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RESUMO

MARCOS MIGUEL ITO, Desenvolvimento de superficies antimicrobianas de titanio
com caracteristicas ceramicas. 2023. 41 f. Trabalho de Conclusdo de Curso —
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao
Preto, 2023.

Os materiais implantaveis a base de titanio (Ti) ou suas ligas tém sido
amplamente utilizados em tratamentos reabilitadores médicos e odontoldgicos, devido
as suas caracteristicas mecéanicas favoraveis e biocompatibilidade. Por outro lado,
quando comparadas as ceramicas, as superficies de Ti apresentam maior
suscetibilidade a adesdo bacteriana e a colonizagdo por espécies
periodontopatogénicas sendo as infec¢des peri-implantares uma das principais
causas de falhas no tratamento com implantes. Com isso, o desenvolvimento de
materiais implantaveis com boas propriedades mecéanicas que sejam eficazes em
minimizar a colonizacdo bacteriana ainda constitui um desafio. A oxidacéo por plasma
eletrolitico (PEO) é um tratamento simples, capaz de criar revestimentos porosos de
alta durabilidade e estabilidade sobre o Ti. A modificacdo da técnica de PEO pela
incorporagdo de componentes com efeito antimicrobiano ao revestimento em
combinacdo com o desenvolvimento de superficies de zircbnia pode contribuir para
minimizar a adesdo de micro-organismos sobre o Ti. O objetivo desse estudo foi
desenvolver uma nova superficie de Ti, revestida por zirconia, utilizando a técnica de
PEO e anodizacdo com ZircOnia, e avalia-la quanto a formacdo e composicao de
biofilme oral, in situ, e o efeito sobre a caracterizacao das superficies, em comparacao
a superficies de titanio usinadas e superficies comerciais tratadas por duplo ataque
acido. Dois desfechos foram estipulados para este estudo: (1) caracterizacdo das
superficies, por meio da analise da espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio
X (XPS); espectroscopia de raios X por dispersdo de energia (EDX) com microscopia
eletrbnica de varredura (MEV); analise da rugosidade de superficie e de area
utilizando a Microscopia Confocal a Laser; ensaio de molhabilidade e calculo de
energia livre de superficie; e (2) avalicdo microbiolégica, por meio da analise do
biofilme por meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV). Para a realizacao
deste estudo, foram recrutados 12 individuos saudaveis, sem lesGes de carie ativas

ou doenca periodontal, que utilizaram dispositivos intra-orais maxilares,



confeccionados de placas de acetato de 0,3mm de espessura (Bio-Art), contendo
quatro espécimes de Ti, de 10mm de diametro por 3,5mm de espessura, um de cada
grupo de estudo (C1, C2, T1 e T2) fixados na regido de pré-molares e molares com
resina acrilica autopolimerizavel incolor. Foram utilizados discos de Ti comercialmente
grau puro 4 (Intraoss), divididos em 4 grupos. Sendo que os grupos controles, C1,
discos usinados, e C2, discos tratados por duplo ataque acido, ndo sofreram nenhum
tipo de intervencao, previamente a sua utilizacdo. Ja os grupos experimentais, T1,
tratados por PEO, T2, tratado por PEO seguido de anodizagédo para o recobrimento
por Zr.

A partir das analises foi possivel concluir que a caracterizacdo superficial do
tithnio com adigdo de zirconio resultou em uma estrutura estavel. Com isso, as
superficies experimentais menor energia de superficie, ganho da hidrofobicidade

maior rugosidade superficial, além de menor formacéao de biofilme.

Palavras-chave: PEO. Tratamento de superficie. Titanio. Zirconia.



ABSTRACT

MARCOS MIGUEL ITO, Development of antimicrobial titanium surfaces with ceramic
characteristics. 2023. 41 f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Faculdade de

Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Implantable materials based on titanium (Ti) or its alloys have been widely used in
medical and dental rehabilitation treatments, due to their favorable mechanical
characteristics and biocompatibility. On the other hand, when compared to ceramics,
Ti surfaces are more susceptible to bacterial adhesion and colonization by
periodontopathogenic species, with peri-implant infections being one of the main
causes of failures in treatment with implants. Therefore, the development of
implantable materials with good mechanical properties that are effective in minimizing
bacterial colonization is still a challenge. Electrolytic plasma oxidation (PEO) is a
simple treatment capable of creating highly durable and stable porous coatings on Ti.
The modification of the PEO technique by incorporating components with antimicrobial
effect to the coating in combination with the development of zirconia surfaces can
contribute to minimize the adhesion of microorganisms on the Ti. The objective of this
study was to develop a new Ti surface, coated with zirconia, using the technique of
PEO and Zirconia anodization, and to evaluate it regarding the formation and
composition of oral biofilm, in situ, and the effect on the characterization of the
surfaces. , compared to machined titanium surfaces and commercial surfaces treated
by double acid etching. Two outcomes were stipulated for this study: (1) surface
characterization, through X-ray excited photoelectron spectroscopy (XPS) analysis;
energy dispersion X-ray spectroscopy (EDX) with scanning electron microscopy
(SEM); analysis of surface and area roughness using Confocal Laser Microscopy;
wettability test and surface free energy calculation; and (2) microbiological evaluation,
through analysis of the biofilm using scanning electron microscopy (SEM). To carry out
this study, 12 healthy individuals were recruited, without active caries lesions or
periodontal disease, who used maxillary intraoral devices, made of 0.3 mm thick
acetate plates (Bio-Art), containing four specimens of Ti, 10 mm in diameter and 3.5
mm thick, one from each study group (C1, C2, T1 and T2) fixed in the region of

premolars and molars with colorless self-curing acrylic resin. Commercially pure grade



4 Ti disks (Intraoss) were used, divided into 4 groups. Since the control groups, C1,
machined discs, and C2, discs treated by double acid attack, did not undergo any type
of intervention prior to their use. As for the experimental groups, T1, treated with PEO,

T2, treated with PEO followed by anodization for Zr coating.

From the analyzes it was possible to conclude that the surface characterization of
titanium with the addition of zirconium resulted in a stable structure. As a result, the
experimental surfaces have less surface energy, gain in hydrophobicity, greater

surface roughness, in addition to less biofilm formation.

Keywords: PEO. Surface treatment. Titanium. Zirconia.
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1.INTRODUCAO

O titanio (Ti) e suas ligas tém sido largamente utilizados para a confeccéo de
materiais implantaveis, tanto na area médica (tais como proéteses, cateteres e stents)
quanto odontoldgica (implantes dentarios e préteses bucomaxilofaciais)!~3. Dentre as
caracteristicas que justificam o0 seu uso na area da saude podemos citar a
biocompatibilidade, leveza, inércia quimica, resisténcia a corrosdo e boa resisténcia
mecanica quando comparado a outros metais'™3. No caso dos implantes
osteointegraveis, como os utilizados em odontologia, o sucesso do tratamento
depende da formacao de tecido 6sseo diretamente em contato com o implante, sem
desenvolvimento de tecido fibroso na interface, e da auséncia de infec¢do!4. Ambos
0s processos sao influenciados por caracteristicas fisicas, quimicas e morfologicas

das superficies dos implantes?>®,

Grande parte das falhas no uso de implantes osteointegraveis se deve a
ocorréncia de infeccGes que levam a necessidade de sua remoc¢do?“. Na cavidade
oral, a infeccdo ao redor do implante é denominada perimplantite, condicdo em que
ocorre uma dishiose com consequente proliferacdo de espécies bacterianas
patogénicas e inflamacdo dos tecidos perimplantares, com reabsorcdo Ossea
progressiva de dificil interrupcdo e tratamento®. Nesse contexto, alteracdes na
superficie do titdnio que o tornem menos suscetivel a adesao e coloniza¢ao bacteriana
podem prevenir a perimplantite e, consequentemente, a perda de implantes que gera

prejuizos financeiros, estéticos e funcionais consideraveis aos pacientes?>.

Diversos procedimentos para a modificacdo da superficie de titanio tém sido
descritos na literatura, tais como jateamento com Oxido de aluminio, condicionamento
acido, uso de plasma spray, solucdes alcalinas, anodizacéo, laser, recobrimento por
hidroxiapatita e oxidacéo por plasma eletrolitico (PEO)?’. De modo geral, as diferentes
técnicas aumentam a rugosidade de superficie do titAnio com o objetivo de promover
maior area de contato entre tecidos e implante, melhor ancoragem ao 0sso adjacente
e rapidez no processo de osseointegracéo’8. Dentre elas, a PEO, também conhecida
como oxidagdo por micro-arco (MAO), € considerada um método relativamente
simples, versétil, de baixo custo e eficiente na formagéo de revestimentos ceramicos
porosos sobre substratos metalicos®'°. A técnica se baseia na aplicacéo de diferencas

de potencial elétrico entre dois eletrodos (um catodo e um anodo) imersos em solucao
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eletrolitica, gerando micro descargas de plasma na superficie do metal®1°. E possivel
alterar a composicao e as propriedades da camada ceramica formada, tais como
espessura, rugosidade e tamanho dos micro poros, a partir do ajuste dos parametros
utilizados no processo (voltagem, corrente, tempo de aplicacéo, ciclo de trabalho,

temperatura e composicédo do eletrélito)'123,

Apesar do titanio ainda ser o material mais utilizado para a confeccdo de
implantes, tem sido demonstrado que as superficies ceramicas geram uma resposta
mais favoravel dos tecidos perimplantares e apresentam menor susceptibilidade a
colonizacdo microbiana 4. Ensaios clinicos reportaram menor concentracdo de
citocinas proé-inflamatérias relacionadas a reabsorcao 6ssea (IL-1B e IL-6) e maiores
niveis de leptina, uma proteina associada a saude periodontal, no fluido crevicular
gengival de sitios com conectores ceramicos em comparacdo aos de titanio'>16.
Estudos longitudinais do nosso grupo de pesquisa corroboram estes resultados®’-1°.
Comparando o biofilme formado sobre conectores de titanio ou zirconia, apos 6 meses
ou 3 anos de funcéo dos implantes, observamos que os de titanio apresentaram maior
namero de bactérias colonizando as superficies e maior prevaléncia de espécies
periodontopatogénicas. Além disso, o sequenciamento do gene 16S bacteriano
mostrou que o titanio apresentou maior grau de colonizacao por espécies ainda nao
classificadas. Sugere-se que tais espécies podem estar relacionadas a um maior
potencial inflamatério, jA& que os implantes restaurados com conectores de titanio
apresentaram maiores indices de reabsor¢cdo 6ssea ao final dos periodos de
investigacdo!’1°. Outros autores também demonstraram, por meio de um estudo in
vitro, que a modificacdo da superficie do titanio pelo jateamento com zircdnia levou a
uma reducéo significante da adeséo bacteriana, similar a obtida com a zircénia pura,
quando em comparacdo ao titdnio sem tratamento ceramico®®. O revestimento da
superficie do titAnio com uma camada ceramica, portanto, representa uma possivel
estratégia para minimizar a colonizacéo bacteriana e, consequentemente, a incidéncia

e progresséao de infec¢des perimplantares.

Pela técnica da PEO, é possivel obter efetivamente o recobrimento ceramico
de superficies metalicas de geometria complexa, como a dos implantes, e 0s
revestimentos formados apresentam alta durabilidade, boa adesdo ao metal,
estabilidade quimica, resisténcia a corroséo e ao desgaste?'??, Os estudos reportados

na literatura envolvendo a metodologia da PEO, em sua grande maioria, foram
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desenvolvidos objetivando-se uma melhora no processo de osseointegracdo dos
implantes. Nos resultados descritos, existe um consenso de que criagdo de micro
poros pela PEO gera uma superficie que facilita a adesao, proliferacdo e diferenciacéo
de células osteogénicas, mais favoravel a osseointegracdo quando comparado as
superficies ndo tratadas!®111320 De fato, foi demonstrado in vivo que a velocidade de
formacdo Ossea ao redor do implante e o contato osso-implante aumentaram

significantemente com o uso da técnica?®-25,

Quando utilizada para recobrir superficies de titanio, a técnica convencional de
PEO forma uma camada ceramica composta por diéxido de titanio?627. Para agregar
caracteristicas antimicrobianas ao tratamento, alguns estudos tém sugerido a
incorporacao de elementos metéalicos a camada, a qual é realizada pela adicdo dos
fons desejados na solucéo eletrolitica?®-2%, Nesse contexto, outros tipos de ceramica
como a zircbnia, podem constituir o revestimento se houver a presenca de ions

zirconio no eletrdlito utilizado no processo®..

Apesar da alta taxa de sobrevivéncia do uso de titanio para implantes
osteointegraveis, 0 sucesso e a longevidade do tratamento podem ser afetados pela
ocorréncia de infeccGes perimplantares, caso haja um desequilibrio da microbiota
oral*?4. O desenvolvimento de uma nova superficie de titinio com as caracteristicas
ceramicas produzidas pela incorporacao dos ions zircénio com a PEO, pode reduzir
de forma significante a adesdo e proliferacdo de micro-organismos, incluindo os
potencialmente patogénicos. O efeito regulador do titanio revestido por zirconia sobre
a composicdo da microbiota do biofilme oral ainda néo foi investigado na literatura.
Dessa forma, este estudo podera contribuir para o desenvolvimento de novas
superficies de implantes, mais resistentes a contaminacdo microbiana e capazes de

reduzir a incidéncia de infec¢des perimplantares.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral desse estudo foi desenvolver uma nova superficie de titanio
com propriedades antimicrobianas pela presenca de zirconia por meio da técnica de
oxidacao por plasma eletrolitico (PEO), e avaliar o seu efeito na formacé&o do biofilme
oral e modificacGes superficies, em comparacao as superficies de titanio comerciais

tratadas por duplo ataque acido ou usinadas.

2.2. Objetivos Especificos
Desfecho de Caracterizacdo das superficies:

e Auvaliar, por meio de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS),
a composicao quimica elementar (concentracédo atémica) e perfil da concentracao
nas primeiras camadas (1- 5 nm) das superficies testadas;

e Analise qualitativa da morfologia das superficies e avaliar o perfil de profundidade
do filme, determinando se a composicdo dos elementos quimicos pode mudar em
funcdo da profundidade, utilizando-se a microscopia de varredura (MEV) com
espectroscopia de raios X por disperséao de energia (EDX);

e Avaliar, por meio de microscopia confocal a laser, a topografia das superficies,
determinando a rugosidade superficial e de éarea,;

e Comparar, por meio de medidas de angulo de contato (©), a hidrofilicidade
(molhabilidade) e energia superficial do substrato antes e a apds a deposi¢ao da

zirconia;

Desfecho de Avaliacdo microbiologica:
e Avaliar, por meio da microscopia de varredura (MEV) o biofilme formado nas

superficies testadas.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Delineamento do estudo

O estudo realizado foi randomizado e controlado, do tipo boca dividida
(split-mouth), com o objetivo de desenvolver uma nova superficie de titanio com
propriedades antimicrobianas pela presenca de zircbnia por meio da técnica
de oxidacado por plasma eletrolitico (PEO), e avaliar o seu efeito na formacéo
do biofilme oral e a caracterizacdo das superficies, em comparacdo as
superficies de titanio comerciais tratadas por duplo ataque acido ou usinadas.
(Tabela 1).

Tabela 1- Divisao dos grupos segundo tratamento de superficie.

Grupo controle (C1) Discos de Ti usinados sem tratamento de superficie

Grupo controle comercial Discos de Ti comercialmente tratados por duplo ataque acido

(C2)

Grupo tratamento 1 (T1) Discos de Ti tratados por PEO para a formacdo de
microporos

Grupo tratamento 2 (T2) Discos de Ti tratados por PEO seguido de anodizacdo para

o recobrimento por zircénia

Fonte: Prépria.
3.2. Calculo Amostral

O tamanho do N amostral foi calculado com o auxilio do software G*Power
versdo 3.1.9.4 (Heinrich-Heine-Universitat, Dusseldorf, Alemanha). O disco de titanio
foi considerado como unidade amostral e foi selecionado o parametro contagem de
células bacterianas como variavel primaria para a determinacédo do N. O calculo foi
realizado utilizando-se como referéncia os dados de um estudo prévio do grupo de
pesquisa e de um estudo piloto. Para a comparagcdo de grupos independentes
(experimentais e controle), um efeito de magnitude 1,58 foi calculado a partir dos
valores (média +desvio padrdo) da contagem microbiana para 0s grupos controle
(2,21 £1,06) e tratamento (0,74 £0,77), considerando-se margens de erro alfa e beta
de 5% e 20%, respectivamente. O método ARE (Asymptotic Relative Efficiency) foi
utilizado como parametro para a distribuicdo dos dados sob a hipétese alternativa,

resultando em um N amostral final de 9 discos por grupo.
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3.3 Selecao dos participantes

Foram selecionados voluntarios dentre os funcionarios, docentes e discentes da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto/USP. Os critérios de exclusdo para a
selecéo do participante foram: gravidez, lactacéo, tabagismo, tratamento periodontal
ou antibiético nos ultimos 3 meses e presenca de qualquer doenca sistémica ou
medicacbes que possam influenciar na condicdo de saude periodontal. Aos
participantes foi facultado o direito de decidir sobre sua participacdo ou ndo na fase
experimental desse estudo e, durante o primeiro contato com 0s pesquisadores,
orientacdes serdo dadas quanto aos procedimentos da pesquisa. O presente estudo

foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Odontologia de Ribeir&o Preto.
3.4. Desenho Experimental

Foram utilizados 72 discos de titanio comercialmente puro grau 4 (Intraoss,
ltaquaquecetuba, SP, Brasil), de 10 mm de diametro por 3,5 mm de espessura,

divididos em 4 grupos:

1) Grupo controle (C1): discos usinados sem tratamento de superficie (n=18)

2) Grupo controle comercial (C2): discos comercialmente tratados por duplo
ataque 4cido (n=18)

3) Grupo tratamento 1 (T1): discos tratados por PEO sem a incorporacao de ions
zirconio (n=18)

4) Grupo tratamento 2 (T2): discos tratados por PEO com a incorporacao de ions
zirconio (n=18)
O numero de discos utilizados em cada grupo, para cada um dos testes

propostos neste estudo, esta detalhado na tabela 2, abaixo:

Tabela 2 — Nameros de discos usados em cada andlise.

Grupos MEV+biofilme XPS EDX Rugosidade (Confocal TOTAL (n)
Laser) + Molhabilidade

(Tensao Superficial)

Controle 3 3 3 9 18
(C1)
Controle 3 3 3 9 18

(C2)
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Tratamento 3 3 3 9 18
(T1)

Tratamento 3 3 3 9 18
(T2)

Fonte: Propria
3.5. Preparo dos espécimes

Os discos usinados sem tratamento de superficie (grupo C1) e os discos tratados
por duplo ataque acido (grupo C2) nao sofrerdo, previamente a sua utilizacao,
gualquer tipo de intervencao neste estudo. Os discos comerciais C2 (duplo ataque
acido) foram fornecidos conforme s&o disponibilizados e comercializados pela
empresa doadora do material (Intraoss). E os discos sem tratamento de superficie
(usinados), ttm o mesmo processo de fabricacdo pela empresa, com excecao da
etapa de aplicacdo do duplo ataque acido. Com isso, todos os discos vieram com uma
padronizacao de producédo da fabrica.

Ja os discos experimentais, T1 e T2, antes da realizacdo da PEO foram polidos
com lixa d’agua de carbeto de silicio #600 e submetidos durantes 20 segundos ao
ataque quimico com solucdo de Kroll (HF/HNOs/H20, 1:3:5), de acordo com a
recomendagédo n° 187 da norma ASTM-E407-99, para remocao do filme passivo
original. Posteriormente, as amostras foram limpas ultrassonicamentes (CD 4820,
Kondortech Equipamentos Odontolégicos, Sdo Carlos, SP, Brasil) com acetona (10

min) e agua destilada (5 min).

3.6. Plasma eletrolitico oxidativo (PEO)

O tratamento eletroquimico dos espécimes foi realizado em uma fonte de corrente
(N5771A, Agilent Technologies do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) utilizando células
eletroquimicas de acrilico (figura 1). A amostra a ser tratada foi conectada a um
multimetro digital e a fonte corrente. O disco de titanio atou como anodo do sistema,
sendo imerso na solucao eletrolitica a uma distancia fixa de aproximadamente 8 cm
de uma placa de aco inoxidavel, a qual atou como catodo. Para a formacao dos
microporos dos grupos T1 e T2, os discos foram submetidos durante 1 minutos ao
tratamento com solucdo eletrolitica composta por acetato de célcio (62g/L) e (-

glicerofosfato dissédico (6,2g/L), com voltagem de 300 V e intensidade de corrente de
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2 A. As solucdes foram preparadas 24 horas antes do processo de PEO, sendo
mantidas durante esse periodo em agitador magnético (ARE, Velp Scientifica,
Usmate, Italia) sem aquecimento. Para cada amostra foram utilizados 140 mL da

solucéao eletrolitica preparada

Figura 1- llustracdo esquematica do posicionamento dos discos de titdnio em célula
eletrolitica de acrilico conectada a fonte de corrente para a realizagdo das técnicas de plasma
eletrolitico oxidativo (PEO) e de anodizacdo. T1: tratamento por PEO; T2: tratamento por
anodizacéao para o recobrimento por zirconia.
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T1: acetato de calcio + B-glicerofosfato dissodico
T2: oxicloreto de zirconio

3.7. Anodizacao para o recobrimento das amostras por Zr

Para o processo de anodizacdo das amostras por Zr, os discos tratados por
PEO, grupo T2, foram submetidos ao tratamento por anodiza¢&o para o recobrimento
dos microporos formados por uma camada de Zr. O processo de anodizacéo foi
realizado de forma semelhante ao tratamento por PEO, em células eletroquimicas de
acrilico . As amostras foram imersas em 140 mL de solucao eletrolitica composta por
oxicloreto de zirconio (6 g/L) e tratadas por 10 minutos em voltagem constante de 25
V intensidade de corrente de 0,062 A (densidade de 22,6 mA/cm?), sob agitacéo
magnética constante. As solu¢Bes da anodizacdo foram preparadas 24 horas antes
da realizacdo dos tratamentos, sendo mantidas durante este periodo sob agitacdo
magnética sem aquecimento. Os espécimes tratados (grupos T1 e T2) foram limpos

ultrassonicamente com alcool isopropilico (10 min), secos em estufa a 40°C por 1 hora
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e armazenados em dessecador a vacuo contendo silica gel até o momento de sua

utilizagéo.
3.8. Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS)

A espectroscopia XPS foi realizada para caracterizar a composi¢cao quimica
elementar (concentracao atdbmicas dos compostos) e o perfil das concentracfes nas
primeiras monocamadas (1-5 nm) das superficies dos discos de titanio (n=3, por
grupo). As andlises foram realizadas no equipamento UNI-SPECS UHV Surface
Analysis System equipado com XPS da FOAr/UNESP. A avaliagao foi realizada com
uso de ultra-alto vacuo com presséo na faixa de 5x107 a 1x10° Pa, e a limpeza da
superficie de cada disco sera feita por bombardeamento de argbnio. Foi utilizada a
radiacdo Ka do magnésio, com energia hn = 1253,6 eV. A poténcia do feixe de raios
X foi de 180 W com emissdo de 15 mA e voltagem de 12 KV. Os espectros
exploratérios foram obtidos com energia de passagem do analisador de 80 eV,
enquanto que os espectros de alta resolucdo, com energia de passagem do analisador
de 20 eV. O ajuste dos picos foram feitos pelo método de minimos quadrados usando
o software disponivel no equipamento. Como referéncia de energia de ligagéo foi
usado o valor 284,8 eV para o pico C 1s de hidrocarboneto (C-C ou C-H).

3.9. Espectroscopia de raios-X por dispersdo de energia (EDX) e
microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) realizada com o microscépio EVO
50 (Carl Zeiss, Cambridge, Inglaterra) em aumentos de 10.000x e 30.000x para
caracterizar a morfologia das superficies dos discos (n= 3, por grupo). As analises de
caracterizacao superficial foram realizadas em 3 regides aleatdrias dos discos de cada
grupo. Para a realizagédo desta analise, os discos foram montados em suporte metalico
e recobertos por uma pelicula de ouro utilizando a metalizadora a uma presséo de 1
x 107 Torr e voltagem de 20 kV. Posteriormente a esta andlise, os discos foram
seccionados transversalmente na regidao central (em maquina metalografica de corte
acoplada com disco diamantado de 0,6 mm sob refrigeracao constante em 600 RPM)
para a determinacdo da andlise de composi¢do por EDX. Posteriomente, os discos
foram prensados em resina epoxi e polidos com lixas de graos #320, #600, #1200 e,
em seguida, com alumina de granulometria média de 1 um, 0,5 um e 0,03 pum, nesta

ordem. A andlise da espectroscopia EDX foi utilizada com o auxilio de espectrébmetro
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de raios-X por energia dispersiva Systems 500 Digital Processing (Departamento de
Quimica da FFCLRP/USP).

3.10. Andlise da rugosidade de superficie e de area

A rugosidade de superficie (Ra) e a rugosidade de area (Sa) dos discos (n=9
por grupo) foram medidas com auxilio de microscopio confocal a laser (LEXT
OLS4000, Olympus, Toquio, Japao) do Departamento de Odontologia Restauradora
da FORP/USP. As andlises foram realizadas em trés regides diferentes de cada
amostra empregando-se lente objetiva de 5x, sendo os valores de Ra e Sa as médias
das trés avaliacdes para cada espécime. Para a analise de Ra, foram feitas tomando
radialmente, em intervalos de 120° entre si, em um comprimento de avaliacdo de 2570
pum e cut-off de 80 um, e para a analise de Sa, foram feitas por meio de trés avaliagbes
radiais lineares de area no centro das regides utilizadas previamente para as medidas
de Ra. As imagens da superficie dos discos (2.57 x 2.59 mm) foram obtidas e
utilizadas para o calculo dos valores de Sa por meio do software OLS4000 verséo 2.0
(LEXT OLS400, Olympus, Toquio, Japdo) com cut-off de 250 um.

3.11. Caracterizacdo da energia de superficie dos discos - Ensaio de

Molhabilidade e Energia livre de superficie

A hidrofilia-hidrofobicidade da superficie dos discos tratados e controles (n=9
por grupo) foram avaliadas por ensaios de molhabilidade e de energia de superficie
com auxilio de goniémetro/tensiébmetro (OCA 20-DataPhysics Instruments GmbH,
Filderstadt, Alemanha) no Laboratorio de Fisico-Quimica de Superficies da Faculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FCLRP/USP). A analise de
molhabilidade das superficies, foram realizadas em trés regifes aleatorias de cada
espécime em ar a temperatura ambiente pelo método da gota séssil. Com isso, gotas
de 10 uL foram pipetadas sobre as superficies investigadas com auxilio de pipeta de
precisdo. Trés liquidos-teste de diferentes polaridades foram utilizados: agua
destilada, formamida e diiodometano. A determinancdo do angulo de contato (0)
aparentes entre o liquido e a superficie foram calculados pelo software de utilizacao
do equipamento e registrados em imagens captadas por uma camera digital CCD. Ja
a energia de superficie dos espécimes foi calculada por meio da equacao de Owens,

Wendt e Kraeble de acordo com Nascimento et al.3°



yL(1+cosB) = 2(ys? yL9)Y? +2(ysP yLP)1/2

Para cada liquido-teste utilizado, os valores de yL (energia livre de superficie)
e de suas componentes dispersivas (y.9) e polares (yLP) sdo conhecidos (Tabela 3).
Dessa forma, as componentes polar (ysP) e dispersiva (ys®) da energia de superficie
das amostras podem ser calculadas por meio da equacédo de Owens-Wendt a partir
dos valores de angulo de contato () obtidos entre os liquidos-teste e a superficie. A
energia livre de superficie da amostra (ys) € dada pela soma de suas componentes

polar (ysP) e dispersiva (ysY).
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Tabela 3 - Valores de energia livre de superficie e suas componentes dispersiva e polar para
os liquidos-teste utilizados e sua aplicacdo na Equacdo de Owens-Wendt para o calculo da
energia livre de superficie das amostras.

Liquido Total Componente Componente polar
dispersiva (y.%) (y.?)

Agua destilada 72,30 18,70 53,60

Formamida 59,00 39,40 19,60

Diiodometano 50,80 49,50 1,30

Fonte: Prépria.

3.12. Analise Microbioldgica

3.12.1. Confecgao dos dispositivos intra-orais

Para a confecgédo dos dispositivos intra-orais, foi realizada a moldagem da
arcada superior dos voluntarios com alginato (Hydrogum 5, Zhermack Spa, Badia
Polsine, Rovigo, Italia) e a obtencéo dos modelos de gesso a partir do vazamento com
gesso tipo Il (Durone, Dentsply Ind. E Com. Ltda, Petrépolis, RJ, Brasil). Para os
dispositivos intra-orais foram utilizadas placas de acetato de 0,3 mm de espessura
(Bio-Art, Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil) aquecidas e prensadas contra os modelos de
gesso utilizando maquina plastificadora a vacuo (Plastvac P7, Bio-Art). Apdés o
processo de prensagem, foram realizados recortes na regido a frente do limite da linha
vibratéria. Ja na regido anterior que recobria 0s incisivos centrais e laterais também
foi removida, sendo a retencdo do aparelho garantida pela adaptacédo aos demais
dentes e ao palato. A espessura minima do aparelho e o seu recorte de modo a limitar
a area de recobrimento ao minimo possivel tiveram como obijetivo evitar desconforto

e prejuizo estético aos participantes (Figura 2).
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Figura 2 - Etapas envolvidas na confeccdo dos dispositivos intra-orais de acetato. A)
Aquecimento e prensagem da placa de acetato contra 0 modelo de gesso (esquerda). Aspecto
da placa de acetato adaptada ao modelo de gesso imediatamente ap0s prensagem (direita);
B) Marcacdes realizadas para orientar os recortes laterais, posterior e anterior do dispositivo
de acetato.

Placa de
"
acetato

v
Recorte lateral

Recorte anterior

Fonte: Propria

Em seguida, quatro espécimes (um de cada grupo de estudo) foram fixados ao
dispositivo de acetato na regido de pré-molares e molares com resina acrilica
autopolimerizavel incolor (Jet Classico Dencor, Artigos Odontoldgicos Classico LTDE,
Sé&o Paulo, SP, Brasil), manipulada de acordo com as instru¢cées do fabricante e
depositada sobre o aparelho em sua fase plastica. Antes da presa final do material, a
resina acrilica foi adaptada ao redor dos discos e os excessos foram removidos com

o auxilio de espatula para resina (Figura 3).

Os voluntarios foram instruidos a utilizar o dispositivo por 48 horas seguidas,
removendo-o apenas para a alimentacao e higienizacdo bucal, e a evitar o consumo
de bebidas alcdolicas e a utilizagdo de substancias antimicrobianas durante o periodo
de contaminacdo. Durante a alimentagcao, os aparelhos foram removidos e imersos
em 250 mL de solucdo de NaCl 0,9% para evitar a desidratacéo e perda de viabilidade
das células microbianas. Apés a alimentacédo e escovacao bucal, os voluntarios foram
orientados a recolocar os aparelhos sem realizar qualquer tipo de escovacéo da sua
superficie para evitar a remocao do biofilme formado sobre os discos.
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Figura 3- Etapas envolvidas na fixagdo dos espécimes aos dispositivos de acetato. A) Vista
lateral da adaptacao do dispositivo intra-oral ao modelo de gesso (esquerda) e da colocacéo
de resina acrilica autopolimerizavel incolor em fase plastica na regido de fixacdo dos
espécimes (direita); B) Fixacdo do disco a regido de pré-molares (esquerda), adaptacao da
resina acrilica ao redor do disco e remocao de excessos (direita). Os mesmos procedimentos
foram realizados para fixar os demais discos as regides de pré-molares (contralateral) e de
molares do aparelho; C) Dispositivo intra-oral finalizado.

Resina acrilica

autopolimerizavel incolor

Fonte: Propria

3.12.2. Anédlise do biofilme celular por meio da microscopia eletrénica
de varredura (MEV)

A avaliacao do biofilme formado sobre os discos (N=3, por grupo) foi realizada com o
microscopio eletrénico de varredura (Carl Zeiss Evo malO) no Laboratério de
Bioengenharia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, em aumentos de 5.000x
e 10.000x. Previamente as andlises, as superficies dos discos de Ti receberam o
recobrimento metalico de ouro (Cressington 108) para a obtencéo de imagens em alta

resolucdo da morfologia das superficies controles e experimentais.
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4. RESULTADOS

4.1 Anédlise da rugosidade linear superficial (Ra) e da rugosidade de

area (Sa).

A partir das analises realizadas com auxilio do microscépio confocal a laser
(LEXT OLS4000, Olympus, Toquio, Japao), os grupos tratados (C2, T1 e T2) foram
classificados como sendo moderadamente rugosos, pois apresentavam, Sa entre 1,0-
2,0 um, sendo que o grupo C2 apresentou rugosidade significativamente maior que
0s grupos Tl e T2 (P<0,05). Enquanto o grupo controle C1, apresentou-se
minimamente rugoso, pois apresentou valores significativamente menores que 0s
demais grupos (P<0,05). Além disso, ndo houve diferencgas significantes em termos
de rugosidade linear superficial ou de area entre os grupos experimentais (tabela 4).

Tabela 4- Rugosidade linear superficial (Ra), rugosidade de area (Sa)

Grupos Ra (um) Sa (um)

C1 0,84 £ 0,184 1,27 + 0,16~
Cc2 1,92 + 0,258 2,38 £ 0,128
T1 1,27 +0,12¢ 1,65 + 0,10¢
T2 1,48 + 0,15¢ 1,76 +0,17¢

Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos para cada
parametro analisado (P<0,05; Tukey’s test). CA: angulo de contato entre a superficie testada
e gota de agua destilada. C1: controle usinado; C2: controle comercial; T1: tratamento por
plasma eletrolitico oxidativo (PEO); T2: tratamento por PEO seguido de anodizagéo para a
deposicédo de zirconia.

4.2 Avalicdo da molhabilidade e da energia de superficie dos

espécimes.

As andlise da molhabilidade e da energia de superficie dos discos controles e
tratados (N=9) feitas com o auxilio do goniébmetro/tensiémetro (OCA 20-DataPhysics
Instruments GmbH, Filderstadt, Alemanha) utilizando trés regides aleatérias de cada
espécime, em ar a temperatura ambiente pelo método da gota séssil, com 10uL de
diferentes liquidos-testes de diferentes polaridades: agua destilada, formamida e

diliodometano. A partir do angulo de contato formado, todas as superficies foram
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consideradas hidrofilicas, pois apresentaram CA<90°, sendo o grupo controle (C1 e
C2) as superficies mais hidrofilicas, jA que apresentaram os valores de CA
significativamente menores que 0s grupos experimentais (P<0,05). Ja o grupo
experimental T2, revestido por zirconia, foi considerada a superficie mais hidrofébica
(tabela 5).

Em relacao a energia livre de superficie, obtida por meio da equacéo de Oewns-
Wendt: y(1+cosB) = 2(ys® yL9)¥? +2(ysP yP)Y? os grupos controles (C1 e C2)
apresentaram valores de energia significativamente maiores que o grupo experimental
(T1 e T2), entretanto, ndo houve diferencas significativas entre os dois grupos

controles e os dois grupos tratados (P<0,05) (tabela 5).

Tabela 5- Energia livre de superficie (ys) € molhabilidade (CA) das amostras de Ti controles

e tratadas.
Grupos Ys (MJ m?3) CA (9)
Cil 49,59 + 2,637 53,44 + 5,204
Cc2 50,50 + 2,294 47,44 + 5,487
T1 37,00 + 2,588 63,61 + 5,898
T2 35,62 + 1,848 72,93 +5,02¢

Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes entre os grupos para cada
parametro analisado (P<0,05; Tukey’s test). CA: angulo de contato entre a superficie testada
e gota de agua destilada. C1: controle usinado; C2: controle comercial; T1: tratamento por
plasma eletrolitico oxidativo (PEQ); T2: tratamento por PEO seguido de anodizacdo para a
deposicdo de zirconia.

4.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e Espectroscopia de

raio-X por dispersdo de energia (EDX).

A analise da caracterizacdo da morfologia superficial realizada por meio do
MEV, utilizando o microscopio EVO 50 (Carl Zeiss, Cambridge, Inglaterra) em
aumentos de 10.000x e 30.000x foi significativamente diferente entre os grupos. Os
discos do grupo C1 apresentaram marcas lineares e paralelas compativeis com o
processo de usinagem, os discos C2 mostrou-se rugosa e uniforme com a presenca
de picos e vales de aproximadamente 4-5 um. Ja os discos T1 apresentou a presenca
de microporos de aspecto “vulcanico” uniformemente distribuidos em toda a

superficie, e os discos T2, apds o processo de anodizacdo tiveram um espessamento
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das paredes dos microporos e a redugdo do seu diametro interno. (figura 4A). Em
relacdo a andlise da composi¢céo quimica por meio do EDX, os grupos controles C1 e
C2 apresentaram composi¢cao quimica somente do elemento Ti, enquanto o grupo T1
apresentou maior proporcao dos elementos titanio e oxigénio, € em menor proporcao
os elementos célcio e fosforo. J& para o grupo T2, foram identificados os elementos
titinio e oxigénio em maior quantidade, e os elementos zirconia e célcio em menor
proporcao. Neste grupo nédo foi passivel a andlise do elemento fosforo devido a
sobreposi¢cdo com os picos de zirconia (figura 4B).

Figura 4 - A) Imagens de microscopia eletrénica de varredura da superficie dos discos (barra
de escala: 1 um) em aumentos de 10.000x (linha superior) e 30.000x (linha inferior); B)
Espectros e quantificacdo elementar gerados por espectroscopia de raios X por disperséo de
energia. O elemento silicio (Si) ndo foi incluido na quantificacdo por ser considerado um
contaminante; C) Mapa composicional da distribuicdo dos elementos quimicos Ti, O, Zr e Ca
na superficie de amostra do grupo T2 (barra de escala: 20 um). C1: controle usinado; C2:

controle comercial; T1: tratamento por plasma eletrolitico oxidativo (PEQ); T2: tratamento por
PEO seguido de anodizacéo para a deposicao de zirconia.
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4.4 Analise da composicdo quimica da superficie dos espécimes por

Espectroscopia de Fotoelétrons excitados por Raio X (XPS).

A realizacdo da técnica de XPS realizada com auxilio do equipamento UNI-
SPECS UHV Surface Analysis System equipado com XPS da FOAr/UNESP permitiu
caracterizar a composicdo quimica elementar e o perfil das concentracdes nas
primeiras monocamadas (1-5nm) da superficie dos discos de Ti (N=3), por meio da
irradiacdo com feixes de Raio-X, em ambiente de vacuo, e a deteccao dos fotoelétrons
emitidos pelos atomos irradiados dos elementos quimicos na amostra, utilizando o
espectrofotometro comercial (UNI-SPECS UHV System, Berlim, Alemanha). Como
resultado, tivemos alta contaminacao superficial nos grupo experimental, T1 e T2, por
hidrocarbonetos. Além disso, todos 0s grupos apresentam como principal componente
a ligacao entre o O-Ti, formando o TiOz (tabela 7).

Tabela 7- Concentracdo atbmica (at.%) dos elementos da camada superficial (<5nm)

das amostras tratadas a partir de espectro de alta resolugcdo gerados pela andlise de
espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio-X

G3 G4
Carbono (C 1s) 68,2 56,6
Oxigénio (O 1s) 26,8 32,7
Titanio (Ti 2p) 0,4 0,7
Célcio (Ca 2p) 0,6 *
Fosforo (P 2p) 4,0 2,4
Zirconio (Zr 3d) - 7,5

Desfecho da avalicdo microbiolégica

4.5 Avaliacdo do biofilme microbiano pela microscopia eletrénica de
varredura (MEV).

A avaliacdo do biofilme (N=3) foi realizada com o microscopio eletrénico de
varredura (Carl Zeiss Evo malO) em aumentos de 5.000x e 10.000x, onde
previamente as superficies dos discos de Ti receberam o recobrimento metalico de
ouro (Cressington 108) para a obtencédo de imagens em alta resolucdo da morfologia
das superficies controles e experimentais. Nesta analise foi possivel verificar que o

grupo experimental T2 (imagem 5.D) apresentou uma menor &rea recoberta por
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coldnias bacterianas, em comparagdo ao grupo experimental T1 (imagem 5.C). A
menor colonizagdo bacteriana ocorreu devido ao processo de anodizagdo pelo
recobrimento dos poros com Zn, sendo favoravel para que houvesse uma menor
adesdao bacteriana e minimizando a proliferacdo de micro-organismos patogénicos, e
com isso, aumentando as chances de sucesso dos implantes. J& em relacdo aos
grupos controles, o grupo C1 (imagem 5.A) apresentou menor quantidade de colbnias
bacterianas que o grupo C2 (imagem 5.B) devido a menor rugosidade presente,
sendo essa caracteristica também favoravel para o aumento do sucesso dos
implantes.

Figura 5- Imagens representativas do biofilme para os diferentes grupos. A: controle usinado;

B: controle comercial; C: tratamento por plasma eletrolitico oxidativo (PEO); D: tratamento por
PEO seguido de anodizacao para a deposicao de zirconia. Aumentos de 5.000x.
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5. DISCUSSAO

Este estudo determinou como a caracterizacdo das superficies influencia nas
propriedades superficiais dos diferentes tipos de discos de Titanio. Além disso, foi
analisado o efeito dessa caracterizacdo na formacdo do biofilme oral, in situ, em
comparacao as superficies de titnio comerciais tratadas por duplo ataque acido ou
usinadas com 0s grupos experimentais tratados por PEO e seguidos por anodizacao

com recobrimento com zircOnia.

As avaliacdes feitas nas superficies dos discos experimentais Tl e T2,
demostraram modificacbes em relacédo a rugosidade superficial, alteracao do grau de
hidrofilia-hidrofobicidade e na energia livre de superficie, e por fim, na colonizacéo

microbiana.

Nos resultados de caracterizacdo das superficies, o grupo C2, discos tratados
por duplo ataque acido, o grupo T1, discos tratados por PEO, e o grupo T2, discos
tratados por PEO seguido por recobrimento de Zr, foram classificados como
moderadamente rugosos, sendo o grupo C2 o de maior rugosidade, conforme
observado pela microscopia confocal a laser. O grupo C2 apresentou o relevo de
maior rugosidade devido ao padréao de picos e vales acentuados gerados pelo duplo
ataque acido. A rugosidade superficial € uma caracteristica extremamente favoravel
ao processo de osseointegracdo, uma vez que apresenta grande influéncia na
migracdo e proliferacdo celular, a qual, em partes, leva a melhores resultados de
contato osso-implante, sugerindo que a topografia do implante de titanio influencie na
interacdo tecido-biomaterial 43, uma vez que aumenta a area de contato do implante
com o osso adjacente 4, promove maior resisténcia ao torque 4° e aumenta a
estabilidade primaria em comparacdo com as superficies usinadas. Além disso, a
presenca de superficie rugosa possibilita melhor aposicdo 0ssea e contato 0sso-
implante, favorecendo assim o processo de osseointegracdo “¢ sendo benéfico para
0 aumento do sucesso dos implantes, além de auxiliar na estabilidade biomecanica
47 Em relacdo a formacdo da rede de fibrina que se forma quando a superficie do
implante entra em contato com o coagulo e células sanguineas, os implantes com
maior rugosidade proporcionam uma maior aderéncia e retencédo da rede de fibrina
em comparacgdo as demais superficies #® , favorecendo assim as demais etapas do

processo de cicatrizacdo e osseointegracao.
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Ademais, em superficies rugosas, as proteinas da matriz 6ssea, fosfatase
alcalina e osteocalcina, que sao importantes indicadores de diferenciacao osteogénica
e formacdo de tecido ésseo, expressam-se em niveis elevados 4% Além disso, as
células precursoras dos osteoblastos aderem-se mais rapidamente e apresentam
maior diferenciagdo °°- . Por outro lado, o aumento da rugosidade superficial promove
um aumento da area disponivel %, e com isso, pode potencializar a falha do implante,

devido a maior agregacao bacteriana, com maior risco de inflamagé&o e perimplantite
52.

Na andlise de molhabilidade e energia livre de superficie, os grupos controles
C1, discos de Ti sem tratamento de superficie, e C2, discos de Ti tratados por duplo
atague acido, apresentaram menor angulo de contato aparente entre a superficie das
amostras e a gota de agua destilada, sendo assim consideradas as superficies mais
hidrofilicas, e com maior energia livre de superficie. A hidrofilicidade permite que a
superficie de titdnio fiqgue mais susceptivel a fixacdo do coagulo sanguineo,
interferindo dessa forma na osteogénese de contato, que € a resposta ideal para a
osseointegracdo. Além disso, a hidrofilicidade permite que haja interagcéo intima com
os fluidos biolégicos, permitindo a adsorcdo normal de proteinas a superficie e
subsequente interacdes com os receptores celulares e aumenta a adeséo celular 2.
Ademais, as superficies hidrofilicas tendem a melhorar os estagios iniciais de adeséo
celular, proliferacdo, diferenciacdo e mineralizagdo 60ssea em comparacdo com as
superficies hidrofébicas > e auxiliam na cicatrizacédo da ferida, e assim, aceleram a
osseointegracdo > . Ja em relacdo ao efeito sobre a colonizacdo microbiana, o efeito
sobre o aumento ou a diminuicdo da molhabilidade ainda é controverso, visto que
alguns autores sugerem que as superficies hidrofilicas sdo mais susceptiveis ao
acumulo de biofilme ¢ enquanto outros argumentam que as superficies hidrofébicas
podem reduzir a colonizagdo microbiana, pois promovem uma adeséo mais fracas das
bactérias a superficie °’. Em contrapartida, a relatos na literatura que sugerem que as
bactérias hidrofobicas aderem as superficies hidrofobicas e as hidrofilicas em relagéo

a superficie hidrofilica 58

Em relacdo a maior energia livre de superficie, ela permite que haja uma maior
atracdo de moléculas e células a superficie, ou seja, tanto de osteoblastos, que é ideal
e favorece o processo de osseointegracdo, mas também de células bacterianas, que

podem prejudicar e levar ao processo inflamatorio. Além disso, implantes com alta
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energia de superficie devem, pelo menos em teoria, apresentar uma osseointegracao
mais forte do que implantes com baixa energia de superficie, devido a melhor
adsorcdo das proteinas °°. Ja os grupos experimentais, T1, discos tratados por PEO,
e 0 grupo T2, discos tratados por PEO seguido por recobrimento de Zr foram
classificados como hidrofébicos e com menor energia livre de superficie. A
hidrofobicidade promove uma maior propenséo a contaminacao por hidrocarbonetos,
que podem interferir na adsorcdo de proteinas e na adesdo/ativacdo de receptores
celulares e podem desnaturar parcialmente as proteinas, alterando a estrutura
terciaria das mesmas, fazendo com que os locais de ligacdo celular sejam menos
acessiveis, o que resulta em menor adeséo celular 0. Em relacdo a baixa energia de
superficie, sdo consideradas potenciais redutoras na adeséo microbiana 6% . Embora
0S grupos experimentais apresentem tais caracteristicas, existe um consenso que a
realizacdo da PEO gera superficies que facilitam a adesdo, proliferacdo e a
diferenciagcdo de células osteogénicas, quando comparadas as superficies nao

A andlise do espectroscopia de fotoelétrons excitados por Raio-X (XPS)
mostrou alta contaminacédo superficial das amostras por hidrocarbonetos, isso
acontece porque o titanio por ser um material altamente reativo, quando em contato
com a atmosfera, tende a absorver contaminantes inorganicos ou hidrocarbonetos.
Esta absor¢cdo acontece porque o carbono é o contaminante mais proeminente das
superficies de titanio, parte do carbono detectado é o resultado da inevitavel adsorcéo
de compostos atmosféricos contendo carbono a superficie de titanio 2. A presenca de
hidrocarbonetos na superficie ndo é tdo vantajosa, pois como se trata de subprodutos,
a sua presenca acaba reduzindo a concentracdo de outros componentes que sejam
mais vantajosos. Além disso, leva a uma reducdo da energia superficial e

consequentemente alterando a molhabilidade da superficie.

Na analise de composicdo quimica das amostras por EDX, houve a
identificacdo somente do elemento titanio nos grupos controles, C1, discos de Ti sem
tratamento de superficie, e C2, discos de Ti tratados por duplo ataque acido. Esta
caracteristica faz com que gquando exposto ao ar, o titanio forme imediatamente a
camada de Oxido de titanio, que prové resisténcia a corrosdo. Além disso, permite que
haja adaptacdo intima entre o o0sso mineralizado e a superficie do implante
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promovendo assim condi¢des bioldgicas ideais para o fenbmeno da osseointegracao
63,64,65,66,67,68 .

J& nos grupos experimentais, o grupo T1, discos tratados por PEO, e o grupo
T2, discos tratados por PEO seguido por recobrimento de Zr, apresentaram outros
elementos além do titanio, como o oxigénio, calcio e fdsforo, sendo em maior
quantidade os primeiros elementos. A presenca desses outros elementos advém do
processo experimental de tratamento de superficie. O desfecho microbiolégico do
projeto de pesquisa central desta inicia¢ao cientifica, que envolvera metodologias de
identificacdo e quantificacdo de espécies microbianas, podera ajudar a avaliar se
algum destes componentes presentes nas superficies experimentais tem impacto

relevante sobre a modulacdo do biofilme microbiano.

Na analise do biofilme microbiano formado por meio da microscopia eletrénica
de varredura (MEV) das superficies por meio uso dos dispositivos intra-orais, 0 grupo
T2, discos tratados por PEO seguido por recobrimento de Zr, apresentou uma menor
area recoberta por colbnias bacterianas em relacao ao grupo experimental T1, discos
tratados por PEO para a formagcdo de microporos. Com isso, 0 processo de
anodizacdo com zircdnia mostrou-se extremamente favoravel para o aumento do
sucesso dos implantes, pois com a técnica de anodizagdo 0s microporos de aspecto
“vulcanico” formados pela PEO foram recobertos, tornando a superficie ligeiramente
menos porosa e com isso, possibilitou uma menor adesédo bacteriana, minimizando
assim a proliferacédo de micro-organismos. Outro fator que pode ser atribuido a menor
colonizacédo é o fato de as superficies ceramicas, como a zircOnia, apresentarem
menor susceptibilidade a colonizacdo microbiana * em comparacdo ao titanio. Ja
em relacdo aos grupos controles, o grupo C1, discos de Ti sem tratamento de
superficie, apresentou menor quantidade de coldnias bacterianas em comparacéo ao
grupo C2, discos de Ti tratados por duplo ataque acido. Isto ocorreu porque 0 grupo
C1 apresentava marcas paralelas devido ao processo de usinagem, e com isso, uma
menor rugosidade superficial, promovendo desta forma uma menor colonizagéo
bacteriana. Além disso, a menor colonizacdo pode ter ocorrido porque a superficie

usinada dificulta o espalhamento das células, tornando-se uma superficie anisotropica
69
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6. CONCLUSOES
Concluimos, dentro das limitacdes experimentais deste estudo, que:

e E possivel a caracterizacdo superficial do titanio com adigdo do componente
zirconio, resultando em uma estrutura estavel; as superficies experimentais

também apresentaram célcio e fésforo na composicao.

e As superficies experimentais apresentaram menor energia de superficie,

ganho da hidrofobicidade e maior rugosidade superficial.

e As superficies experimentais apresentaram menor formacao de biofilme e

células microbianas.
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