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RESUMO

As ligas metalicas utilizadas na terapia ortodontica estdo sujeitas ao processo de corrosdo na
cavidade bucal. Mini-implantes de Ti-6Al-4V utilizados em ortodontia tornou-se um 6timo
recurso de ancoragem intrabucal, contudo, sua resisténcia a corrosdo na presenca de fliior é
pouco conhecida. O objetivo deste trabalho in vitro foi avaliar a citotoxicidade dos extratos da
corrosdo de mini-implantes ortodonticos de Ti-6Al-4V de trés diferentes marcas comerciais,
quando expostos em saliva artificial fluoretada contendo 200 pg/L de fluoreto de sodio, por
30, 90 ou 180 dias. A citotoxicidade dos extratos foi avaliada, em cultura de células 1.929,
por meio da analise do ensaio do MTT (3-{4,5-dimetiltiazol-2il}-2,5-difenil brometo de
tetrazolio). Os extratos ndo foram citotoxicos e o ensaio de citotoxicidade revelou nao haver
diferencgas entre as amostras, demonstrando um comportamento semelhante para os extratos
provenientes dos mini-implantes imersos em saliva nos trés periodos avaliados. A analise
qualitativa, por meio do MEV ndo revelou areas com caracteristicas de corrosao propriamente
dita. Os resultados demonstraram que os mini-implantes testados apresentam alta resisténcia a

corrosao e sugerem que sdo biocompativeis.

Palavras-chave: Implante dentario endo6sseo, Fluor, Corrosdo, Citotoxicidade.



ABSTRACT

The alloys used in the orthodontic therapy are subject to the corrosion process in the oral
environment. Orthodontic mini-implants Ti-6Al-4V are an excellent source for intraoral
anchorage; however, their corrosion resistance in the presence of fluoride is currently
unknown. The purpose of this in vitro study was to evaluate the cytotoxic effects of the
corrosion extracts of mini-implants Ti-6Al-4V from three different manufacturers when
exposed to 200 pg/L of sodium fluoride containing artificial saliva for 30, 90 or 180 days. The
cytotoxic effects of their corrosion products on 1.929 cell culture was evaluated by MTT (3-
[4,5-dimethylthiazol-2-yl]2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay, for cell metabolism and
proliferation. The extracts were not cytotoxic and the cytotoxicity assay demonstrated a
similar behavior for the samples immersed in artificial saliva in the three evaluated periods.
The qualitative analysis, through SEM did not show characteristics of corrosion. The results
indicated that the mini-implants tested presented a high corrosion resistance and

biocompatibility.

Key-words: Endosseous Dental Implantation, Fluoride, Corrosion, Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A inter-relagdo de areas afins dentro da Odontologia contribuiu para o avango
tecnoldgico da ortodontia. Sendo assim, a maior contribui¢do da implantodontia para a
ortodontia foi no auxilio do controle de ancoragem ortodontica, com o surgimento dos mini-
implantes.

Os mini-implantes tém se mostrado eficientes como ancoragem esquelética e vém
auxiliando os ortodontistas em inumeras aplicagdes clinicas, além de possibilitar a obtencao
de uma ancoragem estavel, reduzindo a necessidade de colaboragdo dos pacientes. A
ancoragem ¢ decisiva para o sucesso do tratamento ortodontico e pode ser definida como a
resisténcia ao deslocamento.'

As ligas dos dispositivos de ancoragem ortodontica t€ém como elemento primordial o
titdnio, que ¢ um metal que tem sido amplamente utilizado no meio odontologico devido as
suas excelentes propriedades mecanicas e resisténcia a corrosdo.” A presenca de uma camada
densa e estavel de oxidos de titdnio na superficie do titdnio e suas ligas € responsavel pela sua
extrema estabilidade e biocompatibilidade junto aos tecido vivos.’

A maioria das ligas metalicas utilizadas em Odontologia, ao serem submetidas as
condigdes da cavidade bucal, passam por um processo lento ¢ continuo de corrosdo.” Os
efeitos da corrosdo podem ndo somente influenciar as propriedades mecanicas dos
dispositivos metalicos, mas também promover liberagdo de ions para o ambiente bucal,’
devido a reagio eletroquimica entre o metal e o meio bucal.*”*

A resisténcia a corrosdo do titanio estd altamente relacionada com a estabilidade e
capacidade de reparagdo do filme de 6xido de titdnio, presente na superficie deste metal. A
remog¢ao mecanica ou quimica da camada protetora pode influenciar as taxas de corrosdo dos

biomateriais.*”® Dentro da pratica odontolégica, a utilizagdo de solugdes fluoretadas constitui
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uma forma bastante eficaz para o controle da doenca carie. A diminui¢do da resisténcia a
corrosdo e alteragdo da cor do titdnio e suas ligas em solu¢des contendo fluor tem sido
relatada.”*'° O titanio e suas ligas neste meio, especificamente quando em pH reduzido, sdo
facilmente degradados por corrosio eletroquimica.*>'" Este fenémeno ¢ interpretado como
sendo o resultado da incorporagao de ions fluoreto na camada de 6xido, cujas propriedades de
protecio sdo consideravelmente reduzidas, afetando gradativamente a estrutura do metal.'

O pH dos géis fluoretados utilizados geralmente esta entre 3,2 e 7,7, sendo que o pH
dos agentes fluoretados neutros ¢ aproximadamente 7. Preparagdes acidas potencializam o
efeito do gel fluoretado com incorporagdo de maior quantidade de fluor na superficie
dentaria,'" porém tais condi¢des podem promover resultados prejudiciais as propriedades
quimicas e mecanicas do titdnio, conduzindo a uma formag¢do mais rapida de acido
fluoridrico, responsavel pelo ataque da camada protetora da superficie do titdnio e suas
ligas.14

Apesar da realizagio e divulgacio de varios trabalhos em animais'> e ensaios
clinicos,®!¢!1718:19:20.21.22.23 qofenderem a eficiéncia dos mini-implantes como ancoragem, nota-
se, ao observar a literatura, que praticamente ndo existem relatos de trabalhos que utilizem
testes in vitro para avaliar a corrosdo desses dispositivos de ancoragem de Ti-6Al-4V na
presenga de saliva artificial fluoretada,” os quais deveriam ser prévia e exaustivamente
executados para atestar a biosseguranca do material.

Considerando que o ambiente bucal & propicio para a formacdo de produtos da
corrosdo, por ser umido e continuamente sujeito a flutuagdes de temperatura e pH, vale
lembrar que todos os trabalhos que atestam a excelente resisténcia & corrosdo e
biocompatibilidade do titdnio e suas ligas foram realizadas em amostras destes

12,27,28,29,30,31

metais ou em implantes ortopédicos que ndo sio destinados para uso bucal,”

ratificando a necessidade de avaliar os mini-implantes a serem instalados clinicamente, visto
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que os produtos manufaturados podem apresentar caracteristicas de composigdo e estrutura na
sua superficie, que podem, além de alterar o comportamento bioldgico das células que estdo
em contato direto com o implante, facilitar a corrosdo.”

O cuidado de se testar os mini-implantes, também se fundamenta no fato de que
caracteristicas da sua estrutura como, a rugosidade superficial, influencia a resisténcia a
corrosdo do titdnio® e imperfei¢des em sua superficie, decorrentes de sua manufatura, podem
diminuir sua resisténcia a corrosdo aumentando, consequentemente, a possibilidade de
liberagdo de produtos de corrosao.

Na liga destes mini-implantes ha aluminio e vanadio que foram adicionados ao titanio
para aumentar substancialmente sua resisténcia mecanica.>> No entanto, estes dois elementos
apresentam caracteristicas de toxicidade, principalmente o vanadio, que ¢ classificado como

25,28,34,35

um metal tdo toxico quanto o niquel, cobre e cobalto, explicando, assim, o

desenvolvimento de ligas livres deste elemento devido a preocupacdo acerca de sua
biocompatibilidade.***3!-%?

O grande emprego dos biomateriais metalicos implantados ou inseridos em varias
partes do corpo humano, justifica o crescente interesse sobre o efeito da exposi¢do aos metais
na saude. Na ortodontia, o uso de uma grande variedade de dispositivos e acessorios metalicos
que sdo confeccionados a partir de diferentes ligas metalicas, tem sido investigado, pois os
metais sofrem corrosdo e o uso particularmente por um longo periodo de tempo, pode induzir
ou exarcebar reagdes de hipersensibilidade, devido a liberagdo de ions metalicos em
concentragdes que podem causar toxicidade aguda, além de efeitos carcinogénicos e
mutagénicos.*®>"*

Considerando a natureza profilatica dos agentes fluoretados sobre a carie dental,

alguns estudos complementares, sobre a corrosdo eletroquimica das ligas usadas em

odontologia, na presenc¢a de fluoretos, sdo necessarios.
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Os alimentos, as bebidas, a 4gua de consumo e os produtos odontoldgicos fluoretados
sdo, atualmente, considerados as maiores fontes de ingestdo de fllior. A maioria dos alimentos
tem concentragdo de fluor menor que 500 pg/L. Os produtos odontoldgicos fluoretados t€m
concentragoes de fliior variando entre 230 ppm ou 0,05% (solugdes para bochecho) até 23.000
ppm ou 5% (vernizes fluoretados).”” A concentragdo 6tima de fltior na agua depende da
temperatura e para a maioria das regides brasileiras ¢ de 700 pg F/L, correspondendo a dose
média diaria de ingestdo de fltior por litro de 4gua.*’

Aproximadamente 75-90% do fluor ingerido € absorvido, sendo que mais de 50% do
consumo diario de fltior é derivado da agua ingerida. O fliior tem efeitos benéficos sobre os
dentes quando presente em baixas concentragdes na agua potavel, mas a exposigdo excessiva
ao fluor presente na dgua, ou em combinag¢do com a exposicdo vinda de outras fontes, pode
dar origem a efeitos adversos. Estes variam desde uma fluorose dental leve a uma fluorose
esquelética quando o nivel e periodo de exposi¢ao aumentam.*' Como o fltor, além de estar
presente na saliva natural, ¢ um elemento extremamente usado em agentes de higiene bucal de
uso diario, o presente protocolo  experimental ¢ relevante para avaliar se ataques corrosivos
do fluor, em baixas concentragdes, dentro da variagdo das concentragdes de flior encontradas

na literatura>!!+12261.62

(200 pg/LL NaF), mas a longo prazo, causa corrosdo de mini-
implantes, o que pode levar a liberacdo de ions toxicos das ligas de titdnio. Estas condigdes
poderiam simular melhor o ambiente bucal in vivo, visto que aliado a presenca do fluor, o
tempo poderia ser um fator decisivo na resisténcia a corrosio do titanio,?* principalmente
referindo-se a mini-implantes que podem permanecer na cavidade bucal por meses até a
conclusdo do tratamento.

Uma vez que a inflamacao dos tecidos peri-implantares estd entre os principais fatores

de falha dos mini-implantes, as solugdes antissépticas com flior t€m sido frequentemente

prescritas no intuito de evitar a formagdo de biofilme na superficie dos mini-implantes e,
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assim, melhorar a sua estabilidade. Os mini-implantes de titdnio sdo dispositivos inovadores
para a planificagdo da ancoragem no tratamento ortoddntico, sabendo da presenca constante
de ions fluoreto na cavidade bucal, e da sua atuacdo na camada de 6xido da superficie de
titanio podendo aumentar a corrosdo das ligas de titanio, este estudo avaliou a citotoxicidade

dos extratos da corrosdo dos mini-implantes imersos em saliva artificial fluoretada.



REVISAO DE LITERATURA
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANCORAGEM E MINI-IMPLANTES

r

Ancoragem em Ortodontia ¢ um recurso que se fundamenta na resisténcia ao
deslocamento, e o desenvolvimento de mini-implantes, com a proposta de aumentar a
ancoragem ortodontica em todos os segmentos dos arcos dentais, possui grande aplicabilidade
clinica. Os mini-implantes s3o parafusos produzidos a partir de uma liga de titanio (Ti-6Al-
4V), que os torna mais resistentes a fratura e menos propensos a osseointegracdo, portanto
mais seguros de serem instalados e mais faceis de serem removidos do que se fossem
construidos de titAnio comercialmente puro.'®

Os mini-implantes apresentam vantagens, quando comparados aos demais métodos de
ancoragem tradicional e esquelética: baixo custo, técnica cirtirgica bastante simplificada,
diametro reduzido possibilitando a sua colocacdo em diversas areas do processo alveolar e
0sso basal, inclusive entre os apices radiculares, alta versatilidade, estética e conforto para o
paciente, facil higienizagdo, permanecem na boca apenas por poucas semanas ou meses até a
conclusdo do tratamento, dispensa a colaboragdo dos pacientes, minimiza ou até mesmo evita
os movimentos dentarios reciprocos indesejaveis, cicatriza¢ao rapida, facilidade de instalacao
e remogdo apos a conclusdo do tratamento e sdo prontos para a carga imediata, reduzindo o
tempo total da terapia ortodontica.®'®!7'®1%20 Estas caracteristicas foram comprovadas em
estudos realizados em animais, onde os resultados indicaram a boa estabilidade destes
dispositivos durante a movimentagdo dentaria, permitindo alcangar o movimento desejado,
sem causar danos excessivos as raizes dos dentes, além de confirmar a facilidade de insercao

~ . .. 15
e remogao destes dispositivos.



Como regra geral, os mini-implantes podem ser indicados para os pacientes: 1) com
necessidade de ancoragem maxima; 2) ndo colaboradores; 3) com unidade de ancoragem
comprometida por seqiielas de problemas periodontais, por presenga de reabsorcdo radicular
ou por numero reduzido de elementos dentarios; 4) com necessidade de movimentos
ortodonticos considerados complexos ou impossiveis para os métodos tradicionais de

ancoragem. 18

A efetividade dos mini-implantes foi comprovada em diversos relatos clinicos com
diferentes finalidades terapéuticas, como intrusdo de dentes anteriores, intrusdo e distalizacdo
de molares superiores, estabilizacdo de molares superiores e inferiores, retracdo em massa dos
dentes anteriores, retracdo inicial de caninos, tracionamento de caninos impactados,
verticalizagdo de molares superiores e inferiores, mesializagdo e vestibularizacdo de molares
inferiores, bloqueio inter-maxilar em pacientes que irdo ser submetidos a cirurgia ortognatica
e tratamento de pacientes adultos para corre¢des de problemas ortoddnticos com alta

. L s . 16,1820,21,22
frequéncia de perdas dentérias e rejei¢do em usar aparelhos extrabucais.” >

A utilizagdo de mini-implantes na intrusdo de incisivos, como coadjuvante do
tratamento da sobremordida profunda e na intrusdo de molares como auxilio da corregdo da
mordida aberta é considerada um método de ancoragem ortodontica eficiente, consistindo de
um procedimento cirurgico simples e que, devido ao seu tamanho reduzido, ndo causa danos

. . : 18,42
irreversiveis aos tecidos de suporte. ™

A indicacdo destes dispositivos nos casos onde se deseja reduzir biprotrusdes
dentoalveolares por meio da retracdo dos dentes anteriores com o minimo de perda de
ancoragem dos dentes posteriores, parece ser altamente justificavel, proporcionado o
fechamento de espaco com o minimo de movimentacdo dos dentes posteriores, além de ndo

. ~ . o 18,20,21
necessitar da cooperacdo do paciente e diminuir o tempo de tratamento. "

18



Atualmente os implantes dentais sdo usados com sucesso para substituicdo de dentes
perdidos, e representam uma alternativa dentro dos métodos de ancoragem ortodontica
tradicional, pois ndo se movimentam frente as forcas ortodonticas, resistem a cargas de alta
magnitude e a forcas intermitentes de oclusdo. Entretanto, sua instalacdo requer a presenca de
areas edéntulas ou a utilizacdo de regides alternativas como a retromolar ou palatina.
Também, possuem alto custo, necessitam de procedimentos cirurgicos extensos, sdo limitados
quanto a direc@o de aplicagdo de forcas, podem dificultar a higienizacdo e necessitam de um
periodo para a osseointegragdo.®'*!**

Um dos grandes objetivos no planejamento de um sistema de implantes ¢ produzir
respostas desejaveis nas células que estdo em contato com o implante. Propriedades como a

composi¢do ¢ estrutura do biomaterial parecem ter importante fun¢do nos fendmenos que

ocorrem na interface biomaterial-tecido durante a resposta bioldgica.

2.2 TITANIO E SUAS LIGAS

O titanio foi identificado como um elemento metalico em 1791, por William Gregor,
mas foi um quimico alemdo, Martin Heinrich Klaproth que, em 1795, o nomeou de titanio,
fazendo uma alusdo ao Titd da mitologia grega, reconhecido pela sua resisténcia e forga.
Apesar de ser conhecido ha mais de duzentos anos, somente no meio do século XX se tornou
comercialmente atrativo.*

O titanio puro pode apresentar estrutura cristalina hexagonal compacta, chamada de
fase alfa (a-titdnio), ou uma estrutura ctbica de corpo centrado, denominada de fase beta (J3-
titanio), ou ainda uma estrutura intermediaria nomeada de fase alfa-beta (afj- titdnio). O a-

titdnio pode se transformar em [-titdnio, sob uma temperatura de 883°C. Esta mudanca da

19
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estrutura cristalina influencia as propriedades do metal. A transicdo entre fases pode ser
controlada pela adicdo de elementos na liga, chamados de estabilizadores. Sendo que o
oxigénio, o nitrogénio e o carbono s3o elementos alfa estabilizadores e o ferro beta
estabilizador. Desta forma, pode-se estabilizar o metal na fase cujo campo de aplicacao seja
mais desejado, de acordo com as propriedades mecanicas, custo e outros fatores que fazem
parte do processo de selegdo do material. *->*+4>4

O titanio comercialmente puro (Ti cp) estd disponivel em diversos tipos ou graus, os
quais sdo classificados de acordo com os seus niveis de pureza, principalmente ferro e
oxigénio dissolvido, sendo que a resisténcia a corrosdo aumenta com o aumento do contetido
desse elemento. O grau 1 possui a mais alta pureza, e apesar de apresentar a menor resisténcia
entre os tipos de titdnio, ainda assim, € um material com boa resisténcia a corrosdo numa
grande variedade de ambientes, particularmente aqueles que contém ions cloro. O Ti cp grau
2 que possui no maximo 0,25% de oxigénio, 0,03% de nitrogénio, 0,30% de ferro, 0,10% de
carbono € 0,015% de hidrogénio (ASTM" B265-94), é bastante usado na Odontologia em
aplicagdes que exigem pouca forga.*>*>*

Apesar do titanio ter pobre resisténcia mecanica, ¢ um metal com varias propriedades
desejaveis e importantes, dentre elas incluem-se a baixa relagdo peso-volume, alta resisténcia
por peso e alta resisténcia a corrosdo e a fadiga. Devido a todos esses fatores ¢ amplamente
utilizado e sua biocompatibilidade o tornou atrativo para a Medicina e Odontologia, sendo
usado em partes de valvulas cardiacas e implantes ortopédicos e dentarios.*>**#%

Nas ligas de titdnio a propor¢do deste elemento varia de 85% a 95%, sendo que as

propriedades mecanicas dessas ligas sao melhoradas pela adi¢do de aluminio, niquel, cobre ou

vanadio."" A liga de titAnio mais usada é a Ti-6A1-4V ¢ contabiliza 50% de o todo titinio

*ASTM: American Standard for Testing and Materials - entidade voluntaria de padronizacdo
de técnicas, materiais, sistemas e servigos.
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utilizado no mundo atualmente.™*® Nessa liga ¢ esperado encontrar os seguintes elementos
que participam da sua composi¢do: Ti, N, H, Fe, O, C, Al, V.** Sua maior aplicag¢do ¢ nas
situacdes que requerem maior resisténcia, como na industria aeroespacial e na fabricacdo de
proteses médicas. E utilizada em proteses parciais e

totais de quadril, joelho, ombro, cotovelo, dedos e em parafusos de fixa¢do 6ssea na maxila e
mandibula, pois na sua fase alfa-beta possui boa resisténcia & corrosio e é biocompativel.”

Devido a preocupagdo sobre a biocompatibilidade de ions vanadio liberados da liga
Ti-6Al1-4V, a liga Ti-6Al-7Nb foi desenvolvida substituindo-se o vanadio pelo nidébio, ambos
sdo componentes estabilizadores da fase beta, que mantéma resisténcia a corrosao.
A presenca do aluminio nesta liga garante propriedades mecanicas superiores ao Ti cp e torna
esta uma liga alfa-beta, ja que este elemento é um estabilizador da fase alfa.”*’

A liga Ti-13Nb-13Zr também possui o nidbio como estabilizador da fase beta e o
zirconio que pode ser um estabilizador em ambas as fases. Esta combinagdo torna possivel o
desenvolvimento de uma estrutura chamada fase beta “proxima”, que possui resisténcia a
corrosdo superior as ligas fase alfa-beta e ainda possui uma fase alfa suficiente para conferir
boa resisténcia mecanica. Esta liga ¢ mais favoravel para implantes ortopédicos do que a Ti-
6Al-4V por ser mais resistente a corrosdo e mais biocompativel. As razdes para esta
superioridade residem no fato do zirconio e do nidbio serem menos soltiveis que o aluminio e
vanadio e liberarem menos produtos da corrosdo. Além disto, a camada de 6xido desta liga ¢
mais inerte e confere mais protegio a liga abaixo da superficie.”"’

As ligas utilizadas para fabricacdo de implantes, que ficardo permanentes no corpo
humano devem apresentar resisténcia a corrosdo, biocompatibilidade, osseointegracdo e
biofuncionabilidade. Estas ligas devem ser livres de vanadio, como a liga titanio-aluminio-
ferro (Ti-5A1-2,5F¢), que pertence a fase alfa-beta e ¢ utilizada em endoproéteses de quadril,

joelho, coluna vertebral e em implantes dentarios, além de todos os tipos de parafusos e placas
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de fixagdo cirargica. Uma nova liga para implantes cirurgicos, também livre de vanadio, ¢ a
titdnio-aluminio-molibdénio-zircénio (Ti-5A1-3Mo-4Zr). E uma liga de fase alfa-beta que
possui propriedades mecanicas e resisténcia ao desgaste e a corrosdo superiores ao ago
inoxidavel austenitico. Outra liga de fase alfa-beta superior a liga Ti-6Al-4V, é a Ti-5A1-3V-
2Mo-2Fe, que apresenta em sua microestrutura finos granulos que fornecem grande
plasticidade, boas propriedades mecénicas e resisténcia a corrosdo, melhor indicada para a
fabricago de bases para proteses dentais removiveis.”

Segundo Yamazoe et al®

(2007) a adicdo de uma pequena quantidade de platina ou
paladio ao titanio ¢ eficaz para melhorar a resisténcia a corrosdo do titdnio e suas ligas mesmo
em um meio acido fluoretado. No desenvolvimento de melhorias do desempenho das ligas,
além das propriedades mecénicas, a resisténcia a corrosdo ¢ um fator fundamental para a
utilizagdo dos metais, visto que o fendmeno da corrosdo pode alterar de forma decisiva o seu

, . . . . . . ey eqe 33,44,45.46
comportamento clinico, influenciando, inclusive, sua biocompatibilidade.

2.3 CORROSAO

A corrosido é a perda do metal ou sua conversio em oxidos.”® E um processo continuo
de degradacdo de um material, geralmente metalico, devido a acdo quimica ou eletroquimica
do meio ambiente, somada ou ndo a esfor¢os mecanicos. Correntes de corrosdao na boca
podem ser percebidas como uma sensagdo de gosto metalico.”’ Nio obstante a corrosio do

3,10,27,28,32,33,52,53 - .
ehERes20059° ainda existe uma lacuna a ser

titanio esteja sedimentada na literatura,
preenchida acerca deste comportamento quando nos referimos aos mini-implantes.

As caracteristicas microbiologicas e enzimaticas da cavidade bucal constituem um
ambiente favoravel a corrosio e oxidacdo dos metais. A saliva, funciona como um eletrodo, o

pH acido (aproximadamente 6,5), a temperatura, a presenca do biofilme dental, os acidos

organicos, a microbiota, as propriedades fisicas e quimicas dos alimentos e bebidas, tornam o
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ambiente ideal para que a corrosdo ocorra. Além de todos estes fatores, o oxigénio, que ¢ fator
essencial no fenomeno da corrosdo, esta presente em quantidades abundantes na cavidade
bucal.**

A superficie de todos os metais reage com o oxigénio para formar uma camada de
oxidos que os proteja de uma possivel corrosdo,’ a qual ocorre devido a ionizagdo metalica
presente quando um metal é colocado numa solugio eletrolitica.''

Para as ligas a base de titanio, o alto contetido de titdnio promove uma reagdo facil
com oxigénio da atmosfera devido a sua forte afinidade com o oxigénio. Portanto, esses
materiais mostram uma tendéncia para formar uma camada de 6xido estavel e firmemente
aderida a superficie. Esta camada proporciona protecdo contra os efeitos prejudiciais dos
meios agressivos, ¢ é a responsavel pela alta resisténcia a corrosdo destes materiais.”***>* A
formag@o da camada de 6xido de titanio e a ruptura da sua passividade sdo influenciadas pela:
variagdo de temperatura, tipo de liga utilizada, quantidade de liga exposta, alteracdes na
técnica de fabricacdo e manipulacdo destas ligas, procedimentos de polimento, nimero de
imperfei¢des da superficie do titanio antes da anodizag¢do e composicdo da saliva (incluindo
concentragdo de fluor). O processo de destruicdo é também influenciado pela espessura da
camada de 6xido. Variagdes quimicas, modificacdes estruturais e desgastes sdo algumas das
alteracdes prejudiciais indesejaveis representadas pela deterioracdo do metal.”

Os processos corrosivos podem ser classificados em dois grandes grupos de acordo
com o tipo de acdo do meio corrosivo sobre o material: corrosdo eletrolitica e corrosdo
quimica. Os processos de corrosdo eletrolitica ou corrosdo em meio aquoso sdo mais
freqiientes na natureza e se caracterizam por ocorrerem necessariamente na presenca de agua

no estado liquido, em temperatura ambiente. Nos processos de corrosdo, os metais reagem

com os elementos ndo metalicos presentes no meio, como o oxigénio, enxofre, gas carbonico,
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produzindo compostos semelhantes aos encontrados na natureza, de onde toram

extraidos.’!*

Por outro lado, os processos de corrosdo quimica ou oxidacdo em altas temperaturas
sdo menos freqiientes na natureza e sdo caracterizados pela auséncia da agua liquida e
interagdes diretas entre o metal € o meio corrosivo, envolvendo operacdes onde as
temperaturas sdo elevadas. Como na corrosdo quimica ndo se necessita de agua liquida, ela

7 . . ~ : ~ ~ 1
também é denominada de corrosdo em meio nao aquoso ou corrosao SCCEL5 36

Frequentemente a corrosdo ocorre de forma localizada, onde a remocao seletiva do
metal ocorre em pequenas areas, sobre a superficie. Como exemplos tipicos, tem-se a
corrosdo por pites ou puntiforme (ocorre a formacdo de pontos profundos: pites), corrosio
intergranular (ocorre entre graos), corrosao em frestas (ocorre dentro de fendas ou rachaduras)
e a corrosao galvanica. A corrosdo galvanica ¢ um processo corrosivo resultante do contato
elétrico de materiais metalicos, com diferentes potenciais, em presenca de um eletrolito.”"

Os ions fluoreto s@o ions agressivos a camada de oxido protetora de titanio e suas
ligas e esta presente em produtos de higiene como creme dentais e géis profilaticos, portanto a
sua presenca pode dar inicio a uma corrosdo localizada por pites e em frestas, devido a
formag@o de um complexo de moléculas de titdnio fluoreto que sdo muito estaveis e soliveis
nas solugdes eletroliticas.’

Teoricamente, a camada de oxido protetora ndo deveria ser danificada sob as
condi¢des encontradas no meio bucal.'*® Entretanto, dentro da pratica odontoldgica, a
aplicacdo de solucdes fluoretadas constitui uma forma bastante eficaz para o controle da
doenca carie, e as ligas de titdnio nesse meio, especificamente quando em pH reduzido,

apresentam grande degradagdo. Portanto, cuidado deve ser tomado para prevenir corrosdao do

A - A - ~ v 4,53
titanio durante longos tratamentos com substancias que contém flior.™
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O fendmeno da corrosdo também pode ser alterado por algumas substancias, como as
proteinas, que interagem diferentemente com cada liga, podendo inibir ou acelerar a corrosao
de alguns metais. O papel das proteinas na corrosdo ¢ dependente de muitos fatores tais como
a superficie quimica do metal, as caracteristicas de absor¢do da proteina e a interagdo das
moléculas proteicas com outros fons presentes na solugio eletrolitica.’*’

O emprego de mini-implantes como ancoragem ortodontica esta bem fundamentado na

. 8,15,16,17,18,20
literatura, > > > '™

no entanto, existem ainda muitos fatores desconhecidos que podem
afetar o sucesso clinico dos mini-implantes, dentre eles a biocompatibilidade das ligas

utilizadas em sua fabricagdo.

Para minimizar os problemas causados pela corrosdo quando ligas metalicas sdo
utilizadas como implantes no corpo humano, ¢ necessario uma melhor compreensao de alguns

dos principios basicos envolvidos no processo de corrosao.

2.4 BIOCOMPATIBILIDADE E CORROSAO DO TITANIO

O titanio possui alta resisténcia a corrosdo, o que lhe confere excelente
biocompatibilidade, permitindo seu amplo uso na area da saude. Além disso, ¢
eletroquimicamente nobre, como o ouro e a platina, possuindo também o atributo da
passivacdo, ou seja, ele € protegido por uma camada de 6xido particularmente aderente e
inerte, a qual se forma em sua superficie. Muitos metais, a exemplo do aco inoxidavel 316L e
das ligas cobalto-cromo, também possuem tal protecdo, mas a camada que se forma na
superficie do titanio apresenta-se especialmente inerte a ataques eletroquimicos.29

Quando o titanio ¢ exposto a atmosfera, inicia-se a formagao de uma camada de 6xido
dentro de alguns nanosegundos (10” segundos). Depois de apenas um segundo essa pelicula

apresenta-se com aproximadamente 2 a 5 nandmetros de espessura. A razdo para se formar
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tdo rapidamente uma camada de 6xido, inicialmente 6xido de titanio (TiO;), é o fato desse
metal possuir uma alta reacdo ao calor. Essa pelicula ¢ bastante aderente, além de ser muito
resistente a corrosdo e consideravelmente impenetravel ao oxigénio. Na verdade, esse delgado
filme protetor impede que o oxigénio alcance o metal abaixo dele, conferindo, desse modo,
seu carater de impenetrabilidade.”

A superficie de Ti consiste principalmente de uma camada de 6xido coberta por uma
camada de contaminantes de composi¢do complexa, variando com o tratamento de superficie
que o material recebe. O 6xido da superficie consiste principalmente de TiO,* A natureza da
estrutura, composi¢do ¢ a exata espessura da camada de 6xido, depende de muitos fatores
associados a sua formagdo, que podem favorecer ou ndo a incorporagdo de contaminantes.
Dentre esses fatores estd o tipo de manufatura da pega, a rugosidade superficial e os
procedimentos de esterilizacdo, a limpeza e a passivacdo. Apos a usinagem os implantes sdo
submetidos a protocolos de limpeza e passivagdo. Os procedimentos de limpeza tém por
objetivo eliminar residuos organicos e inogarnicos, sujeiras, lubrificantes, crostas, 6xidos
(contaminantes) depositados sobre a superficie ¢ dessa forma obter superficies altamente
reativas e com caracteristicas aceitaveis para o uso cirirgico.”>’ Meira et al* (2001) em um
estudo para a caracterizacdo de superficies de titdnio grau I, titdnio grau II e Ti-6Al-4V
submetidos a diferentes tratamentos térmicos mostraram que o Ti, O e C sdo os elementos
dominantes na camada de 6xido.

Nao ha defini¢@o aceitavel universalmente para o termo “passivagdo”. Se um implante
de metal ¢ oxidado e este 6xido ndo se altera sob condi¢des fisiologicas, ¢ dito que o metal
estd passivo ou “passivado”.*® E possivel que o tratamento da superficie com oxidagdo
térmica, melhore a resisténcia a corrosdo ¢ reduza a liberagdo id6nica pelo aumento da
espessura da camada de 6xido.** Desta forma, todas essas etapas visam modular esta camada,

tornando-a mais ou menos espessa. Com a alteracdo da camada de 6xido por estes diversos
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processos, impurezas como carbono, nitrogé€nio, calcio, zinco, silica e estanho podem ser
introduzidas nesta camada, possivelmente adsorvidas do ar, dos tratamentos de preparo de
superficie, manipulag@o e lubrificantes usados na usinagem. Quando se comparam os niveis
de contaminantes na camada de 6xido entre o titanio grau 1, 2 e a liga Ti-6Al-4V, esta tltima
apresenta maior quantidade de impurezas, provavelmente em virtude da presenca do aluminio
e vanadio.”°

Enquanto as condigdes para se produzir uma 6tima camada de 6xido precisam ser mais
entendidas, em geral, a pelicula protetora do titdnio ndo s6 proporciona boa resisténcia a
corrosdo, como também permite que esse metal seja colocado diretamente sobre tecidos duros
e moles, estando, assim, bem proximo dos fluidos fisiologicos e proteinas do corpo. Acredita-
se que dentre as razdes para se conseguir essas propriedades estejam a alta aderéncia do TiO,
quando comparado a outros 6xidos.”

O processo de repassivagdo da camada de oOxido ocorrera mesmo em um meio
fluoretado dependendo da composicdo da liga, das caracteristicas do meio bucal e das
propriedades dos 6xidos formados, que poderdo ser diferentes do 6xido original. Quando da
desestruturagdo ou remocdo completa do filme protetor da superficie do titdnio, o mesmo
apresenta um potencial reparador extremamente rapido e eficaz quando as condi¢gdes do meio
se normalizam, ou seja, o pH e a concentracdo de fluor, diluida pela saliva ou agua, voltam
aos niveis de normalidade.>'%*7*’

Foram baseados na complexidade quimica pertinente a cavidade bucal que Strietzel et
al”’ (1998) focalizaram, em seu estudo, o comportamento do titdnio frente a corrosdo, sob a
influéncia de diferentes anions manufaturados. Nesse estudo, in vitro, amostras de titanio puro
(grau 1) foram estaticamente imersas em diferentes solugdes corrosivas por um periodo de

quatro semanas. Espectroscopia de absorcdo atomica foi usada para analisar as solucdes

semanalmente, determinando os ions liberados. A presenga de ions fluoreto nas solugdes
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corrosivas aumentou em 10.000 vezes a liberagdo de ions de titdnio quando comparada com
solucdes que continham cloreto ou tiocianato. A liberacdo de ions aumentou a extremos,
acima de 500 pg (cm® x d), na presenca de fliior. Baixos valores de pH aceleram esse efeito
ainda mais. Esse comportamento se justifica, segundo os autores, pelo fato do fluoreto reagir
com os ions titanio da camada de 6xido formando complexos soluveis. Uma vez desfeita essa
camada protetora, a suscetibilidade a corrosdo ¢ aumentada. Clinicamente, nenhum efeito de
corrosdo foi observado. Apesar disso, os autores recomendam que € melhor evitar a presencga
de fliior ou reduzir o tempo de contato do mesmo com a superficie de titdnio. Anions
inorgédnicos exercem extrema influéncia na corrosdo do titanio, que é suscetivel a ataques
gerais quando colocado em solu¢des contendo mais do que 20.000 pg/L de ions fluoreto e
com um pH abaixo de 6 a 7.”

Focalizando o efeito do pH e da presenga de fliior na corrosdo de fios ortodonticos,
Kao et al’ (2007) avaliando in vitro a citotoxicidade dos extratos de corrosdo de fios
ortodonticos de niquel-titdinio (NiTi) e aco inoxidavel (SS) em solugdes fluoretadas,
observaram que os extratos de corrosdo dos fios de NiTi e SS em saliva artificial contendo
fluoreto de soédio acido (pH 3,5) podem causar toxicidade as células U20S (linhagem de
células de osteosarcoma humano).

Apesar do titdnio possuir excelente biocompatibilidade, ndo tendo nenhum efeito
evidente no crescimento de células, ele apresenta baixa resisténcia mecanica, podendo liberar
produtos de corrosdo sobre os tecidos adjacentes, quando submetido a estresse mecénico na
cavidade bucal.*®

A liga de titanio Ti-6Al-4V contém aluminio, o qual foi associado as ligas de titanio
com o objetivo de melhorar as propriedades mecanicas, aumentando a resisténcia a fadiga e a
corrosdo destas ligas quando comparado ao titdnio comercialmente puro. O aluminio ¢ um dos

elementos mais abundantes na crosta terrestre na forma de 6xido de aluminio (Al,O3) € € um
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dos poucos elementos na natureza que parecem nao apresentar nenhuma fungdo bioldgica
significativa. O aluminio estd presente em fontes ambientais como alimentacdo e ar, tem
muitas aplicagdes industriais e domésticas, ¢ pouco absorvido pelo trato gastrointestinal e por
isto somente pequena quantidade alcanca a corrente sangiiinea e talvez por isto ele seja tido
como inofensivo. As doses aceitaveis na agua potavel estdo em torno de 200 pg/L e 20.000
pg/dia € a ingestdo estimada diaria de aluminio, sendo que uma porcentagem minima vem da
agua potavel.”’ Mas a exposi¢do a altas concentragdes pode causar problemas de saude.”
Embora existam controvérsias,” a ingestio por muito tempo do aluminio em altas
concentragdes pode levar a sérios problemas de saude, relacionados com neurotoxicidade, tal
como a deméncia senil do tipo Alzheimer.”***

Com o mesmo objetivo de aumentar a resisténcia a fadiga e a corrosdo das ligas de
titdnio, o vanadio foi acrescentado a liga Ti-6Al-4V. Considerado como um elemento
relativamente toxico como o niquel, o cobre e o cobalto, sua principal fonte sdo os alimentos.
As concentragdes de vanadio na agua potavel podem variar de 1 a 6 ug/L, dependendo da
localizag@o geografica, ¢ a ingestdo média didria foi estimada em 20 ug/dia.58 E um potente
inibidor de muitas enzimas, podendo reduzir o nivel de colesterol no sangue ¢ alterar a
atividade enzimatica das células da resposta inflamatoria.”> A maior fragio do vanadio
ingerida ndo ¢ absorvida, sendo excretada na urina ou nas fezes. A parcela absorvida do
elemento, a qual ¢ estimada em aproximadamente 5%, € retida principalmente pelos rins,
ossos e figado. Os efeitos no trato respiratorio depois da sua inalacdo crdnica sdo: rinite,
faringite e bronquite.”®

A liga de titdnio-aluminio-vanadio (Ti-6Al-4V) ¢ extensamente usada em ortopedia ha
varios anos. No entanto, a liberacdo de ions vanadio tornou-se motivo de preocupagdo acerca
da sua biocompatibilidade, a ponto de se desenvolver novas ligas de titdnio sem este

elemento. Deste modo, foram desenvolvidas ligas livres de vanadio como o titdnio-aluminio-
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niobio (Ti-6Al-7NDb), o titdnio-aluminio-ferro (Ti-5Al-2.5Fe), o titanio-aluminio-molibidénio-
zirconio (Ti-5SAI-3Mo-4Zr) e o titanio-zirconio-nidbio-tantalo-paladio (Ti-15-Zr-4-Nb-4-Ta-
0,2Pd), por e><emplo.26’28’3l’33

A liga contendo aluminio e ferro também ¢ bastante apropriada para implantes, pois
proporciona resisténcia a corrosdo e propriedades mecanicas similares a liga com vanadio,
além de ndo apresentar toxicidade. Apesar destas Otimas propriedades, estas ligas podem
gerar ions metalicos, que podem se difundir através do filme de 6xido do titanio e interagir
com fluidos humanos, formando complexos e precipitados extremamente pequenos que, em
contato com a agua, podem formar hidroxidos ou 6xidos e conseqiientemente alterar o pH
local. Quando diferentes gradientes de pH aparecem entre distintas areas do implante, existe a
possibilidade de gerar e manter corrosio por fenda.>

O comportamento de trés ligas de titanio (Ti-6Al-4V, Ti-6Al-7Nb e Ti-13Nb-13Zr)
em funcdo do pH de trés diferentes meios corrosivos, foi investigado por Khan et al’ (1999).
Os autores concluiram que o acréscimo de proteina a solucdo salina tamponada com fosfatos
(PBS) aumentou os valores de pH, reduzindo a influéncia deste sobre a corrosdo, das trés ligas
analisadas.

Takemoto et al'* (2005) avaliaram as reagdes do fluor e albumina sobre a superficie do
titdnio em solugdes contendo 2,0 g/L de fltor e 0,1 ou 1,0 g/L de albumina. Eles
demonstraram que ha uma diminuicdo da resisténcia a corrosdo do titdnio em presenga de
flior e a albumina ndo somente eliminou a corrosdo do titdnio pelo fluor, como também,
suprimiu a degradacdo do filme protetor, diminuindo a dissolu¢do do titanio, porque
aumentou a resisténcia a corrosao.

Ao avaliarem pastilhas de titdnio imersas em solu¢des com diferentes concentragdes

110

de fluor e diferentes niveis de pH, Nakagawa et al ™ (1999) relataram que o processo de

corrosdo ocorrido no titdnio, quando da presenga de ions fliior, foi dependente tanto da
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concentragdo destes ions no meio, como também do pH da solucdo. Foi observada a corrosao
do titdnio mesmo quando da existéncia de uma baixa concentracdo de fluor, desde que o pH
da solucdo fosse baixo. Do mesmo modo, o titdnio apresentou corrosdo também em pH
elevado, desde que a concentragdo de ions fluor fosse alta. Os autores concluiram que quanto
maior a concentragdo de flior e menor o pH da solugdo, maior a corrosdo na superficie do
titanio.

Kuphasuk et al*® (2001) avaliaram a corrosio eletroquimica do titanio e ligas baseadas
neste metal, por meio de testes in vitro e, apds cada teste, o meio eletrolitico utilizado
(solugd@o de Ringer) foi analisado por meio de espectrofotometria de absor¢do atdmica. Foi
concluido comparando as cinco ligas consideradas (Ti-6Al-7Nb, Ti-5SAl-2.5Fe, Ti-5A1-3Mo-
4Zr, Ti-6Al-4V e niquel-titinio) e o titanio comercialmente puro, este Ultimo e a liga
contendo ferro, foram as mais resistentes a corrosdo, principalmente quando comparados a
liga de niquel-titanio e a que continha vanadio. Quanto a liberacdo de ions no meio corrosivo,
nenhum nivel de detecgdo de produtos da corrosdo foi apurado, exceto uma pequena
quantidade de niquel na solu¢@o usada no teste da liga de niquel-titanio.

Raman et al’’ (2005) também afirmaram que um importante parimetro para se
determinar a biocompatibilidade das ligas usadas em Odontologia ¢ a corrosdo. Neste
trabalho, onde foi avaliado o comportamento eletroquimico do titanio e suas ligas em saliva
artificial, concluiram que a liga Ti-6Al-7Nb exibiu alta resisténcia a corrosdo, quando
comparada ao titanio comercialmente puro.

A rugosidade superficial também influencia a resisténcia a corrosdo do titdnio. A
avaliagdo desta propriedade e a liberagdo de ions de amostras de titdnio comercialmente puro
(grau 2) com diferentes morfologias superficiais, em solucdo de Hanks (solu¢do salina
tamponada com fosfatos), mostrou que, quando a rugosidade superficial ¢ maior, a resisténcia

a corrosio diminui e a taxa de liberacio de fons aumenta.’’ Reclaru e Meyer2 (1998)
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sugeriram que os ions de fluor poderiam danificar a camada protetora da superficie do titanio,
com aumento da rugosidade superficial e o aparecimento de falhas em sua superficie.

A grande preocupacdo dos estudos sobre a liberagdo de ions, como produtos da
corrosdo de mini-implantes, advém do fato que, a quantidade liberada pelos dispositivos
ortodonticos pode somar-se as concentracdes ingeridas pela dieta normal e favorecer o
aparecimento dos efeitos toxicos da sobrexposicdo aos ions liberados. Portanto, ha de se
pesquisar no presente estudo, a acdo do fluoreto de sodio presente em saliva artificial
fluoretada com baixa concentragdo de fllior, em mini-implantes, por meio da analise da

citotoxicidade dos extratos de corrosao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se ocorre corrosdo de mini-implantes ortodonticos de Ti-6Al-4V quando
imersos por 30, 90 ou 180 dias em saliva artificial fluoretada com baixa concentragdo de

fltor (200 pg/L NaF).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a citotoxicidade dos extratos da corrosdo dos mini-implantes, apos
diferentes periodos de imersdo em saliva artificial fluoretada, por meio da avaliagdo do
metabolismo mitocondrial e/ou crescimento celular de células L.929.

2. Avaliar possiveis aspectos de corrosdo nas superficies dos mini-implantes ao
microscopio eletrénico de varredura (MEV), antes e apos imersdao em saliva artificial

fluoretada.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

Os mini-implantes metalicos utilizados para ancoragem ortodontica de trés
marcas comerciais - Conex@o® Sistemas de Protese (Sdo Paulo, Brasil), Neodent
Implante Osteointegravel® (Curitiba, Brasil) e SIN® - Sistema de Implante Nacional
(Sao Paulo, Brasil) foram avaliados nesse estudo. Suas medidas eram 2x12, 1,6x11 ¢
1,6x12 mm (diametro x comprimento) respectivamente. Em uma mesma marca
comercial, todos os mini-implantes pertenciam ao mesmo lote de fabricagdo. As
composicdes das ligas estdo apresentadas na Tabela 1, de acordo com informagdes dos

fabricantes.

Tabela 1 — Caracteristicas dos mini-implantes da liga Ti-6Al1-4V.

MARCA COMPOSICAO DA LIGA N°DE DIMENSOES
COMERCIAL LOTE
N C H Fe O Al V AMOSTRAS
CONEXAO® | of ~ Nf  Nf af nf Nfaf 6110146172 9 2x12 mm
NEODENT® | 002 002 0002 010 002 040 015 2405407 9 1,6x11 mm
SIN® 0,02 002 0002 0,10 002 040 0,15 C7145 9 1,6x12 mm

Valores em porcentagem (%) maxima por peso. nf: ndo fornecido pelo fabricante

A Neodent e SIN aplicam aos implantes para ancoragem ortoddntica o titanio
conforme a norma ASTM F136-02 - Standard Specification for Wrought Titanium-
6Aluminum-4Vanadium ELI (Extra Low Interstitial) Alloy for Surgical Implant

Applications (dados fornecidos pelos fabricantes).

Os mini-implantes foram adquiridos em embalagens proprias, ja esterilizados,

transferidos para tubos de vidro tipo vacutainers estéreis (B.D. Vactainer, Becton
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Dickison Ind. Cirurgicas Ltda, Juiz de Fora - MG, Brasil) e divididos em trés grupos de
acordo com o tempo de imersdo (30, 90 ou 180 dias) em saliva artificial fluoretada (200
png/L de NaF). A composicao quimica da saliva utilizada foi: 0,40 mg/L de NaCl, 0,40
mg/L de KCI, 0,80 mg/L de CaCl,.H,O, 1,0 mg/L de CO(NH;), (uréia), fluoreto de
sodio 200 pg/L em 1.000 mL de agua destilada, pH= 6,76, sendo esterilizada por

. . ~ ~ 38,60
autoclavagem. Esta saliva ¢ uma modifica¢do da solu¢do de Meyer, ™

cuja atividade
corrosiva, conteudo de cloretos e fluoretos sdo semelhantes a saliva natural de
individuos que utilizam floor diariamente. A concentracdo de fluoreto na saliva
utilizada como meio neste estudo foi baseada tanto em experimentos preliminares como

5,11,12,24,27,52

em estudos anteriores que utilizaram diferentes solucdes de fluoreto de

sodio. Considerando também os resultados dos estudos de Oliveby et al®® (1989) e

Vogel et al®

(1992) que demonstraram que a maior parte da populagdo excreta de 9,5 a
62,7 pg de fluor por litro de saliva, dependendo da concentragdo de fluoreto na agua e

da utilizacdo ou nao de outras fontes de flor.

O padréo da Organizagdo Internacional para avaliagdo biologica de dispositivos
médicos (ISO 10993-5)" preconiza que a quantidade de saliva utilizada em
experimentos in vitro deve ser definida de acordo com o peso de cada mini-implante e
de tal forma que o metal fique totalmente imerso. Nesse estudo, de acordo com a ISO
10993-5, utilizou-se a razdo de 0,2 g de mini-implante para 1 mL de saliva. Para obter o

peso dos mini-implantes, utilizou-se uma balanga analitica (Kern, Modelo 410).

A ISO 10271%) que padroniza a metodologia dos testes de corrosdo dos
materiais metalicos dentarios, preconiza um periodo de imersdo minimo de 28 dias
quando se pretende simular as condi¢des bucais. Trés amostras de cada marca de mini-

implante foram imersas, isoladamente, em saliva artificial fluoretada, em tubos de vidro
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hermeticamente fechados, e incubados a 37°C, sob condicdes estaticas, por 30, 90 ou

180 dias (Fig. 1).

Figura 1 — Amostras preparadas. Tubos vacutainers, hermeticamente fechados, com
um mini-implante em cada, imersos em saliva artificial fluoretada, a serem levados a estufa a
37°C.

Ap0s o preparo das amostras, os tubos foram levados a estufa a 37°C mantendo-
os inertes. Apos o periodo de imersdo, os mini-implantes foram removidos, secos e
armazenados em novos tubos vacutainers estéreis, que foram mantidos hermeticamente
fechados até o momento das analises subsequentes. Os extratos dos mini-implantes,
contendo os possiveis elementos da corrosdo, foram colocados em tubos com fundo

conico (1,5 mL) e mantidos a 4°C até a realizacdo das outras analises.

4.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS IN VITRO

4.2.1 Cultura de células L929
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Foi utilizada para a avaliacdo da citotoxicidade, a linhagem celular de
fibroblastos murinos 1929, mantidas em cultura em frascos de 75 cm’ (Costar,
Cambridge, MA, USA), em meio de cultura completo, composto de RPMI 1640 (Gibco
BRL, Grand Island, NY, USA), tamponado com Hepes 10 mM e suplementado com 5%
de Soro Fetal Bovino (SFB Gibco), L-Glutamina 2 mM (Sigma Chemical Co., ST.
Louis, MO, USA), bicarbonato de sédio 11 mM, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL
de estreptomicina (Sigma). Apos a formagdo da monocamada de células .929, por um
periodo de 24 h, a 37°C e atmosfera timida contendo 5% de CO,, o meio de cultura era
removido e as células lavadas com 1 mL de meio incompleto (RPMI 1640 sem SFB).
Em seguida, as células eram tratadas com uma solug@o de tripsina 0,025% (Sigma) até
desprenderem do frasco de cultura. Apds a tripsinizagdo, as células ressuspensas em 5
mL de meio de cultura eram transferidas para um tubo pléstico de 50 mL (Costar) e em
seguida centrifugadas a 2.000 rpm, por 10 minutos, a temperatura de 15°C. Para a
manuten¢do das culturas, as células eram novamente cultivadas em meio completo (1 x
10° células /mL). Para o ensaio de citotoxicidade, as células ressuspendidas em meio
completo eram ajustadas para a concentragio de 3,5 x 10* células/100 pL, apos a

quantificagdo em hematocitometro.

4.2.2 Ensaios de citotoxicidade

Cem microlitros da suspensdo de células 1.929 foram pipetados em placas de
fundo chato de 96 pocos (Costar Cambridge, MA, USA) e as placas foram incubadas
por 24 h em estufa umidificada contendo 5% de CO,, a 37°C, para obtencdo da
monocamada de células. Passado este periodo, e confirmada a obtengdo de
monocamada por meio de microscopia de luz, foram adicionadas 10 pL de cada extrato

dos mini-implantes, bem como 10 pL da saliva artificial fluoretada (Fig. 2). A
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quantidade de extrato foi usada em um volume que ndo diluisse significantemente o
meio de cultura. Todos os extratos das amostras utilizadas foram testados em triplicatas
em todas as placas. As placas foram incubadas em estufa umidificada contendo 5% de
CO;, a37°C, por mais 24 h.

A citotoxicidade foi revelada pelo ensaio colorimétrico do MTT (3-{4,5-
dimetiltiazol-2il}-2,5-difenil brometo de tetrazolio). Esse ensaio determina alteracdes
no metabolismo celular, podendo considerar inibicdo do crescimento das células e/ou
morte celular. Este é um teste sensivel, que avalia o metabolismo energético
mitocondrial ¢ baseia-se na conversdo do sal amarelo de (3-{4,5dimetiltiazol-2il}-2,5-
difenil brometo de tetrazdlio) em um precipitado formazan purpura pela acdo da enzima
desidrogenase mitocondrial das células. A densidade optica (D.O) foi obtida por meio
do leitor de microplacas. Desta forma quanto maior o metabolismo celular, maior a cor

. 166
desenvolvida.

Apds o periodo de incubagdo de 24 h foram adicionados as células com os
extratos, meio ou saliva controle, 10 ul. de solu¢do de MTT (5mg/mL em PBS). Em
seguida as placas eram incubadas por 3 h em estufa umidificada contendo 5% de CO,, a
37°C. Apos este periodo de incubagdo, 100 L. de solugdo de dodecil sulfato de sodio
(SDS) 10% em acido cloridrico (HCI) 0,01 N foram adicionados em todos os pogos,
para dissolver os cristais de formazan gerados pelo metabolismo mitocondrial celular, e
as placas foram novamente incubadas por cerca de 24 h, a 35°C (Fig. 2). A densidade
optica (D.O) de cada poco foi obtida em leitora de microplacas (Thermo Labsystems-
Original Multiskan, Modelo 352) usando filtro a 550 nm, tendo uma coluna de branco
com pogos sem células, contendo apenas meio de cultura (100 pL) tratado igualmente
as amostras, para descontar qualquer coloracdo de fundo. Os resultados foram expressos

em densidade optica (D.O). Para controle da qualidade da cultura celular, alguns pocos
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continham células cultivadas apenas em meio de cultura, cuja D.O corresponde a 100%
de atividade metabolica. A avaliagdo qualitativa foi realizada pelo exame microscopio

da células para verificagdo de mudancas na morfologia geral e lise celular.

y ~4
i

Flgura 2 - Ensalo de citotoxicidade. (M) Meio completo, sem células. (C) Meio com células,
sem nenhum extrato. (SA) Saliva artificial fluoretada 200 pg/L NaF (controle negativo). Os pogos que
receberam os extratos dos trés mini-implantes da marca Conex@o® (“C;, C, e C;”), foram testados em

triplicatas sempre na seqiiéncia indicada acima, assim como os mini-implantes das marcas Neodent®
(“Ny, Noe N3”) e SIN® (“Sy, S, e S57).

4.3 ANALISE DAS SUPERFICIES DOS MINI-IMPLANTES SOB MICROSCOPIA

ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Para verificar qualitativamente as caracteristicas das superficies dos mini-
implantes em relacdo a presenca de imperfeicoes e de possiveis areas de corrosdo, uma
amostra de cada marca comercial, apds cada periodo de imersdo, foi escolhida

arbitrariamente e examinada sob microscopia eletronica de varredura (JEOL modelo
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JSM5410). Da mesma forma, foi selecionado um mini-implante de cada fabricante, que
ndo foi imerso em saliva artificial, para servir de controle do experimento. As imagens
foram descritas baseadas na analise visual da morfologia externa dos mini-implantes,
principalmente na regido que fica exposta na cavidade bucal, com aumentos de 35x e

1000x.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como medianas. Para comparacdes entre dois
grupos (controles x extratos) num mesmo periodo de avaliagdo, o teste t de Student foi
utilizado. Foi usado o programa Graph Pad PRISM Software — Version 4.0 (San Diego,

CA, EUA), sendo consideradas diferencgas significantes quando p < 0,05.
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S RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS DE MINI-
IMPLANTES ORTODONTICOS

A avaliagdo dos efeitos citotoxicos dos extratos de mini-implantes ortodonticos,
de trés marcas comerciais, foi realizada por meio do ensaio colorimétrico do MTT, nas
culturas de células 1.929, apos trés periodos de imersdo em saliva artificial fluoretada
(200 pg/L NaF), em trés experimentos consecutivos.

Apo6s 24 horas de cultura em estufa, ndo foi detectada inibicdo da atividade
metabolica das células analisadas (Fig. 3), nem alteragdo morfologica da monocamada
das células (Fig.4), que apresentaram aspecto similar ao controle negativo.

Os resultados foram similares para os mini-implantes das trés marcas comerciais
avaliadas, para os extratos provenientes dos mini-implantes imersos em saliva com 200

pg/L de fluoreto de sodio nos periodos de 30, 90 ou 180 dias (Fig. 3).
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Figura 3. Extratos de mini-implantes ortodonticos, apdés imersdo em saliva
artificial fluoretada por longos periodos, ndo sao citotéxicos. Ensaio colorimétrico do
MTT para os extratos apds 30 (A), 90 (B) ou 180 (C) dias de imersdo em saliva artificial contendo 200
pg/L de fluoreto de sodio. Os dados representam a mediana de trés experimentos consecutivos (n = 3
extratos por grupo). C = Conexao, N = Neodent, S = SIN, D.O = densidade optica em filtro de 550 nm,
meio = células + meio, saliva = células + meio/saliva e extrato C, N e S = células + meio/ extratos .
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Figura 4. Aspecto morfologico das células L1929 cultivadas na auséncia (A) ou
presenca (B) dos extratos. As células foram distribuidas (3,5 x 10* células/100 pL de meio) para
obtencdo da monocamada (24 h, 37°C, 5% de CO,) e depois 10 uL de cada extrato foram adicionados as
células, e as placas foram incubadas por adicionais 24 h. Microscopia de luz, com magnitude de 400x.

5.2 ANALISE DAS SUPERFICIES DOS MINI-IMPLANTES SOB MICROSCOPIA

ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletronica de varredura foi realizada para evidenciar um possivel
efeito de corrosdo da saliva artificial fluoretada na superficie dos mini-implantes. Com o
objetivo de ilustrar as caracteristicas das superficies dos mini-implantes em relacdo a
presenga de imperfeicdes e de possiveis areas de corrosdo, um mini-implante de cada
marca comercial foi escolhido arbitrariamente, antes e depois dos periodos de imersdo
em saliva artificial fluoretada e examinados sob microscopia eletronica de varredura
(MEV).

A analise de uma superficie do mini-implante da marca Conexao® que néo foi
imerso em saliva artificial fluoretada quando observado ao microscopio eletronico de
varredura, apresentou uma topografia regular com particulas aderidas e manchas
escurecidas abaixo delas no plano avaliado (Fig. 5A e 5B). A superficie examinada do
mini-implante escolhido apo6s cada periodo de imersdo (Fig. 5C, 5D, 5E, 5F, 5G ¢ 5H)
apresentou pequena quantidade de particulas aderidas e topografia semelhante ao
controle. Notam-se nas amostras, manchas esbranquicadas que advém, provavelmente,

dos componentes da saliva artificial. Assim, estas manchas ndo sugerem que o mini-
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implante tenha sofrido corrosdo (Fig. SF e SH). Uma regido mais rugosa na amostra
avaliada de 30 dias, chamou a atengdo (Fig. 5C).

A superficie examinada do mini-implante da marca Neodent® (Fig. 6A e 6B)
que ndo foi imerso em saliva artificial fluoretada apresentou aspecto liso e regular, com
algumas particulas aderidas em sua superficie e poucos pontos escuros no plano
avaliado. A superficie avaliada de trés amostras desta marca comercial, apds os periodos
de imersdao de 30 (Fig. 6C e 6D), 90 (Fig. 6E e 6F) ou 180 (Fig. 6G e 6H) dias
apresentou uma alteragdo da coloragdo com maior nimero de pontos escurecidos em
suas superficies, principalmente na amostra de 180 dias (Fig. 6H). Com exce¢do da
amostra avaliada apos 30 dias de imersdo, que apresentou uma alteracdo na superficie
do plano avaliado (Fig. 6D), as outras duas amostras (90 ¢ 180 dias) apresentaram
aspecto liso e regular, semelhante ao controle.

A analise de uma superficie do mini-implante da marca SIN®-Sistema de
Implante Nacional, que ndo foi imerso em saliva artificial, também apresentou uma
superficie lisa e regular, com algumas particulas aderidas (Fig. 7A e 7B). A superficie
avaliada de trés amostras dessa marca, que foram escolhidas apds os trés periodos de
imersdo em saliva artificial fluoretada, apresentaram semelhanca ao controle (Fig. 7C,
7D, 7G, TH), exceto por uma area na cabe¢a do mini-implante da amostra de 90 dias

que apresentou uma superficie mais aspera, com uma rugosidade maior (Fig. 7F).
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Figura 5 — Fotomicroscopia de mini-implantes Conexao®. Em (A), (C), (E) e (G)
microscopia de mini-implantes controle, imersos por 30, 90 ou 180 dias, respectivamente (aumento 35x) e
(B), (D), (F), e (H) detalhe dos respectivos mini-implantes (aumento 1000x). Em (C) o circulo indica uma
regido mais rugosa.
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Figura 6 — Fotomicroscopia de mini-implantes Neodent®. Em (A), (C), (E) ¢ (G)
microscopia de mini-implantes controle, imersos por 30, 90 ou 180 dias, respectivamente (aumento 35x) e
(B), (D), (F), e (H) detalhe dos respectivos mini-implantes (aumento 1000x). Em (D) a seta indica uma
alteracdo na superficie avaliada.
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Figura 7 — Fotomicroscopia de mini-implantes SIN®. Em (A), (C), (E) e (G) microscopia
de mini-implantes controle, imersos por 30, 90 ou 180 dias, respectivamente (aumento 35x) e (B), (D),
(F), e (H) detalhe dos respectivos mini-implantes (aumento 1000x). Em (E) o circulo indica uma area que
apresentou uma superficie mais aspera e em (F) a seta indica uma superficie com uma rugosidade maior.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho os extratos nos quais foram imersos os mini-implantes, foram
avaliados quanto ao seu poder citotoxico em culturas de células 1.929, que é uma
linhagem de célula recomendada e bastante usada para esta finalidade.***"*%>% Qg
resultados indicaram que todos os extratos de todos os mini-implantes testados, nos trés
periodos de imersdo, ndo afetaram a viabilidade celular, nem diminuiram o metabolismo
das células em questdo, demonstrando que eles ndo foram citotoxicos a linhagem de
células estudadas, concordando com os resultados dos trabalhos que sustentam a alta
biocompatibilidade do titanio e suas ligas.***"*****1* Portanto, os dados indicam que,
em baixas concentracdes, mesmo ap6s um longo periodo de exposi¢cdo, em condigdes
estaticas, o fluor ndo causou a liberagdo de ions toxicos dos mini-implantes de titdnio ou
os ions liberados ndo atingiram concentragdes toxicas. Deste modo, os dados sugerem
alta resisténcia da liga de titdnio dos mini-implantes a corrosdo, confirmando sua
elevada biocompatibilidade.

Nos ultimos anos tem sido relatado que em meio acido (cavidade bucal) e na
presenga de ions fluoreto a resisténcia a corrosdo de certos materiais, particularmente Ti
e ligas de Ti, pode diminuir.®” Em um estudo feito por Huang®® (2007) a resisténcia a
corrosdo de Ti e suas ligas diminuiu com o aumento da concentracdo de fluoreto de
sodio em saliva artificial. No presente estudo, a saliva artificial continha flior em
concentragdo baixa proxima a encontrada na saliva natural e ndo promoveu alteragdo da
resisténcia a corrosdo dos mini-implantes de Ti-6Al-4V.

Uma caracteristica da saliva artificial, proposta por Hwang et al® (2001) e
utilizada no presente trabalho como solucdo de imersdo, ¢ o pH de 6,76, proximo ao pH

da cavidade bucal e que se manteve estavel durante toda a fase experimental. Segundo
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Park e Shearer’® (1983) esta solugdo seria um meio ideal para liberagdo de fons pois se
assemelha a saliva natural, porém neste trabalho ela foi alterada por acréscimo de 200
pg/L NaF. De acordo com Popa et al” (2004), alteracdes de pH exercem baixa
influéncia na suscetibilidade a corrosao do titanio e algumas ligas, inclusive a liga com
aluminio e vanadio. Esta afirmacao, entretanto, difere dos resultados dos trabalhos de
Strietzel et al*’ (1998), Levine e Stachle™ (1977), Khan et al’ (1999), Nakagawa et al'
(1999) os quais afirmam que diferentes gradientes de pH afetam sobremaneira o
desempenho do titdnio e suas ligas, principalmente a liga Ti-6Al-4V. Neste trabalho o
pH de 6,76 presente na saliva fluoretada utilizada para imersdo ndo promoveu a
corrosdo da liga de Ti-6Al-4V.

A presenca de ions fluoreto nas solu¢des corrosivas podem exercer extrema
influéncia na corrosdo do titanio. Este comportamento ¢ justificado pelo fato do fluoreto
reagir com os ions titdnio da camada de o6xido, formando complexos soluveis e
aumentando a suscetibilidade & corrosdo.””* Segurado43 (2006) avaliando a
citotoxicidade e resisténcia a corrosdo de mini-implantes ortodonticos de Ti-6Al-4V
apos 30 ou 60 dias de imersdo em saliva artificial ndo fluoretada, pH 6,76, ja havia
ressaltado a importancia de se avaliar a influéncia do fliior na resisténcia a corrosao dos
mini-implantes, uma vez que em seu estudo, esses dispositivos apresentaram-se
resistentes a corrosdo nos dois periodos de imersao em saliva sem flor, e isto poderia
ser um fator decisivo quanto a resisténcia a corrosdo do titanio, haja vista a presenca
constante de fluoreto em agentes de higiene bucal de uso diario.

Partindo da necessidade de se avaliar a influéncia do fluor na corrosdo de mini-
implantes de titdnio, Fernandes Neto”* (2007) avaliou a citotoxicidade dos extratos da
corrosdo de mini-implantes de Ti-6AI-4V quando imersos em diferentes concentragdes

de fluoreto de s6dio (baixa-200 pg/L e alta-2 g/L), por um curto periodo de tempo (32
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dias), pH de 6,76 e condi¢des estaticas. Apos avaliar os extratos da corrosdo, ndo foi
observada citotoxicidade, como verificado pela auséncia de alteragdes significantes no
crescimento, morfologia ou metabolismo celular. Estes dados estdo de acordo com os
resultados obtidos no presente trabalho, onde optou-se por avaliar a resisténcia de mini-
implantes de titdnio a corrosdo induzida pelo flior por meio da imersio em saliva
artificial fluoretada com baixa concentracdo de flaor (200 pg/L NaF) e pH 6,76,
aproximando-se do neutro. Porém, por um maior periodo de tempo ( 30, 90 ou 180 dias)
visto que aliado a presenca do fllior, o tempo poderia ser um fator decisivo na
resisténcia a corrosdo do titanio.”’

Mini-implantes adquiridos diretamente de seus fabricantes e absolutamente
prontos para o uso clinico foram avaliados nesse trabalho. Todas as amostras desses
mini-implantes que foram avaliadas microscopicamente receberam um banho de ouro
para que as imagens ficassem melhores, e isso impossibilitou a utilizagdo dos mini-
implantes utilizados como controles para a imersdo em saliva artificial fluoretada. A
avaliagdo das superficies desses mini-implantes, sob microscopia eletronica de
varredura, demonstrou que as amostras avaliadas ndo sofreram corrosdo evidente,
confirmando a alta resisténcia a corrosdo destes mini-implantes, mesmo que estes sejam
compostos por uma liga reconhecidamente menos resistente quando comparada com
outras que ndo possuem o vanadio coligado, como foi descrito previamente em outros
trabalhos.”3"

Ha de se ressaltar que apesar da comprovacdo da boa resisténcia a corrosdo e
biocompatibilidade dos mini-implantes em questdo, a superficie da amostra avaliada das
marcas comerciais Conexao® (30 dias), Neodent® (30 dias) e SIN® (90 dias) que
foram avaliadas microscopicamente, demonstraram areas com alteragdes e rugosidades

sugestivas de defeito de fabricacdo. A interpretacdo destes resultados para estas
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amostras, deve despertar especial atengdo acerca da corrosdo, mesmo que estas zonas
com maior rugosidade sejam defeito de fabricagdo, porque isto pode influenciar o filme
de 6xido e conduzir a corrosdo de regides isoladas.

Estas zonas de irregularidade, com maior rugosidade na amostra avaliada dos
mini-implantes das marcas Conexao® (30 dias), Neodent® (30 dias) e SIN® (90 dias)
podem representar defeitos de fabricacao desses mini-implantes, que possivelmemte nao
foram vistos no controle devido ao fato da microscopia eletronica de varredura
examinar somente um plano da amostra ¢, deste modo, estes defeitos podem estar nas
faces ndo avaliadas, uma vez que todos dispositivos pertenciam ao mesmo lote de
fabrica¢do. Mesmo assim, se ndo forem areas de corrosdo, propiciam a ocorréncia desta.

Segurado™ (2006), avaliando microscopicamente mini-implantes ortodénticos
dessas mesmas marcas, também ndo constatou presenga de corrosdo, apesar de ter
encontrado rugosidades na superficie avaliada da amostra escolhida da marca SIN® de
30 ou 60 dias de imersdo em saliva artificial ndo fluoretada.

Mele e Cortizo™ (2000), em um estudo sobre o comportamento eletroquimico do
titanio em saliva artificial fluoretada, observaram que a suscetibilidade a ataques de
corrosdo da camada de 6xido foi mais significante nas amostras com maior niimero de
imperfei¢des detectadas por microscopia. A ruptura da camada protetora do titanio
também pode ser causada pelo desenvolvimento de forcas tensional ou compressiva e
variar de zero a valores altos o bastante para rompé-la.

Levando-se em consideragdo que neste trabalho, bem como no de Segurado
(2006)* as amostras permaneceram incubadas em condi¢des estaticas e, por
conseguinte, ndo sofreram desgaste, estes defeitos nas superficies dos mini-implantes
tornam-se preocupantes, uma vez que em um experimento com simulago de desgaste,”’

poderia ser liberada uma maior quantidade de produtos oriundos de corrosdo que
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poderiam ser nocivos, pois a camada de o0xido protetora desta regido estaria alterada e
ndo impediria o fendmeno da corrosdo. Esta observacdo ¢ notavel no trabalho de Chen

et al*?

(1998) que constataram uma grande influéncia da rugosidade superficial sobre a
resisténcia a corrosao do titanio, mostrando que quanto maior a rugosidade, menor esta
resisténcia. Essa rugosidade superficial pode afetar a estabilidade dos mini-implantes,
uma vez que, quanto maior a rugosidade e os defeitos na superficie dos dispositivos
utilizados, maior sera a formacdo de biofilme na superficie dos mini-implantes,
aumentando a chance de inflamagdo dos tecidos peri-implantares.

As condi¢des dos experimentos do presente trabalho foram proximas as
encontradas na cavidade bucal, apresentando variaveis como baixa concentragdo de
flior, pH proximo ao neutro, longo periodo de tempo de imersdo, utilizacdo de
dispositivos prontos para serem instalados clinicamente e condigdes estaticas, além do
armazenamento dos extratos em geladeira, os quais ndo foram suficientes para

promover a citotoxicidade dos extratos de corrosdo da liga de Ti-6Al-4V utilizada nos

mini-implantes ortoddnticos avaliados.
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7 CONCLUSOES

Os dados mostraram que os mini-implantes das trés marcas comerciais apresentam
boa resisténcia a corrosdo a saliva fluoretada, na concentragdo de fliior utilizada e nos
periodos avaliados.

Apds 30, 90 ou 180 dias de imersdo dos mini-implantes de titanio em saliva
artificial fluoretada (200 pg/L NaF), os extratos ndo apresentaram citotoxicidade,
verificada pela auséncia de alteragdes significantes no crescimento, morfologia ou
metabolismo de células 1.929.

Os mini-implantes avaliados sob microscopia eletrénica de varredura apos os
periodos de imersdo, ndo apresentaram aspectos de corros@o nas suas superficies, sendo

similares as amostras controle.
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