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Resumo 



 
 

Conforte JJ. Efeito do biofilme de Enterococcus faecalis na resistência corrosiva no 

Titânio submetido a diferentes tratamentos de superfície. [Dissertação]. Araçatuba: 

Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2019. 

 

Resumo  

O objetivo desse estudo foi avaliar, in vitro, a corrosão em diferentes superfícies de 

Titânio comercialmente puro-Grau 4 (Ticp-G4) em função do efeito de biofilme 

bacteriano de Enterococcus faecalis. 57 discos foram utilizados divididos aleatoriamente 

de acordo com a superfície (n=19): Grupo I superfície usinada (USI); Grupo II superfície 

texturizada por duplo ataque ácido (D.A.) e Grupo III superfície texturizada por duplo 

ataque ácido e jateamento por zircônia (D.A.Zir). Para análise microbiológica (n=9), os 

discos foram posicionados em placas de 24 poços contendo cultura de Enterococcus 

faecalis à 1.5 x 105 células/mL em meio BHI caldo e incubados por 168 horas (7 dias) a 

37° C. Após este período os discos foram removidos e as bactérias aderidas em sua 

superfície foram avaliadas por meio de contagem de Unidades Formadora de 

Colônias/mL (UFC/mL). Para análise corrosiva (n=5), novos espécimes foram inoculados 

da mesma forma em cultura de E. faecalis e após 7 dias, estes foram destinados ao ensaio 

eletroquímico por meio de espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE), utilizando 

como eletrólitos BHI e biofilme e BHI caldo estéril. Os resultados foram submetidos à 

análise estatística: microbiológico (ANOVA com pós teste Tukey; 5%) e ensaio 

eletroquímico (ANOVA 2 Fatores e pós teste Tukey 5%). Na avaliação da contagem 

celular bacteriana, somente D.A.Zir (média 34 UFC/ml) diferiu de USI (média 16 

UFC/ml) (p = 0,034), mas não de D.A. (24 UFC/ml). Na espectroscopia de impedância 

eletroquímica, para Nyquist e BODE, o grupo D.A.Zir (Biofilme) manifestou pior 

comportamento eletroquímico. Para resistência à polarização o USI (BHI) teve melhor 

resistência de troca iônica com o meio. Para o estudo eletroquímico D.A.Zir (Biofilme) 

tive o pior comportamento eletroquímico e o grupo USI (BHI) teve melhor capacidade de 

resistir as trocas iônicas.  Conclui-se que houve maior formação de biofilme para o grupo 

D.A.Zir, com maior troca eletroquímica para D.A.Zir (Biofilme) e a presença biofilme 

favoreceu uma maior troca eletroquímica para com o meio.  

 

Palavras-chaves: implantação dentária endo-óssea osseointegrado, titânio, corrosão, 

biofilmes. 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 



 
 

Confort JJ. Effect of Enterococcus faecalis biofilm on corrosion resistance in titanium 

submitted to different surface treatments. [Dissertation]. Araçatuba: School of 

Dentistry, São Paulo University; 2019. 

 

Abstract 

The objective of this study was to evaluate, in vitro, the corrosion in different surfaces of 

Titanium commercially pure-Grade 4 (Ticp-G4) as a function of the bacterial biofilm 

effect of Enterococcus faecalis. 57 disks were randomly divided according to the surface 

(n = 19): Group I machined surface (USI); Group II surface textured by double acid attack 

(D.A.) and Group III surface textured by double acid etching and zirconia (D.A.Zir). For 

microbiological analysis (n = 9), the discs were positioned in 24-well plates containing 

Enterococcus faecalis culture at 1.5 x 10 5 cells / ml in broth BHI medium and incubated 

for 168 hours (7 days) at 37 ° C. period the discs were removed and the bacteria adhered 

on its surface were evaluated by means of Colony Forming Units / mL (CFU / mL) counts. 

For corrosive analysis (n = 5), new specimens were inoculated in the same way in E. 

faecalis culture and after 7 days, they were destined to the electrochemical test by means 

of electrochemical impedance spectroscopy (IEE) using BHI and biofilm electrolytes and 

BHI sterile broth. The results were submitted to statistical analysis: microbiological 

(ANOVA with Tukey post test, 5%) and electrochemical test (ANOVA 2 Factors and 

post test Tukey 5%). In the evaluation of bacterial cell count, only D.A.Zir (mean 34 CFU 

/ ml) differed from USI (mean 16 CFU / ml) (p = 0.034), but not D.A. (24 CFU / ml). In 

electrochemical impedance spectroscopy, for Nyquist and BODE, the D.A.Zir (Biofilm) 

group showed worse electrochemical behavior. For resistance to polarization the USI 

(BHI) had better ion exchange resistance with the medium. For the electrochemical study 

D.A.Zir (Biofilm) had the worst electrochemical behavior and the USI group (BHI) had 

better ability to resist ionic exchanges. It was concluded that there was a higher biofilm 

formation for the D.A.Zir group, with a higher electrochemical exchange for D.A.Zir 

(Biofilm) and the biofilm presence favored a greater electrochemical exchange with the 

medium. 

Keywords: osseointegrated endo-osseous dental implant, titanium, corrosion, biofilms.  
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D.A.: Superfície Duplo Ataque Ácido 

D.A.Zir: Superfície Duplo Ataque Ácido com jateamento Zircônia.  
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CO2: Dióxido de carbono 
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Na: sódio 

P: fósforo 

S: enxofre  
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1  INTRODUÇÃO 

 

O titânio (Ti) é o principal constituinte de implantes ortopédicos e 

odontológicos, podendo ser utilizado na sua forma pura com mais de 98% de Ti ou 

associado a outros metais, sendo o Ti grau 4 (ASTM F67) empregado na confecção dos 

implantes dentários (Cortada et al., 2000; Schiff et al., 2002; Mabboux et al., 2004).  

Estudos comparando os implantes dentários de superfície usinada com superfície 

modificada mostraram superioridade do reparo ósseo nos implantes com superfície 

rugosa (Zechner et al., 2003; Queiroz et al., 2013). Ainda que essas superfícies favoreçam 

a osseointegração, as variações topográficas em sua estrutura também aumentam a 

colonização inicial de microrganismos, tornando a formação de biofilme 

consideravelmente mais rápida, podendo levar a quadros de inflamações e infecções 

periimplantares  (Rimondini et al., 1997; Schmidlin et al., 2013; Zhao et al., 2014) (De 

Melo et al., 2016; Ferreira Ribeiro et al., 2016). 

Os implantes dentários de titânio com superfícies modificadas por jateamento 

com óxidos e ou ação de ácidos têm superioridade clínica em comparação com as suas 

contrapartes lisas (Al Qahtani et al., 2017). A investigação de implantes dentários de 

titânio e zircônia com superfícies jateadas, sinterizadas ou modificadas à laser foram 

investigadas considerando seu torque de remoção e a aposição óssea inicial. O implante 

de titânio com a zircônia jateada teve melhor taxa de deposição óssea comparada com as 

outras superfícies (Hoffmann et al., 2012).  O jateamento sobre a zircônia estabilizada 

com ítrio (Y-TZP) com óxido de alumínio melhorou a rugosidade média da superfície de 

implante em estudo in vitro (Al Qahtani et al., 2012).  . 

O Ti é um material altamente reativo e quando em contato com o ar ou a água, 

uma camada fina de óxido de titânio (TiO2) é formada impedindo a descarga de íons para 

o organismo (Cortada et al., 2000; Schiff et al., 2002). Entretanto, quando o Ti é exposto 

às condições adversas como as observadas na cavidade bucal (mudança de pH, presença 

de flúor, alterações térmicas, químicas e mecânicas, presença de biofilme e saliva) essa 

camada de óxido pode ser degradada e íons são liberados tanto para o meio externo quanto 

o interno, como ocorre nos casos de corrosão da superfície do implante, culminando em 

alterações nessas estrutura e causando resposta de hipersensível com a liberação de 

mediadores inflamatórios no local do implante (Guglielmotti et al 2000, Hallab et al 

2001). 
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Com o uso generalizado de implantes de Ti e coroas protéticas na cavidade oral, 

o acúmulo de biofilme sobre estes materiais, muitas vezes promovem a inflamação 

periodontal e a colonização microbiana (Botero et al., 2005; Furst et al., 2007; 

Belibasakis, 2014). Apesar do implante estar estéril durante sua instalação, a colonização 

microbiana se inicia nos primeiros 30 minutos após a instalação dos implantes na 

cavidade bucal, sendo que a composição bacteriana do biofilme encontrada nestes sítios 

são próximas da microbiota de dentes vizinhos ou similares às bactérias já presentes na 

microflora bucal do indivíduo (Botero et al., 2005; Salvi et al., 2008; Belibasakis, 2014). 

Após o estabelecimento do biofilme na superfície dos implantes dentais, similarmente ao 

que ocorre nos dentes naturais em condições de periodontite, é possível identificar 

quadros de inflamação e subsequente destruição do tecido ósseo adjacente ao implante 

instalado. Tão logo, a inflamação tecidual destrutiva que ocorre nos casos de 

periimplantites são tão nocivas como as infecções periodontais, podendo levar até mesmo 

à perda do implante dental (Belibasakis, 2014).  

Supõe-se que a corrosão dos materiais metálicos na cavidade oral, pode ser  

causada pela atividade metabólica dos microrganismos vivos. A corrosão induzida 

microbiologicamente é considerada uma consequência devido aos metabólitos liberados 

pelos microrganismos tais como os ácidos orgânicos, gerando um meio ácido, levando a 

formação de células eletroquímicas locais devido a uma diferença de potencial nas 

concentrações de produtos químicos, tais como oxigênio e reações de transferência iônica 

direta ou indireta com as substâncias liberada por microrganismos (Videla and Herrera, 

2005; Fukushima et al., 2014). 

Estudos prévios de Pan e colaboradores (1996) e investigações de Koike e Fujii 

(2001) revelaram que a imersão nos metabólitos liberados por bactérias e 

microrganismos, tais como o ácido lático e peróxido de hidrogênio, causam a corrosão no 

titânio. Além disso, as medições eletroquímicas realizadas nesses estudos indicaram que 

a carga elétrica sobre a superfície de titânio foi modificada formando peróxido de 

hidrogênio tamponado com fosfato, seguido de corrosão com formação de células 

eletroquímicas locais (Pan et al., 1996; Koike and Fujii, 2001; Bearinger et al., 2003; 

Fukushima et al., 2014). Entretanto, estes estudos foram realizados sem formação de 

biofilme microbiano, avaliando exclusivamente apenas o processo de corrosão no Ti na 

presença destas substâncias do metabolismo celular microbiano.  

Quanto a escolha de um dada bactéria para um modelo experimental, pode ser 

adotada pela importância clínica que ela significa ou pela facilidade de cultivo que ela 
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apresenta, como por exemplo, o Enterococcus faecalis (E. faecalis), o qual é um dos 

microrganismos envolvidos nos casos de peri implantite (Flanagan et al., 2017), que 

apresenta fácil capacidade de cultivo e sabe sobre muito sobre as características desta 

bactéria.  

O E. faecalis é uma bactéria Gram positiva, anaeróbio facultativo, libera 

metabólitos tóxicos, colonizadora do trato gastrointestinal, geniturinário e oral (Farrow et 

al., 1983; Graham et al., 2017), que nos últimos anos está associada à bacteremia, à sepse 

e à endocardite bacteriana (Molander et al., 1998; Rocas et al., 2004; Heidari et al., 2017). 

É um microrganismo que consegue sobreviver à inanição prolongada e consegue 

sobreviver até um valor de pH de 11,5 (Fabricius et al., 1982; Bystrom et al., 1985). Ela 

é uma das espécies mais importantes nas infecções dentárias e colonizadora de canais 

radiculares necrosados em periodontite apical, podendo permanecer no alvéolo mesmo 

após a exodontia do remanescente radicular e levar ao insucesso da reabilitação com 

implantes  (Rakic et al., 2016; Flanagan, et al.,2017). É considerada a causa primária da 

periodontite apical de dentes com canal radicular infectado e encontrado ao redor do canal 

radicular (Shen et al, 2010).   

Recentemente observou-se que E. faecalis colonizou implantes dentários 

causando a peri implantite (Rakic et al., 2016). Este microrganismo é observado em 

dentes multirradiculares com lesões perirradiculares e a prevalência pode aproximar de 

78%. (Molandrer et al., 1998; Murad et al., 2014) permanecendo no local após as 

exodontia com consequente instalação imediata de implantes dentários.  

A escolha por parte de alguns experimentos com o uso de E. faecalis é uma 

bactéria de fácil cultivo laboratorial, de baixo custo de manutenção do seu crescimento e 

neste caso, por ser um microrganismo presente na microbiota oral.  

Isto posto, esta pesquisa objetivou analisar o efeito do biofilme de E. faecalis na 

cinética de corrosão de liga de titânio comercialmente puro grau 4 (Ticp-G4) com 

superfície modificada por meio de ataque ácido e jateamento de zircônia.  
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2 PROPOSIÇÃO 

Este trabalho avaliou, in vitro, a adesão de biofilme bacteriano de E. faecalis em 

diferentes superfícies de ligas de Ticp-G4 (lisa/usinada, texturizada por meio de duplo 

ataque ácido e texturizada por duplo ataque ácido seguido de jateamento com zircônia) e 

com aplicação de ensaio eletroquímico após formação de biofilme de 7 dias sobre as 

superfícies. 

 

Nesse sentido, algumas hipóteses foram levantadas: 

H1: haveria maior formação de biofilme na superfície do Ti com duplo ataque 

ácido; 

H2: biofilme diminuiria a resistência do Ti à corrosão; 

H3: a cinética de corrosão seria semelhante nas superfícies avaliadas. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

Foram utilizados 57 discos de Ticp-G4 nas dimensões de 8 mm de diâmetro e 2 mm 

de espessura fornecidos pela empresa DSP Biomedical®(Campo Largo, Paraná, Brasil), 

os quais passaram pelo processo de metalografia, conforme descrito a seguir. 

 

3.1 PREPARAÇÃO DOS ESPÉCIMES 

Inicialmente, todos os discos foram incluídos em resina acrílica autopolimerizável 

incolor, (JET®, Artigos Odontológicos Clássico, Campo Limpo Paulista, São Paulo, 

Brasil) polidos e limpos através de métodos padronizados de metalografia (Barao et al., 

2011; Faverani, Barao, Ramalho-Ferreira, et al., 2014)  por meio de polimento em 

sequência de lixas de gramatura #320, #400, #600 e #800 (Carbimet 2, Buehler, Lake 

Bluff, IL, USA) em polidora automática (ECOMET 250PRO/AUTOMET 250, Buehler).  

Os discos foram lavados em água deionizada e propanol 70% e depois, 

permaneceram por 10 minutos em cuba ultrassônica para remoção de partículas metálicas 

desagregadas e ainda aderida ao espécime (Lavadora ultrassônica THORTON, modelo 

USC 2850, Tecnal Equipamentos para Laboratório Ltda, Piracicaba SP, Brasil). Após a 

lavagem, os discos foram secos por meio de ar quente a 45ºC.  

Após o processo de metalografia, os discos de Ticp foram removidos da resina 

acrílica com uso de broca minicut (Wilcos, Petrópolis, Rio de Janeiro, Brasil) acoplada 

em peça reta e novamente lavados e secos, conforme citado acima, a fim de remover 

partículas de resina acrília oriundas do embutimento. Depois os divididos aleatoriamente 

em três grupos (n=19) de acordo com a superfície a ser avaliada: Superfície usinada 

(Grupo I – USI) que representou o grupo controle; Texturização por 

ataque/condicionamento ácido (Grupo II – D.A.) (ácido nítrico, sulfúrico e 

hidroclorídrico) e Texturização por jateamento de partículas de zircônia seguido de  

ataque/condicionamento ácido (Grupo III – D.A.Zir) (jateamento de partículas de zircônia 

seguido de ácido nítrico, sulfúrico e hidroclorídrico), de acordo com os padrões 

estabelecidos pela empresa do setor de Implantodontia responsável pelos tratamento de 

superfícies. 

Por meio de microscopia de força atômica (Flex AFM – Nano Surf), um espécime 

representativo de cada superfície modificada teve sua área real mensurada a fim de 

permitir a mensuração ao realizar o ensaio eletroquímico e observar alterações sobre a 

topografia dos espécimes antes e após os testes. O grupo USI apresentou área real de 

0,5024 cm2, o DA 0,5343 cm2 e D.A.Zir 0,683 cm2. 
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 Para ensaio de adesão de biofilme foram destinados 9 espécimes de cada grupo, 

os quais foram avaliados a contagem de célula bacteriana em UFC/mL. Enquanto que 

para o ensaio eletroquímico, 10 espécimes de cada grupo foram utilizados, sendo 5 

imersos em meio de infusão cérebro-coração [Brain Heart  Infusion (BHI)] (sem 

crescimento microbiano para a formação de biofilme sobre os discos) representando o 

controle e os outros 5 espécimes após passar pelo período de 7 dias de incubação para 

adesão de biofilme de E. faecalis, a fim de avaliar o impacto causado pelo biofilme 

durante este período nas diferentes superfícies do titânio (Ti).  

 

3.2  CEPAS BACTERIANAS E CONDIÇÕES DE CRESCIMENTO 

Todos os discos foram submetidos à esterilização química por óxido de etileno. 

Utilizou-se a espécie bacteriana E. faecalis (ATCC 29212) para formação do biofilme 

nos espécimes. Para a reativação da cepa bacteriana, 100 µL da cultura previamente 

congelada a -70o C em BHI contendo 25% de glicerol, foi semeada em placas contendo 

meio m-Enterococcus Ágar (Difco Laboratories®, São Paulo, São Paulo, Brasil) e 

incubadas em condições de anaerobiose em estufa de anaerobiose 5% de CO2 a 37°C  por 

24h. Após o crescimento bacteriano, estas colônias foram cultivadas em meio BHI caldo 

a 37o C durante 24h, diluída em 5mL de BHI caldo sem suplementação (1:20) e mantidas 

em anaerobiose em estufa bacteriológica (5% de CO2 a 37°C) a fim de obter a curva de 

crescimento do microrganismo determinada pelos valores de Densidade Óptica (DO). 

Após atingir a fase log de crescimento (fase de maior multiplicação celular), sendo ela de 

0.5, a cultura foi ajustada por meio de diluição em BHI caldo até a quantidade de 1.5 x 

105 células/mL (Gao, et al., 2016). 

Os espécimes estéreis foram posicionados no fundo de placas de microtitulação de 

24 poços e foram colocados em contato com 1mL da cultura de E. faecalis. Suspensões 

bacterianas e meio de cultura BHI estéril foram incubadas em poços vazios distintos para 

controle positivo e negativo, respectivamente. As placas foram incubadas por 168 horas 

(7 dias) a 37°C em estufa de anaerobiose. A cada 2 dias 0,5 mL de cada poço com a 

suspensão bacteriana do experimento foi removida e foram acrescentados 0,5 mL de meio 

de cultura BHI para evitar a saturação do meio, mantendo as bactérias em condições 

viáveis, a fim de permitir a formação do biofilme sobre as superfícies dos espécimes. 

Importante ressaltar que, nesta primeira etapa do projeto, os espécimes e todos os 

demais materiais a serem utilizados no experimento foram esterilizados a fim de evitar 

contaminação do experimento e isolamento de E. faecalis. Todo o experimento foi 
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conduzido em câmera de fluxo laminar com seu interior previamente descontaminado 

com álcool 70%, os materiais previamente esterilizados e luz ultra violeta do fluxo 

mantida por 15 minutos a fim de manter o ambiente estéril. 

Após o período de 7 dias, as células não aderidas foram removidas dos discos por 

meio de lavagem com 1mL de solução salina estéril, a fim de que bactérias não aderidas 

se desprendessem (Andreotti et al., 2018). Em seguida, os discos foram inseridos em 

tubos tipo Falcon contendo 1mL de solução salina. Os tubos foram levados para ultrassom 

(USC 700; UNIQUE Ultrasonic Cleaner, São Paulo, SP) a 50 kHz, 150W, durante 10min, 

e ao agitador de tubos do tipo Vórtex (Vórtex Biomixer QL – 901, Curitiba, PR, Brasil) 

por 30 segundos para promover o desprendimento das células aderidas e obtenção da 

suspensão do biofilme. 

De cada tubo Falcon com a solução salina que passou pelo desprendimento das 

células aderidas, coletou-se 10 microlitros (μL) da solução, transferiu-se para a solução 

salina em um microtubo com 90 μL dessa solução, seguido por 7 diluições seriadas da 

solução coletada. Plaqueou-se cada diluição, duas gotas de 25 μL de cada microtubo em 

placa de petri com meio de cultura BHI ágar. 

Em seguida, as diluições foram plaqueadas, em triplicata, em placas de meio de 

cultura BHI Agar (Difco) e mantidas a 37o C em condições de anaerobiose por 24 horas. 

As colônias observadas nas placas foram contadas em contador manual de colônias e 

obtido o número de UFC/mL para cada amostra de biofilme (Madigan, et al., 2004). 

 

3.3 ENSAIO ELETROQUÍMICO  

Para o ensaio eletroquímico foram usados 10 espécimes de cada grupo, sendo 5 

espécimes estéril e o eletrólito BHI estéril e outros 5 espécimes que ficaram em contato 

com biofilme de E. faecalis  durante 7 dias (como descrito no item 3.2). Para este último, 

o eletrólito utilizado foi a cultura de BHI e E. faecalis na quantidade de 1.5 x 105 

células/mL, ou seja, sem o caldo com as bactérias do biofilme formado aos 7 dias.  

Foi realizado o teste eletroquímico nos espécimes seguindo protocolo previamente 

descrito na literatura (Barao et al., 2011; 2012). Todas as mensurações foram realizadas 

em um método padronizado de três células de eletrodo de acordo com as instruções da 

Sociedade Americana para Testes de Materiais (American Society for Testing of 

Materials (ASTM) (G61 e G31-72) (Barao et al., 2011). Um eletrodo saturado de cloreto 

de mercúrio (SCE) foi utilizado como eletrodo de referência, um bastão de grafite como 

contra-eletrodo (auxiliar) e as superfícies expostas dos discos de Ti dos espécimes como 
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eletrodo de trabalho. Um potenciostato (Series G 750 Potentiostat/Galvanostat/ZRA, 

Gamry Instruments, Warminster, PA, EUA) ligado a um microcomputador foi utilizado 

para realizar as mensurações de corrosão. Foi utilizado como eletrólito controle 10 mL 

de meio de cultura BHI estéril e como eletrólito teste 10mL de meio de cultura BHI e E. 

faecalis (1.5 x 105 células/mL) após 7 dias de incubação para crescimento e formação do 

biofilme sobre os espécimes.  

O eletrólito de solução microbiana permitiu apenas que houvesse bactérias ativas 

em interação com o biofilme da superfície do discos de Ticp-Gr4 estavam em condições 

de temperatura próximas à cavidade bucal (37ºC). 

Inicialmente, os discos de Ticp-Gr4 foram submetidos a um potencial catódico (-

0,9 V vs SCE) a fim de garantir uma padronização da camada de óxido na superfície dos 

mesmos. Vale ressaltar que o potencial catódico de 1,8 V vs SCE por 24 horas pode causar 

uma erradicação de bactérias planctônicas e associadas a biofilme abaixo dos níveis 

detectáveis (Canty et al., 2019). O potencial catódico de 1,5 V vs SCE por 4 horas não 

causa erradicação de bactérias planctônicas e associadas ao biofilme  (Canty et al., 2017). 

Tão logo durante todo o monitoramento do circuito e durante a formação da camada 

eletroquímica de óxido o potencial catódico de 0,9 V vs SCE não afetou viabilidade 

celular. O potencial de circuito aberto (OCP – Open Circuit Potential) foi monitorado por 

um período de 3600 segundos para avaliar o potencial do material perante a solução e 

estabilizar o sistema.  

A espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) foi usada para investigar a 

formação eletroquímica da camada de óxido na superfície do Ti e as propriedades dessa 

camada (cinética de corrosão). Por meio da EIE, o processo eletroquímico pode ser 

representado por um circuito elétrico equivalente e as propriedades do filme de óxido 

(capacitância e resistência) foram quantificadas para determinar o processo de corrosão. 

As mensurações da EIE foram efetuadas na frequência de 100 KHz a 5 mHz, com a curva 

AC numa amplitude de 10 mV aplicada ao eletrodo no seu potencial de corrosão (Barao 

et al., 2011; Mathew et al., 2012). Esses valores foram usados para determinar os 

componentes real (Z’) e imaginário (Z”) da impedância no foram plotados no plote de 

Bode ou impedância total (|Z|) e ângulo de fase. Finalmente, os espécimes foram  

polarizados anodicamente de -0,8 V a 1,8 V a uma taxa de varredura de 2 mV/s.  

Os parâmetros de corrosão foram obtidos por meio das curvas de polarização 

potenciodinâmica. O método de Tafel foi usado para investigar a taxa de corrosão 

(densidade de corrente de corrosão - Icorr) e o potencial de corrosão (Ecorr) do Ticp. A 
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corrente de densidade de passivação (Ipass) corresponderá ao valor da corrente na transição 

entre a região ativa e passiva expressas na curva de polarização do Ticp. Os resultados da 

EIE foram usados para modelar o processo de corrosão e entender as propriedades do 

filme de óxido formado na superfície dos discos de Ti, usando o circuito elétrico mais 

apropriado. Para simulação dos dados da EIE (capacitância da camada de óxido (dupla 

camada) e resistência de polarização - Rp), foi utilizado o software Gamry Echem Analyst 

(Gamry Instruments, Warminster, P.A., EUA). 

 

3.4  MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA 

Uma amostra dos espécimes de cada grupo foi analisada em microscópio de força 

atômica (n=1) (AFM; Veeco Metrology Inc., Santa Barbara, CA, EUA), antes (Baseline 

e Biofilme) e após o ensaio de corrosão (Baseline e Biofilme). A microscopia de força 

atômica (MFA) usou para fornecer a área de cada espécime, consoante mencionado no 

item 3.1., informando a área real (considerando os picos e vales) capturada pela alteração 

da superfície dos espécimes. As imagens foram transportadas do microscópio para um 

computador e no programa Nanoscope Analysis (2004 Veeco Instruments Inc., Santa 

Barbara, CA, EUA), as imagens passaram inicialmente pelos filtros “lowpass” e 

“médium”. Em seguida, as imagens em três dimensões (3D) foram obtidas, sendo 

padronizada a escala do eixo z com o intuito de possibilitar uma análise comparativa 

visual entre os grupos. 

 

3.5 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) E ESPECTROSCOPIA 

DE ENERGIA DISPERSIVA (EED) 

Os discos de Ticp-Gr4 de um de cada grupos para cada período de teste (entregue 

pela empresa, após crescimento microbiano e após ensaio eletroquímico) foram 

analisados em MEV (Jeol, modelo JSM-7401F, Oregon, EUA) para caracterização das 

possíveis irregularidades presentes em suas superfícies. Foram realizadas comparações 

das imagens obtidas entre as diferentes superfícies de Ti, por meio da análise pré e pós-

corrosão (Baseline e Biofilme).  

 Além disso, foram realizadas análises químicas elementares em volumes 

pequenos, da ordem de 1 μm3 (micrômetro cúbico), por meio da técnica de EED prévia e 

posteriormente ao teste de corrosão (períodos Baseline e Biofilme). 

 



37 
 

3.6 ANÁLISE DOS RESULTADOS 

Para as análises dos resultados foram usados o programa estatístico GraphPad 

Prism 7. 

Para o teste estatístico do ensaio microbiológico foi adotada ANOVA e aplicado 

pós-teste de Tukey considerando nível de significância de 5% (p < 0,05). 

Para o ensaio eletroquímico foi aplicado o teste ANOVA 2 fatores (superfície e 

eletrólito). Cada parâmetro dos dados de corrosão (Ecorr, Icorr, Ipass, Cdl e Rp) foram 

submetidos ao teste estatístico não paramétrico de Shapiro – Wilk e pós-teste de Tukey 

para comparações múltiplas (p < 0,05).
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4 RESULTADOS  

4.1 MICROBIOLÓGICO  

No que diz respeito à análise de UFC/mL, o grupo D.A.Zir apresentou a maior 

média UFC/mL (34 UFC/ml x 105), apresentando diferença estatística significante 

quando comparado ao grupo USI (p=0,034). Entretanto, quando comparado ao grupo 

D.A, este não apresentou diferença estatística significante (p=0,393) ainda que seu valor 

médio de UFC/mL tenha sido superior (24 UFC/ml x 105) (Figura 1). 

Observa-se ainda que o grupo USI teve menor quantidade de biofilme formado 

(16 UFC/mL x 105) na superfície quando comparado aos demais grupos (D.A.Zir = 34 

UFC/ml x 105; D.A. = 24 UFC/ml x 105). Porém, não houve diferença estatística 

significante quando comparado ao grupo D.A. (p=0,416).  

 

Figura 01 – Gráfico comparativo entre os grupos D.A., D.A.Zir e USI 

considerando a média de UFC/ml x 105, segundo os testes de ANOVA e 

Tukey (p<0.05), onde letras minúsculas diferentes mostram diferença 

estatística. 

 

 

4.2 ENSAIO ELETROQUÍMICO 

 

4.2.1 Potencial de Circuito Aberto (OCP) 

A evolução do OCP em função do tempo está descrita na figura 2. Em relação às 

diferentes superfícies na análise intragrupo para o eletrólito (BHI), não houve diferença 

estatística (p>0.05) entre as superfícies teste (D.A. e D.A.Zir) e controle (USI) e nem 
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entre todas as superfícies avaliadas. Da mesma forma, na análise intragrupo para o 

eletrólito Biofilme, também não é possível observar diferença estatística significante 

(p>0,05) entre as superfícies teste e controle e nem entre as três superfícies avaliadas, 

porém, apresentando maiores valores de OCP para o grupo D.A. (BHI).  

Na análise em função do eletrólito, também foi observado que não houve 

diferença estatística entre os grupos (p = 0,3681). O grupo D.A. em BHI apresentou os 

maiores valores para OCP, sendo seguido pelos grupos D.A.Zir em Biofilme, USI em 

Biofilme, USI em BHI, D.A.Zir em BHI e D.A. em Biofilme. Na avaliação intra grupo, 

todos apresentaram valores de p maior que 0,05.  

 
Figura 02: Representação gráfica das médias e desvio padrão dos valores de OCP para 

os grupos USI (BHI), USI (Biofilme), D.A. (BHI), D.A. (Biofilme), D.A.Zir (BHI) e 

D.A.Zir (Biofilme). Letras maiúsculas iguais mostram semelhança estatística entre as 

superfícies. Letras minúsculas iguais evidenciam semelhança estatísticas, considerando o 

eletrólito entre os grupos para BHI e Biofilme. 

 

No diagrama de OCP (Figura 03), pode constatar resultado semelhante ao que foi 

apresentado na figura 02. O grupo D.A.Zir em Biofilme mostrou maior valor positivo, ou 

seja, possui o melhor potencial eletroquímico, isto é, há uma recuperação maior de 

potencial em um menor tempo. Segue-se pelo D.A. BHI e D.A.Zir BHI. Os altos valores 

apresentados para D.A.Zir Biofilme e D.A. BHI indicam os melhores comportamentos 

para resistir aos eventos corrosivos.  
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Figura 03: Diagrama dos valores do OCP para as superfícies testadas: USI (BHI e 

Biofilme), D.A. (BHI e Biofilme) e D.A.Zir (BHI e Biofilme). 

 

 

4.2.2 Espectroscopia de Impedância Eletroquímica 

Na apresentação dos dados da Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (EIE) 

(Figura 04),  o diagrama de Nyquist (componente real – |Z| real da impedância versus 

componente imaginário – |Zimg| da impedância) visualiza-se que o USI (BHI) teve o 

maior diâmetro semicircular do looping da capacitância, seguido por USI (Biofilme) e 

D.A. (Biofilme).  
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Figura 04: Diagrama dos valores do Nyquist das superfícies testadas: USI (BHI e 

Biofilme), D.A. (BHI e Biofilme) e D.A.Zir (BHI e Biofilme).  

 

No diagrama de Bode (Figura 05) é possível observar que em baixa frequência, 

apenas o grupo D.A.Zir (Biofilme) apresentou valor mais baixo para módulo de 

impedância, seguido pelo grupo D.AZir (BHI). Os grupos USI (BHI), D.A. (BHI) e USI 

(Biofilme) apresentaram valores mais alto, ou seja, mantiveram as frequências altas.  
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Figura 05: Módulo de impedância (ꟾZꟾ) obtidos através do diagrama de Bode para os 

grupos USI (BHI e Biofilme), D.A. (BHI e Biofilme) e D.A.Zir (BHI e Biofilme). 

 

Pela análise do diagrama da Figura 06, observa-se que o grupo D.A. (BHI), D.A. 

(Biofilme) e USI (BHI) apresentaram similaridade no ângulo de fase entre a frequência 

de 10-1 a 101 demonstrando as amplitudes similares. Os demais grupos mantiveram, 

considerando a amplitude do ângulo de fase,  um comportamento próximo D.A.Zir (BHI), 

D.A.Zir (Biofilme) e USI (Biofilme). 

 

Figura 06: Ângulo de fase obtido através do diagrama de Bode para os grupos USI (BHI 

e Biofilme), D.A. (BHI e Biofilme) e D.A.Zir (BHI e Biofilme). 
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Resistência de polarização (Rp) 

Os valores de Rp, em relação as diferentes superfícies na análise intragrupo para 

os eletrólitos BHI e Biofilme, bem como a interação entre estas superfícies e entre estes 

fatores, não apresentaram diferenças estatísticas (p = 0.360) (Figura 7). Ao nível de 5% 

de significância para o teste Tukey, considerando apenas o parâmetro eletrólito (BHI e 

Biofilme), houve diferença estatística entre: USI BHI vs D.A. Biofilme (p = 0,0058); USI 

BHI vs D.A.Biofilme (p = 0,0041); USI BHI vs D.A.Zir BHI (p = 0,0077).  

 

 
 

Figura 07: Representação gráfica das médias e desvios padrão dos valores de Rp para os 

grupos USI, D.A. e D.A.Zir em Biofilme e BHI. Letras maiúsculas iguais evidenciam 

semelhança estatística entre as superfícies. Letras minúsculas iguais mostram semelhança 

estatísticas considerando o  eletrólito (BHI e Biofilme) entre os grupos.  

 

 

Para os achados elétricos da superfície dos espécimes, o circuito equivalente para 

os ensaios elétricos utilizou se o circuito elétrico simples, composto por Rsol (resistência 

da solução), Rp (resistência da polarização) e CPE (Figura 8). 

 

Figura 08. Circuito elétrico equivalente. 
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Constância de Elemento de Fase  

Para CPE (Figura 09), não houve diferença significante intra grupo para o fator 

eletrólito (BHI e Biofilme) e superfície p = 0.1365. Para o fator eletrólito houve diferença 

estatística para ANOVA dois fatores, mas no pós teste Tukey não houve diferença 

estatística entre os grupos ao nível de 5%. A superfícies não apresentaram diferença 

estatística para o teste ANOVA (p = 0,1385). 

  

 

Figura 09:  Gráfico com os valores de média e desvio padrão do Circuito de Polarização 

Elétrica (CPE com Difusão) para os grupos USI, D.A. e  D.A.Zir em função dos eletrólitos 

(BHI e Biofilme). Letras maiúsculas, se diferentes, mostram a diferença estatística entre 

as superfícies. Letras minúsculas, se diferentes, mostram diferença estatísticas 

considerando o eletrólito entre os grupos para BHI e Biofilme. 

 

4.2.3 Curva de Polarização Potenciodinâmica 

Na representação dos resultados por meio da curva potenciodinâmica, todos os 

grupos apresentaram regiões de transição ativa-passiva (Figura 10). 

De um modo geral, todos os grupos apresentaram constantes de passivação 

similares. Este, além de apresentar passivação tardia, não apresentou uma constante, em 

verdade apesentou uma curva na região de passivação, levando mais tempo para atingir 

o ponto de passividade. 
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Quanto a corrente de passivação, em ordem crescente em relação ao 

comportamento eletroquímico mais favorável, foram USI (BHI) > USI (Biofilme) > D.A. 

(BHI) = D.A. (Biofilme) > D.A. Zir (BHI) > D.A.Zir (Biofilme). 

 

Figura 10: Curvas potenciodinâmicas dos grupos USI, D.A. e  D.A.Zir em função dos 

eletrólitos (BHI e Biofilme). 

 

4.2.1 Potencial de Corrosão (Ecorr) 

Na análise estatística para Ecorr não foi possível observar diferença significante na 

interação de eletrólito com a superfície (p = 0.3690), nem na interação entre os eletrólitos 

(BHI e Biofilme) (p = 0.2028) e houve diferença para as superfícies (p = 0.0019). Para a 

superfície houve diferença estatística entre o grupo USI (Biofilme) vs D.A. (BHI) (p = 

0.0072).  
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Figura 11: Representação gráfica das médias e desvios padrão dos valores de  Ecorr para 

os grupos USI, D.A. e  D.A.Zir em função dos eletrólitos (BHI e Biofilme). Letras 

maiúsculas, se diferentes, mostram a diferença estatística entre as superfícies. Letras 

minúsculas, quando diferentes, mostram diferença estatísticas considerando o  eletrólito 

(BHI e Biofilme) entre os grupos das superfícies. 
 

4.2.2  Densidade de Corrente de Corrosão (Icorr) 

Para o Icorr, na análise entre os grupos considerando eletrólito e biofilme, não 

houve diferença estatística (p = 0.2868). Para análise inter grupos considerando o fator 

“eletrólito”, houve diferença entre os grupos, conforme se pode visualizar no Figura 12. 

Na análise considerando o fator “superfície”, houve diferença estatística 

significante no pós teste de Tukey ao nível de 5%, conforme se pode observar na Figura 

12.  
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Figura 12: Representação gráfica das médias e desvios padrão dos valores de Icorr para 

os grupos de superfícies (USI, D.A. e D.A.Zir em função dos eletrólitos (BHI e Biofilme). 

Um único asterisco sobre a indicação dos espécimes corresponde ao fator eletrólito. Dois 

asteriscos sobre a indicação dos espécimes correspondem ao fator  superfície. 

 

 

4.3  MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) E 

ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA (EED) 

A MEV foi realizada considerando um aumento de 3000x, os quais permitiram a 

visualização da superfície dos espécimes.  

As imagens A, D e G da Figura 13, representam a superfície dos grupos USI, D.A. 

e D.A.Zir, no período inicial do estudo (Padrão), sem interferência do biofilme e/ou da 

corrosão. Observa-se que para o grupo USI, a superfície é lisa e com pequenas ranhuras 

que podem ter ocorrido durante o processo de metalografia (Figura 13A). No grupo D.A., 

nota-se a presença de superfície porosa devido ao processo de ataque ácido promovido 

nesta superfície, sendo este um processo de subtração, formando os poros na superfície 

(Figura 13D). Já no grupo D.A.Zir, a superfície mostra uma camada homogênea, como 

um amontoado de partículas, que sugerem ser as partículas de zircônia que recobriram os 

poros promovidos pelo ataque ácido (Figura 13D). 

As Figuras 13B, E e H, são correspondentes ao período BHI para os grupos USI, 

DA e DAZir, respectivamente, após o ensaio eletroquímico. É possível observar que a 

superfície mais irregular quando comparado ao período inicial (figura 13A), permite 
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afirmar que haja deposição de microrganismos facilitada. Da mesma forma, as figuras 

13E e H referente ao grupo DA e DAZir, mostram uma superfície com poros mais 

profundos e pontos mais claros, o que sugere ser precipitação de substâncias (cloro, 

fósforo, potássio, sódio, enxofre) em função do biofilme e pelo ensaio de corrosão. 

De um modo geral, as figuras 13C, F e I para os grupos USI, DA e DAZir, 

respectivamente de biofilme no período de 7 dias após ensaio eletroquímico. Além disso, 

no grupo DA (figura 13F), não é possível observar de forma definida os poros formados 

pelo ataque ácido como na figura 13B. E no grupo DAZir (figura 13I), grande quantidade 

de biofilme parece ter se formado na superfície, sendo possível notar que neste grupo 

houve a maior quantidade e formação do que sugere ser matriz extracelular. 

Pode se observar que a superfície da imagem [D] apresenta maior quantidade de 

irregularidades do que as outras superfícies [A – G] a qual permite que estas 

irregularidades permitam a adesão de grande quantidade de microrganismos, 

corroborando com os achados microbiológicos. Percebe-se que a imagem [E] teve uma 

ocupação das irregularidades da superfície com algumas alterações do local. A imagem 

[F] permite a visualização ainda menor das irregularidades superficial. 
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Figura 13 – Imagens obtidas por MEV 3000x sobre a superfície dos discos com as 

superfícies alteradas. [A] USI (Padrão) espécime usinado e submetido a metalografia, 

sem condicionamento da superfície; [B] USI (BHI) espécime em contato com BHI para 

o ensaio eletroquímico para esta superfície; [C] USI (Biofilme) espécime com a formação 

de biofilme após 7 dias após ensaio eletroquímico; [D] D.A.Zir (Padrão) espécime 

representativo deste tratamento de superfície, como recebido da empresa e sem ser 

testado; [E] D.A.Zir imerso em BHI para o ensaio eletroquímico para esta superfície; [F] 

D.A.Zir em Biofilme de 7 dias de crescimento microbiano após ensaio eletroquímico; [G] 

D.A (Padrão) espécime representativo deste tratamento de superfície, como recebido da 

empresa e sem ser testado; [H] D.A. imerso em BHI para o ensaio eletroquímico para esta 

superfície; [I] D.A. em Biofilme de 7 dias de crescimento microbiano após ensaio 

eletroquímico. 

 

Pela espectroscopia de energia dispersiva (EED) analisou-se a química elementar 

em volume dos espécimes. Esta comparação da composição química das diferentes 

superfícies analisadas, prévia e posteriormente ao teste de corrosão, observou uma 

similaridade quanto aos tipos de elementos químicos encontrados nas superfícies, além 

do Ti, principal componente do material avaliado. 

O grupo D.A.Zir (Biofilme) em relação ao D.A.Zir (BHI) observa pontos de Ti 

mais expressivo para o grupo controle (BHI), enquanto o D.A.Zir (Biofilme) apresenta 

picos com a presença de outras substâncias que sugerem ser oriundas do meio de cultura 

BHI. 

De um modo geral, em todos os grupos em biofilme de 7 dias (USI, D.A. e 

D.A.Zir), houve precipitação de partículas de alguns elementos químicos sobre a 

superfície, tais como carbono (C), sódio (Na), fósforo (P), enxofre (S), cloro (Cl), potássio 

(K), provavelmente oriundos do meio de cultura BHI e metabólitos bacterianos liberados 

por E.faecalis. 

Entre D.A.Zir (Biofilme) e D.A. (Biofilme), houve maior concentração de 

elementos químicos (Na, O e Cl) sobre a superfície do primeiro, evidenciada por picos 

elevados destes elementos químicos. 

A presença do elemento enxofre representa produtos do metabolismo bacteriano 

estando localizado em alguns pontos em concentrações baixas. 
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Figura 14 -  Gráfico expondo os dados da EED da superfície, USI (BHI) e USI 

(Biofilme). 
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Figura 15 -  Gráfico representativo dos dados da EED da superfície D.A., D.A. (BHI) e 

D.A. (Biofilme). 
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Figura 16 -  Gráfico representativo dos dados da EED da superfície D.A.Zir (padrão), 

D.A.Zir (BHI) e D.A.Zir (Biofilme). 

 

4.4  MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (MFA) 

As Figuras 17, 18 e 19 representam as imagens em 3D obtidas na análise MFA 

(modelo Flex AFM – Nano Surf EasyScan 2 Flex), com leituras em modo de contato dos 

valores de rugosidade gerados após a varredura da área pré-determinada (área de 

varredura de Y 50µm x 50µm). De modo geral, observa-se que a superfície USI se 
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apresenta mais homogênea em relação as demais (D.A e D.A. Zir), independente do 

biofilme e ensaio eletroquímico. Entretanto, observa-se que houve uma maior diferença 

em altitude de uma superfície de 0,62 µm para 1.8 µm após o ensaio de corrosão na 

presença de E. faecalis. Já a superfície tratada por meio de D.A. apresenta picos e vales 

bem definidos, porém, com diminuição da altitude do espécime após o ensaio de corrosão 

e pelo contato com o biofilme (de 3.7 µm para 2.2 µm) por haver deposição de material 

orgânico e biológico sobre a superfície tornado a menos irregular e atenuando a altitude 

de picos e vales. O grupo D.A.Zir apresentou maiores quantidades de picos e vales em 

comparação as outras duas superfícies, confirmando para este grupo aquilo que já fora 

demonstrado na MEV, ou seja, grandes irregularidades da superfície, apresentando 

diminuição da rugosidade após o ensaio de corrosão de 4.1 µm para 2.3 µm devido a 

deposição dos compostos do caldo de BHI. 
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Figura 17 – Imagens obtido por MFA em área de 50 µm por 50 µm sobre a superfície 

dos discos Usinados (USI), representando o USI (Padrão) (disco recebido pelo fabricante 

para os ensaios), USI (BHI) (disco que passou pelo ensaio eletroquímico sem o 

crescimento de biofilme por 7 dias) e USI (Biofilme) (disco que passou pelo ensaio 

microbiológico para crescimento de biofilme de 7 dias e ensaio eletroquímico). 
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Figura 18 - Imagens obtido por MFA em área de 50 µm por 50 µm sobre a superfície dos 

discos Duplo Ataque Ácido (D.A.), representando o D.A. (Padrão) (disco recebido pelo 

fabricante para os ensaios), D.A. (BHI) (disco que passou pelo ensaio eletroquímico sem 

o crescimento de biofilme por 7 dias) e D.A. (Biofilme) (disco que passou pelo ensaio 

microbiológico para crescimento de biofilme durante 7 dias  seguido do ensaio 

eletroquímico). 
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Figura 19 - Imagens obtido por MFA em área de 50 µm por 50 µm sobre a superfície dos 

discos Duplo Ataque Ácido e Jateamento de Zircônia (D.A.Zir), representando o D.A.Zir 

(Padrão) (disco recebido pelo fabricante para os ensaios), D.A.Zir (BHI) (disco que 

passou pelo ensaio eletroquímico sem o crescimento de biofilme por 7 dias) e D.A.Zir 

(Biofilme) (disco que passou pelo ensaio microbiológico para crescimento de biofilme 

durante 7 dias, seguido do ensaio eletroquímico). 
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5  DISCUSSÃO  

 Dos resultados microbiológicos apresentados, observa-se que as modificações de 

superfície facilitaram a agregação bacteriana quando comparada à superfície usinada 

(Figura 01). No grupo D.A.Zir aderiu maior quantidade de bactérias por apresentar 

superfície mais irregular (Figura 18). Em superfície rugosa há uma facilidade de adesão 

bacteriana, especialmente no interior das irregularidades da superfície onde estão 

localizados os vales, porém acaba favorecendo a velocidade de osseointegração e a taxa 

de sucesso (Amoroso et al 2006). Esta rugosidade superficial que facilita a adesão 

bacteriana aos implantes (Figura 01), há caso de adição de revestimentos antibacteriano 

para poder inibir infecções (Patelli et al 2018) uma vez que inibe adesão microbiana. 

Neste sentido, há estudos para melhorar a integração de células-superfície, principalmente 

com empenho nos últimos anos para desenvolvimento de superfície com características 

antibacteriana, como: superfície antiaderente; introdução de drogas ou íons metálicos 

sobre as superfícies; agentes inorgânicos (íon prata) (Rai et al 2009, Variola et al 2011, 

Vos et al 2017, Ferraris et al 2019). Há uma prática na clínica através da administração 

de drogas para o organismo, normalmente por via oral, a fim de prevenir infecção 

bacteriana pela adesão no material implantado e impedir formar um biofilme bacteriano 

sobre a superfície (Kazek-Kesik et al 2018).  

A ciência tem trabalhado para o aprimoramento das superfícies implantares com 

qualidade para eventos anti inflamatórios e antimicrobiano (Li et al 2019), mas mesmo 

assim os métodos de alteração de superfície continuam sendo empregados. O método de 

subtração é bem comum para tratar superfície dos implantes. A subtração na superfície 

do titânio é com jateamento de óxido de alumínio (Chen et al 2016) partículas 

biocerâmicas (Muller et al 2003) de grãos de vários tamanhos e ou ataque ácido 

conferindo uma superfície rugosa micro texturizada, biocompatível, os quais os implantes 

são tratados com banho ultra sônico, enxaguados e finalmente secos (Buser et al 1991) . 

O grupo D.A.Zir teve a subtração feita por zircônia e sem presença de impureza da 

partícula sobre a superfície (Figura 16).  

Corroborando com esta informação, neste estudo a superfície modificada por 

jateada com zircônia e acrescida de ataque ácido teve maior adesão microbiana (Figura 

01), já que houve otimização da rugosidade da superfície (Karthigeyan et al 2019). O que 

está de acordo com as imagens de MEV, que apontam as irregularidades das superfícies 

modificadas em relação à usinada (Figura 13), corroborando com o dado quantitativo da 

análise de adesão bacteriana (Figura 01).  
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Neste estudo, a superfície que foi modificada por jateamento seguido por duplo 

ataque ácido (D.A.Zir) teve a maior irregularidade superficial (Figura 19 – D.A.Zir 

[Padrão]). Esta superfície modificada sem adição de partículas de zircônia (Figura 16 – 

D.A.Zir [Padrão]) é facilitada ataque ácido que remove os resíduos (Karthigeyan et al 

2019). 

Acredita-se que a formação de colônias foi facilitada pela grande quantidade de 

picos e vales presentes no grupo D.A.Zir, fato não encontrado no grupo USI. Esta 

observação experimental, sugere modificações na superfície dos implantes dentários, com 

a  texturização dos terços apical e médio a fim de favorecer a osseointegração, enquanto 

no terço cervical e plataforma do implante, por estar frequentemente supra ósseo, 

minimizaria a adesão microbiana.  

Como observado para grupo D.A. não teve diferença estatisticamente significante 

ao nível de 5% em relação aos grupos USI e D.A.Zir, ambos para o ensaio microbiológico. 

Nota-se que a modificação da superfície do grupo D.A. apresenta  menos irregularidades 

que o grupo D.A.Zir (Figura 19), porém mais do que o grupo USI (Figura 17). A diferença 

de colônias entre D.A.Zir e USI pode ter causado, em dados episódios, a uma redução do 

pH local, causado pela colonização microbiana sobre as superfícies (Virtanen et al., 

2004). Na presença de pH baixo o comportamento corrosivo no Ti é mais acentuado 

(Taman et al 2014). 

Esta relação entre a presença de biofilme e diminuição na capacidade de resistir a 

corrosão foi encontrado neste estudo (Figura 10), mas sem diferença estatística para 

alguns fatores a serem discutidos. Pode-se observar que o maior valor de UFC/mL no 

grupo D.A.Zir (BHI) resultou em menor capacidade de resistir ao processo corrosivo 

(Figura 10), especialmente quando se considera a ciclo polarização que causa a 

perturbação do biofilme, ou seja, a maior irregularidade teve incapacidade de resistir a 

corrosão. Além disso, a corrosão do titânio aumenta a sua rugosidade superficial 

(Mombelli et al., 2018) que aumenta a área para integração eletroquímica, 

desestabilizando ainda mais sua superfície. Isto causa a liberação de produtos de corrosão 

do Ti ao meio, com consequências biológicas peri implantares, acúmulo nos tecidos (Yu 

et al., 2015) e, com a presença de corpo estranho, inflamação, dor, peri implantite e perda 

de implante  (De Melo et al., 2016; Ferreira Ribeiro et al., 2016). É desejável que a 

aplicação do titânio na forma de implante dentário e ortopédico apresente baixa taxa de 

corrosão. (Zhang et al., 2015). Assim, foi aceita a hipótese H0 levantada, de que o 

biofilme se forme em maior quantidade na superfície com duplo ataque ácido foi aceita.  
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A análise dos diagramas de EDD para os tratamentos de superfície com os 

eletrólitos(BHI e Biofilme), referentes ao ensaio eletroquímico, chama a atenção a 

presença do íon Cloro. A presença deste íon em meio corrosivo acelera a presença de 

pites no aço inoxidável, pois a sua presença tende a desestabilizar o filme passivo em aços 

inoxidáveis (Gentil et al., 2003). A grande deposição de íons cloreto e também e íons 

sódio sobre a superfície dos espécimes ocorreu pelo contato com o meio de cultura BHI, 

bem como na forma de eletrólitro BHI,  uma vez que este apresenta em sua composição 

cloreto de sódio (5 g/L) e fosfato dissódico 2,5 g/L. Entretanto, apesar da presença deste 

íon ser mais expressivo nos grupos USI e D.A. (BHI), do que nos grupos USI e D.A. 

(Biofilme), conforme observa-se no diagrama para EDS, o comportamento mais 

favorável eletroquimicamente para resistir a corrosão ocorreu nos grupos USI e D.A. 

(BHIs), confirmando que o íon cloro, neste caso, não teve efeito sobre a corrosão, haja 

vista que não foi um subproduto do microrganismo e sim um componente da composição 

BHI estando presente para todos os grupos.  

Chama a atenção a concentração de oxigênio em alguns pontos, sobretudo nos 

grupos que tiveram a formação de biofilme sobre a sua superfície. A distribuição não 

uniforme de oxigênio pode formar uma célula de concentração de oxigênio, potencial 

elétrico entre áreas de altas e baixas concentrações de oxigênio (Fukushima et al., 2014). 

Importante salientar que nenhum outro elemento químico com maior expressividade foi 

observado nos discos USI, D.A. e D.A.Zir que foram recebidos pela indústria, ou seja, 

nenhuma impureza foi encontrada pela do EED.  

Quanto aos parâmetros aos quais os grupos foram submetidos, correspondem ao 

Potencial de Circuito Aberto (OCP), Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (EIE) 

e a Curva de Polarização Potenciodinâmica. As reações de corrosão eletroquímica sobre 

a superfície dos espécimes deste trabalho, requereu um ambiente úmido / eletroquímico, 

mas isento de corrosão mecânica onde tensões funcionais sobre o implante viessem 

comprometê-lo (Tschernitschek et al., 2005; Norumbissi et al., 2019).  Para o OCP os 

grupos D.A.Zir (Biofilme) teve o melhor comportamento por ter a recuperação de 

potencial elétrico em menor tempo. Os grupos D.A (BHI) e D.A.Zir (BHI) apresentaram 

uma boa estabilização do sistema no início para resistir a corrosão também. Pelos dados 

observados na Figura 02, o OCP não teve diferença estatística para a superfície (p = 

0.9891) e eletrólito (p = 0.3681). A análise de OCP pode remeter que a presença do 

biofilme sobre os espécimes influenciou na estabilização eletroquímica ao causar o 
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biofilme uma certa proteção para eventos corrosivos. Salienta-se que o OCP permite 

avaliar o potencial do material perante a solução e estabilizar o sistema. 

Para o diagrama de Nyquist que tem a finalidade de informar uma maior 

resistência à transferência de cargas e menor potencial de troca de íons com o ambiente 

externo, o maior diâmetro semi circular do USI (BHI) e USI (Biofilme) denota um bom 

comportamento eletroquímico,  observado também para o do D.A. (Biofilme), mas sem 

grandes diferenças destes para os demais grupos D.A.Zir (BHI e Biofilme) e D.A. (BHI). 

Se há uma menor quantidade de irregularidades ou poros na superfície, pode haver menor 

troca iônica com o meio (Faverani et al., 2014; Beline et al., 2016).  Superfície de titânio 

expostas a alterações do pH do meio oral baixo, como ocorre com o uso de dentifrícios 

fluoretados que acabam promovendo a acidificação do meio com prejuízo para a camada 

de TiO2, se tornam vulneráveis à corrosão (Siirilä et al., 1991; Lugowski et al., 1991; 

Anwar et al., 2011).  

Em reabilitação oral nenhum íon deve ser liberado como resultado da corrosão 

(Noumbissi et al., 2019), ainda que seja da dissolução de ligas de titânio que acaba 

levando a toxicidade (Sedarat et al., 2001). Neste sentido, ao analisar o diagrama de 

BODE permite observar que os grupos USI (BHI), D.A (BHI) e USI (Biofilme) tiveram 

boa capacidade de resistir as trocas iônica com o meio. A menor irregularidade da 

superfície propicia uma menor troca iônica, conforme pode se observar para o grupo USI 

(BHI) e D.A. (BHI), enquanto D.A.Zir (Biofilme) com maior troca iônica. O tipo de 

superfície, no caso a usinada, propiciou uma melhor estabilidade eletroquímica e a 

presença do biofilme não causou uma proteção quanto para a superfície em evento 

corrosivo. Conforme observado, a menor troca iônica grupo USI (BHI), acaba tendo um 

menor processo corrosivo, não perturbando a camada de óxido (Noumbissi et al., 2019). 

Para o Potencial de Polarização Dinâmica os grupos D.A.Zir (BHI) e D.A.Zir (Biofilme) 

tiveram pior comportamento eletroquímico. Quanto a densidade de corrente de corrosão 

(Icorr), quando se comparou a superfície dos grupos e destes para os eletrólitos, houve 

diferença estatisticamente significante. Observou-se melhor capacidade para resistir a 

corrosão generalizada pelo grupo USI (BHI e Biofilme). A análise da Figura 11 permite 

observar uma maior região ativa de corrosão e maior demora para atingir a região passiva 

para o D.A.Zir (BHI) e D.A.Zir (Biofilme). No caso de colonização por Porphyromonas 

gingivalis por 30 dias em implantes houve a indução da corrosão dos implantes, bem 
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como presença de ataque severo de ataque de corrosão pela descoloração da superfície e 

aumento de rugosidade da superfície (Rodrigues et al., 2013; Siddiqui et al.2019).   

Saber as dimensões dos vales, poros e fissuras na superfície em relação ao 

tamanho das bactérias é importante em termos de fixação, ainda mais com a presença de 

saliva artificial que contém a proteína mucina que favorece adesão a superfície 

(Narendrakumar et al.2015). A análise da Figura 11 evidencia que os espécimes que 

passaram pelo tempo para a formação de biofilme comparados com os imersos em BHI, 

apresentam maiores valores de densidade de corrente de corrosão, ou seja, tiveram pior 

comportamento eletroquímico. 

Assim sendo, diante da outra hipótese levantada a respeito do ensaio 

eletroquímico sob a influência ou não da presença de biofilme em proteger a superfície 

do titânio em ter maior passivação frente a corrente elétrica, observou-se que a presença 

do biofilme trouxe uma pior capacidade dos espécimes de resistir trocas iônica com o 

meio. Esta afirmação é confirmada pelos resultados apresentados pelos resultados 

apresentados por BODE (Figura 04), Rp (Figura 06), Ecorr (Figura 10) e Icorr (Figura 11).  

Pode se dizer que biofilme trás severa atividade metabólica de substâncias 

corrosivas de metais para o ambiente (Fukushima et al.2014; Zhang et al 2015), ou seja, 

em outra situação a degradação da superfície com a dissolução de partículas metálica para 

o in vivo (Rodrigues et al.2013).  

Pelo exposto acima, é diferentemente da adesão de bactérias que pode servir de 

forma mais preventiva para a dissolução de íons metálicos no eletrólito (Sridhar et 

al.2019). Tão logo o pior comportamento eletroquímico foi para D.A.Zir (Biofilme), 

conforme se observa no diagrama de BODE, Nyquist, Icorr, Ecorr. Para todos estes 

parâmetros analisados o grupo D.A.Zir apresentou comportamento eletroquímico com o 

meio pior do que os demais grupos. Em contrapartida, o grupo USI teve melhor 

comportamento para trocas iônicas.  Assim, diante do exposto, pode-se afirmar que a 

maior quantidade de biofilme formada e superfície mais irregular do espécime exerceram 

influência as trocas iônicas mais agressivas com o meio. Ao observar dentro do próprio 

grupo, os BHI e Biofilme, a presença do biofilme favoreceu a maior troca iônica com o 

meio.  
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Esses achados permitem afirmar que o biofilme não diminuiu a resistência do Ti 

à corrosão (rejeita H1), pois D.A.Zir teve maior capacidade de adesão microbiana e com 

maior capacidade de troca iônica com o meio. 
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6  CONLCUSÃO 

Diante dos resultados obtidos e considerando as limitações do estudo e dentro do 

que foi proposto em relação à corrosão sobre as superfícies em função do biofilme e do 

tempo avaliado, concluiu-se que:  

- houve maior formação do biofilme na superfície do Ti com jateamento de  

zircônia seguido de duplo ataque ácido (D.A.Zir);  

- a presença do biofilme exerceu influência para aumento da corrosão;  

- o grupo D.A.Zir (Biofilme) teve o comportamento mais corrosivo.  
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ANEXO 

 

 Esta dissertação será submetida a revista Corrosion Science que apresenta suas normas 

de publicação no seguinte web site:  

https://www.elsevier.com/journals/corrosion-science/0010-938x/guide-for-authors 
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