersdo nao havia a presenga de cristais € manchas.
Outro aspecto observado é que a presenga de cristais € manchas ocorre
em toda a superficie da amostra e ndo isoladamente em alguns pontos,

como mostra a Figura 14.



FIGURA 13 — MEV de amostra do grupo G20. A) Imagem em menor
aumento demonstra superficie irregular e descamada com grande
quantidade de pits decorrente do processo de corrosdo causado pelos
ions fluoretos, além de presenca de cristais (circulo) e manchas escuras
(seta) (1800x). B) Imagem em maior aumento com presenga de um cristal

(circulo) e mancha (seta) (5000x).
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FIGURA 14 — MEV de amostra do grupo G20 em maior aumento
demonstrando a quantidade e uniformidade da distribuicdo dos cristais
(setas) e manchas escuras sobre a superficie da amostra (600x).

A andlise de EDX para a observagao dos elementos

quimicos presente nas amostras do grupo GO evidencia a presenga de
100% do elemento Ti, resultado esse que se confirmou para todos os
grupos (Figura 15). Apesar de haver indicio de presenga do elemento fltor
em algumas leituras dos grupos que receberam fluoretacdo, a
porcentagem de F nao ultrapassou 1%, portanto, ndo foi considerada a
presencga desse elemento por estar incluido na margem de erro de 1% do
equipamento. Vale lembrar que as leituras foram feitas em 3 imagens
para cada amostra com 600x de aumento que representa uma area

consideravel da amostra.
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FIGURA 15 — Resultado do EDX representativo para todos os grupos do
estudo demonstrando a presengca de 100% do elemento Ti em uma
imagem de 600x.

Entretanto, quando € realizada uma analise pontual nos
cristais presentes no grupo G20 (Figura 16), observa-se a presenca dos
elementos Ti (68,73%), F (23,49%) e Na (7,78%) (Figura 17), o que
permite confirmar que esse cristal € um sal de fluorotitanato de sddio
(NaxTiFe) resultado da reacao do fluoreto de sédio (NaF) presente na

solucéo fluoretada com o Ti cp.
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FIGURA 16 — imagem representado o local (cruz) de analise pontual por
EDX de um cristal no grupo G20. A direita da imagem mostra um cristal

ainda incorporado no Ti cp (circulo).
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FIGURA 17 — resultado do EDX de um cristal representativo da amostra
do grupo G20 demonstrando a presenca dos elementos Ti (68,73%), F
(23,49%) e Na (7,78%) em uma imagem de 600x.

Avaliacdo da adesao bacteriana

Na contagem e recuperagdo de microorganismos €
importante ressaltar que a andlise de adesao bacteriana foi realizada em
triplicata, considerando-se para a contagem do numero de coldnias
somente os valores entre 30 e 300 colbnias, sendo escolhido, para cada
grupo, o numero de colbnias referente a uma U(nica diluicdo que
representasse um valor entre a variacao considerada (Figura 18). Os

valores da contagem foram transformados em logaritmos.



FIGURA 18 —imagem de uma diluicdo na ordem de 10 com a presenca
de colbénias de S mutans.
A Tabela 4 representa os valores médios e desvio padrao

das unidades formadoras de colénia por mL (UFC/mL) para os grupos
estudados ap6s a contagem.
Tabela 4 — Valores médios com seus respectivos desvios padrao das

UFC/mL apés contagem das col6nias viaveis.

Grupo UFC/mlI p*
GO 5,601 £ 0,059
G5 5,608 + 0,032
G10 5,689 + 0,013 AB
G15 5,779 £ 0,093 AB
G20 5,901 £ 0,296 B

p* - comparagao entre os grupos pelo teste ANOVA/Tukey (nivel de significancia p<0,05)
com diferenga estatisticamente significante entre os grupos (p=0,015), letras diferentes
representam diferenca entre os grupos.

Na comparacao dos valores de UFC/ml entre os grupos,
observou-se um aumento gradativo das UFC/ml com o tempo (Tabela 4,

segunda coluna), entretanto, pela analise de varidncia, foi encontrado



diferenca estatisticamente significante somente para o grupo G20 quando
comparado com os grupos GO e G5. Isso pode indicar que houve um
maior numero de bactérias aderidas a superficie do Ti cp quando as
amostras ficaram expostas a um tempo de simula¢gdo mais prolongado, no
caso a simulacdo de 20 anos, ndo indicando que a acédo dos fluoretos
possa interferir significativamente na adesdo de microorganismos nos

periodos iniciais (GO e G5).



DISCUSSAO

Durante as ultimas décadas, o aumento do uso de implantes
dentais fabricados com Ti cp aumentou consideravelmente para o
tratamento de endentulismo parcial ou total. Além disso, o Ti cp é usado
na fabricacdo de componentes e estruturas protéticas, brackets
ortoddnticos, fios e arcos linguais, e esses, ficam em contato direto com
produtos corrosivos dissolvidos na saliva e fluido crevicular do ambiente
bucal®®.

Esta bem documentado que os fluoretos sédo agentes
anticariogénicos extremamente eficazes e sado utilizados rotineiramente
na higiene bucal. Dentifricios, bochechos e vernizes contendo fluoretos na
forma de fluoreto de sédio (NaF) em concentragdes variando entre 0,1% a
1% (1000 ppm a 10000 ppm) sao frequentemente usados em aplicacoes
profilaticas para a prevengédo das céries, adicionalmente, os fluoretos
também podem ser encontrados na agua potavel de algumas cidades e
em bebidas como alguns chas' 44384047,

No presente estudo, foi utilizada uma concentracdo de
0,15% (1500 ppm), comum para dentifricios disponiveis comercialmente.
A exposicdo das amostras a solugéo teste para a simulagdo de contato
com os ions fluoretos por 5 anos (G5), 10 anos (G10), 15 anos (G15) e 20

anos (G20) tomou como referéncia uma exposicao média aos fluoretos de

2 minutos, que seriam gastos durante um procedimento de escovacgao,



com uma freqiéncia de uso de 3 vezes ao dia. Sem levar em
consideracao para esses periodos as outras possiveis fontes de fluoretos
e o fldor residual, que permanece na boca imediatamente apdés a
escovacao.

Sabe-se que a concentracao de fluoretos na saliva cai
drasticamente apds realizar a escovagao com um dentifricio de 1250 ppm
durante 90 segundos, entretanto, ainda se encontram concentracdes de
fluoretos na saliva de até mais de 200 ppm, que caem nos proximos 30
minutos, estabilizando-se abaixo de 29 ppm e chegando a 7 ppm nas 24
horas seguintes®.

A corrosdo de um metal pode ser descrita como trocas
eletroquimicas realizadas entre o metal e o ambiente em que ele se
encontra. A resisténcia a corrosdo é determinada pela estabilidade
quimica do metal, e o titdnio é considerado um dos metais mais
resistentes a corrosdo. Uma camada de 6xido de titanio (2 a 4 nm),
conhecida como camada passivadora, altamente estavel quimicamente e
formada por varios 6xidos, entre eles o TiO,, é que confere ao titanio alta
resisténcia a corrosio e estabilidade quimica no organismo® >4,

Entretanto, tem sido relatado em varios estudos que os ions
fluoretos sdo capazes de interagir com a camada passivadora e causar
corrosdo no Ti cp?" 3" #4850 Os fluoretos sdo incorporados na camada de
oxido, formando compostos de fluoreto 6xido de titanio, fluoreto de titanio

ou fluoreto sédio de titanio, desorganizando a estabilidade da camada de



6xido e diminuindo suas propriedades protetoras'>'820:374850 'Em outras
palavras, os ions fluoretos podem formar um complexo soluvel com os
ions titanio derivados da camada de oxido. Sem a camada de Oxido, o
processo corrosivo atua sobre o titanio.

Nesse estudo, a corrosdo do Ti cp foi observada em todos
0s grupos teste na avaliacdo por MFA apés a imersdo em solucao
fluoretada (Figuras 4, 5, 6 e 7). O grupo controle, como esperado, nao
apresentou tragos de corrosao (Figura 3).

Os indicios de corrosao e alteracao superficial apareceram
na avaliacdo da Ra observando-se um aumento significante apds a
imersao em solugao fluoretada para os grupos G5, G10, G15 e G20, e no
grupo controle GO imerso em agua destilada essa alteracdao néo foi
observada (Tabela 1). Esses resultados estdo de acordo com observado
em outros estudos utilizando MFA, onde a Ra aumentou apds a
exposicdo aos fons fluoretos® .

Entretanto discordam do estudo de Huang'’ (2007), no qual
0 autor ndo encontrou aumento significativo da Ra para amostras de fios
de niquel-titanio (NiTi) em concentracdes abaixo de 2500 ppm mesmo em
um periodo de exposicao de 28 dias. Segundo o autor, isso
provavelmente aconteceu devido a presenca de outras substéncias na
férmula dos dentifricios e bochechos utilizados no estudo que podem ter
diminuido ou inibido a agdo dos ions fluoretos, necessitando de

investigagbes futuras detalhadas para esclarecer esse achado. Além



disso, Schiff et al.** (2002) demonstraram em seu estudo que a liga de
NiTi apresenta um maior potencial corrosivo aos fluoretos do que o Ti cp
grau ll e a liga Ti-6Al-4V.

E importante salientar que na literatura ndo foi encontrado
nenhum estudo que fizesse uma estimativa do tempo de imersao como a
realizada nesse estudo. No estudo de Mabilleau et al.?® (2006), as
amostras foram imersas por 3, 6 e 9 dias em concentracbes de 10.000
ppm e 1.000 ppm, e no estudo de Popa et. al.*® (2008) os tempos de
imersao foram de 1 e 50 dias em concentracées de 0,01 M, porém
nenhum estudo apresentou justificativa para os tempos de imersao.
Huang'’, 2007, utilizou o periodo de 28 dias em diversas concentragdes
de dentifricios e bochechos (variando de 0 a 17.010 ppm), e alegou que
foi utilizado esse tempo, pois seria a média de tempo de substituicdo de
um arco de NiTi de um paciente em tratamento ortodéntico, porém o autor
nao levou em consideracdo que o arco nao ficaria 100% do tempo imerso
em solucdo fluoretada em um ambiente bucal, podendo esse tempo ser
considerado superestimado.

Todos os grupos apresentavam Ra semelhante antes da
realizacdo dos testes. Apesar de ter sido observado um aumento nos
valores médios Ra depois das amostras dos grupos expostos aos ions
fluoretos, ndo houve diferenca significativa entre eles (Tabela 1). Além
disso, o aumento da Ra parece ser gradativo com o tempo de exposicao,

fato esse também observado no estudo de Mabilleau et al.?® (2006).



A Rms (Rugosidade média quadratica) € um padrdao que
consiste em uma meédia da altura de todos os pontos da superficie
previamente elevados ao quadrado, semelhante a Ra que consiste em
uma média da altura de todos os pontos da superficie. Por razdo disso, a
avaliacdo da Rms ap6s a imersao em solucdo fluoretada confirma os
achados da Ra, através dos quais foi observado aumento significante da
Rms para os grupos G10, G15 e G20. Para o grupo G5 observou-se um
aumento da Rms, entretanto, este nao foi estatisticamente significante. O
grupo controle (G0O) nao apresentou alteracdo significativa na Rms
(Tabela 2). Novamente, o0 aumento do parametro de rugosidade Rms na
superficie do Ti cp confirma a capacidade corrosiva da solugéo fluoretada
empregada nesse estudo. Entretanto, contradizem os resultados do
estudo de Huang'’, 2007, que também avaliou a Rms e as justificativas
para isso sdo as mesmas apresentadas para a Ra.

Na avaliacdo dos resultados intra-grupo antes da imersao
nas solucdes, ndo foi encontrada diferenca entre eles. De maneira
semelhante aos resultados da Ra ocorreu um aumento nos valores
médios da Rms das amostras dos grupos expostos aos ions fluoretos,
porém, ndo houve diferenca significativa entre eles. O padrdo gradativo
de aumento da Rms com o tempo de exposicado se repete (Tabela 2),
como o encontrado na Ra.

Outro aspecto importante a ser ressaltado nesse estudo,

consiste em que as leituras das superficies por MFA foram realizadas por



um operador cego e calibrado para o estudo, de maneira que nao havia
por parte dele conhecimento de qual amostra estava sendo lida, nem de
qual grupo ela pertencia, este € um aspecto importante, visto que esse
cuidado n&o foi levado em conta nos outros estudos'”?>%,

Além disso, as areas projetadas nas leituras realizadas em
outros estudos foram bem menores com 10x10 pm®, 20x20 um?® e 30x30
um'’, quando comparadas com a projecdo de 50x50 um do estudo em
questdao. Uma maior area de projecao representa melhor a superficie da
amostra, além do mais, areas menores sao mais sensiveis para a
alteragdo dos parametros de rugosidade, favorecendo que o operador
seja tendencioso no momento da leitura.

Na literatura ndo foi encontrado nenhum estudo que
avaliasse a alteragdo na area da superficie do Ti cp corroido por ions
fluoretos. No presente estudo quando a &rea superficial projetada (Area)
foi avaliada intra-grupo, antes e depois da imersdao em solucao, observou-
se aumento estatisticamente significante da Area apés a imersdo em
solucéo fluoretada para os grupos G5, G10, G15 e G20. Entretanto, o
grupo controle (GO) ndo apresentou alteragdo significativa na Area
(p=0,715) (Tabela 3).

As amostras de todos os grupos tinham Area semelhante
antes dos testes, quando comparadas entre si. Entretanto, apés a
imersdo na solucéo fluoretada a Area dos grupos estudados apresentou

diferenga estatisticamente significante (p=0,014). A aplicagdo do teste de



comparagdes multiplas (comparagdes entre grupos dois a dois) permite
observar que o grupo GO apresentou area estatisticamente menor que os
grupos G10 (p=0,008), G15 (p=0,014) e G20 (p<0,001). Ao avaliar os
valores de p resultantes, verifica-se que ha evidencias de que a agao dos
ions fluoretos é capaz de alterar a superficie do Ti cp aumentando a area
superficial a partir do periodo de simulagdo de 10 anos. O aumento da
Area observado nos permite afirmar que o processo corrosivo por fons
fluoretos é progressivo a medida que o tempo de imersdo aumenta
(Tabela 3).

Trabalhos encontrando diferengas na corrosdo entre pHs
variados em solugcdées e em géis fluoretados foram demonstrados em
diversas pesquisas'®'"?"4**° Porém neste estudo, a variavel pH nao foi
avaliada e necessita de futuras investigagbes. A perda do brilho das
amostras submetidas as solucbes fluoretadas foi observada
macroscopicamente e se intensifica gradativamente com o aumento do
tempo de exposigao (Figura 8), devido a provaveis mudangas na camada
de 6xido decorrentes de reagdes corrosivas.

A andlise das amostras do grupo GO por MEV mostra
caracteristicas esperadas, como uma superficie plana e lisa, com algumas
irregularidades decorrentes do polimento (Figura 9A), que, em uma
aproximagao maior (Figura 9B), podem ser observadas algumas manchas
(possivel impregnacdo da solugdo polidora), porém, sem apresentar

indicios de corrosdo. Entretanto, nos grupos com exposicdo aos ions



fluoretos G5, G10 e G15 encontram-se a presenca de uma superficie com
grande presenca de pits, que sdo micro crateras causadas pela remogao
de cristais de metal da superficie da amostra de Ti cp, decorrentes da
corrosdo (Figuras 10, 11 e 12).

Além disso, o aspecto de irregularidade e descamacao é
continuo e uniforme ocorrendo em toda a superficie da amostra. Esta
corrosao é caracterizada pela formacao de fendas, dentro das quais nao
ha repassivacdo da camada de 6xido por inibicdo de oxigénio, havendo
estabelecimento de um processo anddico. O aspecto de corrosao por pits
também foi observado em diversos outros estudos de imersdo em solugéao
fluoretada''°.

Na analise das MEV do grupo G20, foi encontrada superficie
irregular semelhante a dos grupos com exposi¢cao a solugéo fluoretada,
porém, as imagens mostraram a presengca de cristais, granulos e
manchas escuras incorporados a superficie do Ti cp (Figura 13). Esses
aspectos também foram observados por outros estudos, entretanto,
somente quando a concentracdo dos fluoretos era de 10.000 ppm (1%)
com exposicdo de 8 horas'' e de 25.000 ppm (2,5%) por 9 dias®. A
presenca dessas caracteristicas na superficie das amostras do grupo G20
sugere que em algum momento entre 15 e 20 anos de simulagdo do
contato com ions fluoretos ocorre uma intensificacdo do processo de
corrosao, visto que nos grupos com menor tempo de imersdo ndo havia a

presenga de cristais e manchas.



A investigacao por EDX nas amostras confirma a presenca
de 100% do elemento Ti para todos os grupos (Figura 15). Apesar de
haver indicio de presenca do elemento fluor em algumas leituras dos
grupos que receberam fluoretacao, a porcentagem atémica do elemento F
nao ultrapassou 1%, que é a margem de erro do equipamento. Vale
lembrar que as leituras foram feitas em 3 imagens para cada amostra com
600x de aumento que representa uma area consideravel da amostra.

Entretanto, quando é realizada uma analise pontual nos
cristais presentes no grupo G20 (Figura 16), observa-se a presenca dos
elementos Ti (68,73%), F (23,49%) e Na (7,78%) (Figura 12), de acordo
com o estudo de Huang' (2002) que encontrou composto semelhante
(Ti:F:Na = 65:24:11 em % atémica) e Mabilleau et al.*® (2006). A analise
dos elementos permite confirmar que o cristal formado é um sal de
fluorotitanato de sédio (Na,TiFg) resultado da reacao do fluoreto de sddio
(NaF) presente na solugdo fluoretada com o Ti cp'. Esse mesmos
composto foi encontrado apos avaliagcdao da corrosao da liga Ti-6Al-4V, e
segundo o autor, a protecdo da camada de TiO; da liga foi destruida pelos
fluoretos via formagao do composto NazTiFg'®.

A aderéncia de microorganismos nos biomateriais e 0
sucesso da colonizagdo nessas superficies sdo os principais fatores das
infeccdes associadas aos biomateriais®??. Implantes dentais geralmente
tém uma excelente taxa de sucesso ao longo do tempo, entretanto,

podem falhar e um dos fatores de risco associados é a peri-implantite



causada principalmente pela presenca de um biofilme rico em bactérias
gram-negativas presentes no biofilme mais desenvolvido, entre elas as
Porphyromonas  gingivalis, Prevotella intermedia, Aggregatibacter.
actinomycetemocomitans, Fusobacterium nucleatum e Tannerella
forsythia®.

No entanto, no ambiente intra-oral as espécies dos
microorganismos das familias dos Actinomyces e dos Estreptococos sao
considerados os colonizadores iniciais, preparando o meio ambiente para
0S outros patégenos especificos para a peri-implantite, que requerem
condicdes especificas de crescimento'. Por razéo disso, nesse estudo o
foco foi avaliar adesao bacteriana de espécie normalmente encontrada no
processo inicial da formagdo do biofilme, ou seja, os que estariam
primeiramente em contato com a superficie do Ti cp, nesse caso os S.
mutans que sao uma espécie comum no biofilme.

Na comparacdo da adesao bacteriana de S. mutans por
contagem de UFC/ml entre os grupos estudados, observou-se que o
grupo G20 tinha uma maior quantidade de bactérias aderidas a sua
superficie do que as dos grupos GO e Gb5. Isso pode indicar que ha uma
maior aderéncia de bactérias a superficie do Ti cp quando as amostras
ficaram expostas aos fluoretos por um tempo maior, no caso a simulagéao
de 20 anos. Entretanto, tal fato ndo indica que a agao dos fluoretos possa

interferir na adesdo de microorganismos nos periodos iniciais.



Tem sido relado que a rugosidade superficial influencia na
colonizagao microbiana pelo aumento da retencao das bactérias com as

irregularidades  superficiais®’+19:32:34-36.39.51.53

A presenga de micro
cavidades, pits, ondulagdes e outras irregularidades superficiais ajudam
na aderéncia, pois servem como reservatorios para 0s microorganismos
contra forcas de remocao vindas do fluido crevicular, da mastigacao,
degluticao, e procedimentos de higiene bucal®.

Apesar de néo ter sido realizado nenhum teste especifico de
correlagdo entre as varidveis Ra, Rms e Area com a aderéncia
bacteriana, os resultados levam a crer que o aumento da Area exerce
maior influencia no processo de adesdo das bactérias, visto que a Area e
a contagem das bactérias aderidas apresentaram um aumento
significativo dos seus valores nos grupos de maior exposi¢do aos
fluoretos. A justificativa para isso seria que a Area é um valor absoluto, no
qual se houvesse o aparecimento de mais vales e picos na superficie
vindos de uma degradacao superficial o valor seria aumentado, e para Ra
e Rms, que sdo valores médios, esses mesmos vales e picos poderiam
nao alterar a medida desses parametros por estarem incluidos em uma
média.

Dentro das limitagbes desse estudo, os resultados
demonstram o potencial deletério que os ions fluoretos exercem na
superficie do Ti cp, bem como a possibilidade de existir uma maior

aderéncia bacteriana quando esse biomaterial é exposto a essa



substancia por maiores periodos de tempo. Apesar disso, novos estudos
sdo necessarios para melhor entender o processo de corrosdo e 0O

processo de adesao bacteriana na superficie do Ti cp.



CONCLUSAO

De acordo com os objetivos deste estudo e em vista

dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

1.

Os fluoretos na concentracdo de 1500 ppm e pH 5,3
causaram corrosao no Ti cp nos periodos de simulacao de
5,10, 15 e 20 anos;

Os padrbes de rugosidade avaliados aumentaram em todos
0Ss grupos teste apds a imersao em solucao fluoretada;

A é&rea superficial projetada aumentou significativamente
com o passar do tempo;

A adeséao bacteriana foi maior no grupo de simulacao de 20
anos;

A acao dos fluoretos na superficie do Ti cp no periodo de
simulacdo de 5 anos nao influenciou na adesdo de S.

mutans.
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