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Resumo

Os estudos dos fendmenos de corrosdo em materiais de aplicacédo
biomédica constituem uma tematica de investigacdo actual e relevante dada a
importancia da biocompatibilidade destes materiais, de forma a permitir uma
posterior aplicacéo clinica.

Assim, o principal objectivo deste trabalho foi estudar o processo de
corrosdo das ligas de Crémio-Cobalto (Cr-Co) utilizadas na area da medicina
dentaria em diferentes salivas artificiais.

A liga de Cr-Co foi caracterizada morfologica e quimicamente, sendo
assim possivel observar macro e microscopicamente a superficie da liga e
conhecer a sua composi¢cao quimica que além dos elementos bases possui Mo
W e Si.

Recorrendo aos estudos electroquimicos, nomeadamente medidas de
potencial em circuito aberto, polarizacéo potenciodinamica e voltametria ciclica,
foi estudada a corrosdo da liga de Cr-Co em diversas salivas artificiais,
contendo diferentes componentes que mimetizam o0s substituintes da saliva
humana. Os resultados sugerem que na presenca do tampéo fosfato a glucose
promove um meio mais corrosivo do que os outros componentes. Constatou-se
assim que para a saliva ll+glucose, que contem iGes cloreto, tampéao fosfato e
glucose e para a saliva lll, que contem todos os componentes estudados (ides
cloreto, tampao fosfato, ureia, mucina e glucose) a resisténcia a corrosédo é
menor do que para as outras salivas artificiais estudadas, visto apresentar
valores mais elevados de densidade de corrente de corrosdo, 8,8634 pA/cm? e
8,4739 pA/cm?, respectivamente, em comparacdo as outras salivas artificiais
em que o valor ronda os 1,7 pA/cm®. Em relacdo & mucina e & ureia, 0s
resultados sugerem que estes componentes estabilizam a saliva tornando-a
menos corrosiva para a liga de Cr-Co.

Além destes estudos, foram efectuados ensaios de crescimento
microbiano de duas espécies de Streptococcus na saliva artificial Ill, visto
possuir todos os componentes estudados. Estas experiéncias constituem

estudos piloto para ensaios de biocorrosdo nesta saliva. Constatou-se que o



crescimento das espécies Streptococcus sobrinus e Streptococcus mutans sé é

significativo desde que haja uma suplementacéo extra de glucose.

Palavras-chave: Corrosdo, Liga de Cromio-Cobalto, Saliva artificial,

microrganismos orais



Abstract

The studies of the phenomena of corrosion in materials of biomedical
application are a topic of current and relevant research given the importance of
biocompatibility of these materials, to allow a later clinical application. Thus, the
main objective was to study the corrosion process of cobalt-chromium alloy (Co-
Cr) used in the area of dentistry in different artificial saliva.

The Co-Cr alloy was morphologically and chemically characterized, so it
is possible to observe the macroscopic and microscopic surface of the alloy and
to know its chemical composition that beyond is bases element has Mo, W and
Si.

Using the electrochemical studies, including measures of open circuit
potential, potentiodynamic polarization and cyclic voltammetry, we studied the
corrosion of Co-Cr alloy in different artificial saliva that containing different
components that mimic the substituent’s human saliva. The results suggest that
in presence of phosphate buffer the glucose promotes a more corrosive
surroundings than the other components. It was found that for saliva glucose +
II, which contains chloride ions, phosphate buffer and glucose and for saliva Ill,
which contains all the components studied (chloride ions, phosphate buffer,
urea, mucin and glucose) corrosion resistance is lower than for other artificial
salivas studied, since it shows higher values of corrosion current density,
8.8634 pA/cm? and 8.4739 pA/cm?, respectively, compared to other artificial
saliva that the value round the 1.7 pA/cm?. In relation to mucin and urea, the
results suggest that these compounds stabilize the saliva making it
surroundings less corrosive to the Co-Cr alloy.

In addition to these studies, testing has been conducted of microbial
growth for two Streptococcus species in artificial saliva Ill, since it has all the
components studied. These experiments are pilot studies to test this saliva in
biocorrosion.

It was found that the growth of the species Streptococcus mutans and
Streptococcus sobrinus is only meaningful if provided an extra glucose

supplementation.

Keywords- Corrosion, alloys of Cr-Co, artificial saliva, oral microorganism



Simbolos e Abreviaturas

a Actividade

ba Coeficiente angular do ramo anddico

bc Coeficiente angular do ramo catddico

Y Coeficiente de actividade

Oa Coeficiente de transferéncia de carga da regido anddica
Oc Coeficiente de transferéncia de carga da regido catodico
F Constante de Faraday

Constante dos gases perfeitos
Ba Declive de Tafel anddico
Be Declive de Tafel catédico

i Densidade de corrente

la Densidade de corrente anddica

Ic Densidade de corrente catodica

Icor Densidade de corrente de corroséo

oD Densidade Optica (do inglés optical density)

NHE Eléctrodo normal de hidrogénio

EDS Espectroscopia de disperséo de energia (do inglés Energy

Dispersive Xray Spectroscopy)

glc Glucose

GTF Glucosiltransferase

h Hora

I Intensidade de corrente

lp Intensidade de corrente de passivacao

lcor Intensidade de corrente de corrosao

Ip.a Intensidade de corrente do pico anddico

lp.c Intensidade de corrente do pico catodico

SEM Microscopia Electronica de Varrimemto (do inglés Scanning

Electron Microscopy)
MO Microscopia Optica (do inglés Optical Microscopy)
n Numero de electrbes envolvidos no processo redox

pl Ponto isoeléctrico



ocp

Emax
Emin
PRP
VEGh
SPLI
SWS
UWS
EPS

Tg

CVv

Potencial

Potencial em circuito aberto (do inglés open circuit potencial)
Potencial de corroséo

Potencial de equilibrio

Potencial de passivacao

Potencial do pico anddico

Potencial do pico catddico

Potencial eléctrodo padréo

Potencial final

Potencial inicial

Potencial méximo

Potencial minimo

Proteinas Ricas em Prolina (do inglés proline rich proteins)
Proteina da glandula de Von Ebner

Proteina inibidora da serina protease

Saliva estimulada

Saliva ndo estimulada

Substancias poliméricas extracelulares
Temperatura absoluta

Tempo de geracao

Velocidade de varrimento

Velocidade especifica de crescimento
Voltametria Ciclica (do inglés Cyclic Voltammetry)
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Capitulo 1 — Introducéo

O estudo dos fendmenos de corrosdo de materiais de natureza metalica,
constitui uma tematica de investigacdo relevante e actual na area dos
biomateriais, dada a importancia de se conhecerem aprofundadamente os seus
mecanismos de forma a avaliar a biocompatibilidade destes materiais e a sua
aplicabilidade a pratica clinica.

A escolha de um material metélico para a manufactura de estruturas de
rehabilitacdo oral esta condicionada por um conjunto de factores tais como o
seu comportamento a corrosado, as suas propriedades mecanicas, o seu custo,
a sua disponibilidade, a sua biocompatibilidade e o aspecto estético. Assim, a
procura de materiais mais eficientes e com baixos custos continua a ser um
dos principais objectivos da investigagao cientifica nesta area.

O ambiente oral é maioritariamente constituido pela saliva, um fluido
complexo, quimicamente agressivo, constituido maioritariamente por agua,
moléculas e varios tipos de ides. Os estudos efectuados em salivas exigem
uma compreensédo aprofundada das suas propriedades reolégicas e bioldgicas,
que dependem maioritariamente da presenca de certos compostos. Assim, a
necessidade de criar diferentes salivas artificiais que mimetizem as salivas
humanas continua a ser também uma area importante de investigacao.

Além da saliva humana, os biofilmes microbianos formados na cavidade
oral apresentam caracteristicas que potenciam o processo de corrosao. Deste
modo, o estudo de microrganismos orais e dos processos subjacentes a
formacéo de biofilmes € da maior relevancia.

Neste capitulo iremos abordar os ultimos desenvolvimentos na area da
corrosdo e biocorrosdo de materiais metalicos, em especial de ligas de crémio-

cobalto, em meios que mimetizam o ambiente oral.



Capitulo 1 — Introducéo

1.1. Cavidade Oral

A cavidade oral é considerada um ambiente Unico do corpo humano,
porque oferece uma variedade de condigcbes, de onde se destacam a
atmosfera humida, o pH préximo da neutralidade e a temperatura relativamente
constante. Condigcdes essas, importantes para a colonizacdo microbiana e
sobrevivéncia quer de bactérias, quer de virus e fungos [1, 2].

Na realidade, a cavidade oral é constituida por estruturas anatomicas de
diferentes graus de dureza: dentes, 0sso alveolar e mucosas tal como se ilustra

na figura 1.

Labin superior

Dentes superiores

Lingua

Dentes inferiares

Favimento da boca

Mandibula ] L Glandula
Pardtida

Glandula !
Sublingual Alveoln Glindula
Submaxilar

Figura 1 — Representacao das estruturas anatémicas da Cavidade oral [3]

A mucosa oral, constituida por um epitélio e por tecido conjuntivo
subjacente, tem uma fung¢do imunologica e bioquimica, além de servir como
uma barreira fisica para o ambiente externo. No entanto, a mucosa permanece
vulneravel a agressdes ambientais, incluindo infecgcdes microbianas, ja que o
ambiente oral e as suas estruturas oferecem diversos locais para a colonizag&o
bacteriana, quer em zonas de localizacdo subgengival quer supragengival [4,
5].

As estruturas orais estdo constantemente banhadas por dois importantes
fluidos fisiol6gicos, a saliva e o fluido gengival crevicular. Estes fluidos sao
essenciais para a manutencdo dos ecossistemas orais, fornecendo agua,
nutrientes, factores de adesdo e factores antimicrobianos. O ambiente

supragengival é banhado pela saliva, enquanto o ambiente subgengival é

3



Capitulo 1 — Introducéo

maioritariamente banhado pelo fluido gengival crevicular. O fluido gengival
passa através da gengiva (epitélio juncional) para atingir o sulco gengival e flui
ao longo dos dentes. A composicao do fluido gengival € semelhante ao do

plasma, que contém proteinas, albumina, leucdcitos e imunoglobulinas [2].

1.2. A saliva

A saliva é um fluido biolégico que existe na cavidade oral e é produzido
por trés pares de glandulas salivares principais, a parétida, a submandibular e
a sublingual e através de glandulas salivares secundarias sob o controlo do
sistema nervoso autbnomo simpatico e parasimpatico [2, 6, 7]. Os individuos
adultos e saudaveis produzem entre 500 a 1500 mL de saliva por dia, a uma
velocidade aproximada de 0,5 mL/min, no entanto varias condic¢des fisioldgicas,
patoldgicas e iatrogénicas medicamentosas podem alterar a producao de saliva
tanto quantitativamente como qualitativamente [8].

A saliva tem varias funcgbes distintas, tais como, a lubrificagdo da
cavidade oral, a auto-limpeza da superficie oral e influéncia no estado dos
dentes, a remineralizacdo do esmalte dos dentes, a integridade da mucosa
oral, uma acc¢éo digestiva e antimicrobiana e a capacidade de efeito tampao [7].

A saliva é um fluido complexo maioritariamente composto por agua
(99%), moléculas e varios tipos de ides. A agua é quantitativamente o elemento
mais abundante na saliva e € o factor mais importante na regulacéo do fluxo
salivar. Relativamente as moléculas e ides, estes apresentam concentragfes
distintas de individuo para individuo e até mesmo no proprio individuo ao longo
do dia [2, 6, 9]. Diferentes autores, em estudos mais recentes, afirmam que o
pH da saliva humana € 6,7 com um intervalo de 6,2 a 7,6, o que € dependente
da velocidade de producdo. A maioria dos autores afirma que o pH da saliva é
mais baixo durante o sono, visto haver uma menor producao de saliva, e um
aumento de pH durante as horas de refeicdo excepto quando ha a ingestao de

certos alimentos [10, 11].
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1.2.1. Composicéo Organica da Saliva

A parte organica da saliva € composta por aminodacidos, proteinas,
lipidos, glucidos e outros compostos. Cada composto organico apresenta

diferentes caracteristicas e funcoes.

» Aminoacidos e Proteinas:

Os aminoacidos presentes na saliva sdo a serina, a alanina, a prolina, a
glicina, o aspartato e o glutamato, no entanto s6 a alanina, a prolina e o
aspartato € que se encontram em maiores concentracdes. A glicina e o

glutamato estéo envolvidos no metabolismo dos microrganismos [12, 13].

De todos os compostos que constituem a parte organica da saliva, as
proteinas sdo 0 grupo que se apresenta em maior percentagem, sendo que ja
foram identificadas mais de 400 proteinas [8, 9]. Estas proteinas podem ser

agrupadas em trés grandes familias [6]:

* Proteinas de revestimento e proteccao

As glicoproteinas conferem a saliva 0 seu caracter viscoelastico, dando
origem a um filme lubrificante. De entre estas proteinas, um grupo que ja foi
reconhecido ha mais de 30 anos, designado por mucinas, possui um
importante papel tanto na integridade da mucosa oral como na modelacao da
microflora bucal, favorecendo ou contrariando a proliferagdo de certos
microrganismos [6, 7,14, 15]. Do ponto de vista bioquimico as mucinas séo
compostos de aproximadamente 15% a 20% (m/m) de proteina e até 80%
(m/m) de polissacéridos, presentes em grande parte na forma de O-glicanos. A
serina e a treonina sdo os aminoacidos mais abundantes e servem como
pontos de ligacdo a estas cadeias de polissacaridos. A maioria das mucinas
tem um peso molecular de mondmero superior a 2 milhdes de daltons e
formam polimeros dez vezes maiores. O grande tamanho e o alto grau de

glicosacéo conferem as mucinas uma funcéo protectora [15].
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Das proteinas mais relevantes de origem glandular encontram-se as
proteinas ricas em prolina (PRP) [9]. Estas sdo normalmente divididas em trés
tipos as glicosiladas, as acidas e as basicas pois possuem func¢des bastante
distintas. As PRP acidas contribuem para a manutencdo da homeostasia do
calcio na cavidade oral. Além disso estdo envolvidas na formag&o do biofilme
oral. As PRP glicosiladas garantem a lubrificacdo oral e proporcionam a adeséo
das bactérias orais. Em relacdo as PRP basicas essas sao capazes de interagir
com os taninos, sendo a primeira linha de defesa contra os efeitos negativos
dos taninos na dieta humana [16].

Além destas proteinas, também esta presente na saliva humana a
albumina, que funciona como inibidor de interac¢des hidrofobicas, afectando
assim a adesao de microrganismos orais mediada por interaccdes hidrofobicas
[17].

» Proteinas com acc¢ao antimicrobiana

Além das mucinas, existem outras glicoproteinas como é o caso das
lactoferrinas e das imunoglobulinas que possuem um papel importante na
accao antimicrobiana da saliva [7, 9], tal como a formacdo de uma barreira
contra microrganismos ou bloqueio das bactérias que se ligam ao receptor da
célula epitelial [16].

Os peptidos catidnicos estdo também presentes na saliva e encontram-
se agrupados em trés grandes familias, as histatinas, as defensinas e as
catelidicinas [17]. Outras proteinas, como a proteina da glandula de Von Ebner
(VEGh) e a proteina inibidora da serina protease (SPLI), apresentam de igual
forma actividade antimicrobiana [16].

* Enzimas

As enzimas também estdo presentes na saliva humana. Estas incluem,
por exemplo amilases, lipases, esterases, maltases, fosfatases, hialuronidases,
catalases, peroxidases, ribonucleases, desidrogenases, a lisozima e a anidrase
carbonica [6,8,12, 18].
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A amilase e a lipase actuam como enzimas digestivas, enquanto que as
enzimas lisozima, lactoperoxidase e mieloperoxidase actuam como enzimas
antimicrobianas [7, 16]. A anidrase carbonica é responsavel pela manutencéo

da capacidade de tamponamento da saliva [13].

> Lipidos

Os lipidos também estdo presentes na saliva em pequenas quantidades,
no entanto o colesterol e os seus ésteres, os mono, di e triglicéridos, e os
acidos gordos livres representam 99% destes lipidos, sendo que 0s principais

acidos gordos sado o 4cido a-linoleico e o 4cido araquidonico [6,8,9].

> Glucidos

A glucose também esta presente na saliva humana e é utilizada pelas
glucosiltransferases extracelulares produzidas por certos microrganismos orais
para formar glucanos. Também se encontram outros acgUcares na saliva
humana, como é o caso da sacarose e da frutose, no entanto esses sdo

introduzidos pela dieta humana [19,20].

» Outros compostos

Outros compostos, como o acido Urico, a ureia, a bilirrubina e a
creatinina, estdo presentes na saliva em pequenas guantidades, sendo o 4cido
arico um dos compostos antioxidantes mais importantes na saliva.

Foi também observada a presenca de amidas, destacando-se a
cadaverina, a putrescina e o indol [8, 9].

Certas vitaminas, principalmente do grupo B também estéo presentes na

saliva humana [20].
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1.2.2. Composicéao inorganica da saliva

A parte inorganica da saliva é composta por ides, sendo 0s mais
importantes os catifes Na*, K*, Ca**, Mg®*, NH,;" e os anides CI, HCO3,
H,PO,, SO.,% [5,8,9, 21], presentes em diferentes concentracdes, produzindo-
se um fluido hipoténico em relagdo ao plasma [8, 13]. Alguns destes ibes séo
instaveis e podem participar na formacao de precipitados, como é o caso do ido
calcio que participa na formacédo de fosfato de calcio e por conseguinte nos
mecanismos de remineralizacdo natural dos dentes [13, 22]; podem também

ser responsaveis pelo efeito tampéo da saliva [8].

1.2.3. A saliva como solucéo tampéo

A capacidade de tamponamento da saliva estimulada (SWS) e nao
estimulada (UWS), envolve trés sistemas tampao principais, ou seja, 0 sistema
bicarbonato, o sistema fosfato e o sistema tampdo de proteinas, visto
possuirem diferentes intervalos de pH de capacidade de tamponamento
maxima [7,8, 23].

A saliva ndo estimulada € maioritariamente produzida pelas glandulas
submandibular e a saliva estimulada pelas glandulas parétidas. A contribuicao
da glandula sublingual é baixa para ambas as salivas [24].

A concentracdo do tampéao bicarbonato depende da velocidade do fluxo
salivar, no entanto as concentraces de fosfato na saliva ndo estimulada séo
mais elevadas do que na saliva estimulada.

Analisando o sistema bicarbonato sabe-se, em primeiro lugar, que a
pressdo parcial do CO, na atmosfera € menor do que na saliva, em particular
na saliva estimulada. E em segundo lugar, que o efeito tampé&o do ido HCOg3
envolve uma mudanca de fase, da fase dissolvida para a fase gasosa.

Sendo assim, o equilibrio do sistema tampao HCOj3; é traduzido pela

equacao (1).

€O, + H,0 & H,CO; & HCO; + H* (1)
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A reaccao de formacdo do acido carbodnico a partir do CO, é catalisada
pela enzima anidrase carbonica presente na saliva. O HCOj3 liga-se aos
protdes para formar o acido carbonico e portanto o CO,. Se a saliva € exposta
a atmosfera, o equilibrio da equacédo 1 desloca-se para a esquerda, resultando
na perda de HCOj3 e protdes e consequentemente uma mudanca de pH para
valores mais alcalinos [23].

Tal como a concentragcdo do tampao bicarbonato, a concentracdo do
tampéao fosfasto também depende da velocidade do fluxo salivar, no entanto as
concentragdes de fosfato na saliva ndo estimulada s&o mais elevadas do que
na saliva estimulada.

Dependendo do pH da saliva, os fosfatos estdo presentes em diferentes
formas de acordo com o pKa das diferentes formas idnicas, demonstrado nas
equacoes (2, 3 e 4) [23, 25].

HsPO4(aq) <« H'(aq) + H.PO4 (aq) pKai=2,12  (2)
H.PO,(ag) <> H'(ag) + HPO4*(aq) pKai=7,21 (3)
HPO,*(aq) « H*(aq) + PO,*(aq) pKa=12,32 (4)

Na faixa do pH fisiologico, em torno de pH 7, a maioria dos i6es fosfato
presente na saliva apresenta-se na forma de dihidrogenofosfato (H,PO,) e de
hidrogenofosfato (HPO,%). O tampéo fosfato tem um pKa, ou seja, uma
capacidade de tamponamento maxima de 7,21 a 25°C [23, 25]. Em geral, este
tampéo possui uma boa capacidade de tamponamento num intervalo de + 1 pH
do seu valor de pK,[26].

Na saliva existe uma variedade imensa de proteinas que podem ser
diferentes tanto em relacdo a sua funcdo como a sua composicao. Estas
proteinas podem actuar como um tampé&o quando o pH esta acima ou abaixo
do ponto isoeléctrico (pl). Abaixo do ponto isoeléctrico as proteinas podem
aceitar protdes e acima podem libertar protdes [23]. A maioria das proteinas
salivares tem o0 seu ponto isoeléctrico entre o pH 5 e 9 e por isso sdo bons

tampdes a pH alcalino mas especialmente a pH acido [26].
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Salivas artificiais para estudos de corrosao e bioc orrosao

Na medicina dentaria € muitas vezes necessario a simulagdo das
condigbes quimicas da cavidade oral para se efectuarem diversos estudos,
recorrendo-se assim a utilizacdo de salivas artificiais.

A saliva artificial € constituida por diversos componentes que substituem
os da saliva humana, de modo a mimetiza-la. No entanto, a saliva humana
consiste numa mistura altamente complexa quase impossivel de uma
duplicacdo exacta, sendo por isso a optimizacdo da composicado das salivais
artificiais um assunto de importancia e relevancia de investigacdo na area da
medicina dentaria [27].

Classicamente os estudos efectuados nesta é&rea, utilizam apenas
salivas artificiais compostas por componentes inorganicos e usando técnicas e
metodologias experimentais da area da quimica e da electroquimica. A
facilidade de conducéo de corrente eléctrica em solugdes iGnicas potenciou o
uso exaustivo destas técnicas para estudar os efeitos de corrosdo quimica em
materiais por salivas artificiais [11, 21].

No entanto, os componentes organicos da saliva humana também séo
importantes aspectos a considerar. Para tal é necessario um desenvolvimento
eficaz desses substituintes 0 que exige uma compreensao aprofundada de
ambas as propriedades reoldgicas e bioldégicas da saliva humana, que
dependem maioritariamente da funcdo de certos compostos organicos como é
0 caso das glicoproteinas [7, 28].

De entre as glicoproteinas as que mais se destacam sdo as mucinas,
gue sao as responsaveis pela viscosidade da saliva artificial, tal como o0 sdo na
saliva humana, influenciando desta forma as taxas de difusdo de outros solutos
e consequentemente a velocidade das reaccgodes [27, 28].

Em relacdo a glucose, esta € importante na sintese de glucanos que
promovem a formacdo da placa bacteriana visto conferirem aos

microrganismos a capacidade de aderirem a superficie dentéaria [29].

10
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1.3. Materiais metdlicos usados em  aplicacdes
biomédicas

Os biomateriais tem uma importancia crescente para a humanidade,
visto promover tanto uma maior qualidade de vida como uma maior
longevidade. Sao materiais (sintéticos ou naturais) idealmente inertes,
utilizados em dispositivos medicos, em implantes ou em dispositivos inseridos
temporariamente no corpo humano, de uma maneira segura e economica.
Estes materiais estdo em continuo contacto com os fluidos biolégicos do corpo
humano [30, 31]. Na tabela 1 encontram-se ilustrados os diversos tipos de

biomateriais, as suas vantagens e desvantagens e as suas aplicacdes [30].

Tabela 1 - Classe de materiais utilizados no corpo humano [30]

Materiais Vantagens Desvantagens Aplicacbes
Polimeros (nylon, . . : N&o resistente,
. (ny Facil de fabricar e ~ Suturas, vasos
silicone, borracha, - degradacéo e .
L, elasticidade ~ sanguineos
poliéster) deformacéo
. . Dificil de fabricar, ) .
Metais (Ti e as : e . R Articulacdes,
. . Resistente e dificil resistente a :
suas ligas, ligas de L ~ implantes
flexibilidade corroséo e alta .
Cr-Co, Au, Aco) ) dentérios
densidade
Ceramicas Boa N&o resistente, Implantes
(alumina, diéxido . . fragil e fraco em dentarios e
. biocompatibilidade ~ .
de zirconio) zonas de tensédo ortopédicos
Compaositos
carbono-carbono, . .
( fi6 ou fibra aue Resistente e Cimento
. q fabricado a Dificil de fabricar 0sseo, resina
refor¢a o cimento . L.
. . medida dentaria
0sseo, resinas
acrilicas)

O sucesso de um biomaterial dependente de trés factores principais (i)
das suas propriedades mecanicas, quimicas e triboldgicas (friccdo, desgaste e
lubrificacdo), (i) da sua biocompatibilidade e (iii) do estado de saude do
receptor [32].

A biocompatibilidade, refere-se a capacidade do material ser compativel
com os tecidos e fluidos corporais, sendo assim o biomaterial ndo deve causar

efeitos adversos como inflamagéo, alergia ou toxicidade. Além disso, o

11
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biomaterial deve possuir resisténcia mecanica suficiente para sustentar as
forcas a que é submetido, como por exemplo as articulagbes, no caso de
aplicacboes ortopédicas e possuir uma alta resisténcia a corrosdo e ao
desgaste. O biomaterial deve permanecer intacto no corpo humano por um
longo periodo de tempo, excepto no caso em que seja pretendido a sua
biodegradacéao [32].

Ha mais de um século que os metais tém sido utilizados como
biomateriais na medicina dentaria. Geralmente, a maioria dos metais séo
suficientemente resistentes ao ambiente quimico adverso que se faz sentir na
cavidade oral, isto €, a corrosdo que ocorre nestes materiais nao é significativa
nao sendo prejudicial nem para o metal nem para o ser humano [33, 34]. Estes
materiais dentarios sdo empregues em restauracoes full-cast e metal-ceramica,
em proteses parcialmente removiveis e em aparelhos ortodénticos [35, 36].

Actualmente, os materiais metalicos mais utilizados na medicina dentéaria
sao 0 aco inoxidavel, o titanio e respectivas ligas, e as ligas de cromio-cobalto.
As ligas que contém cobalto (Co), Cromio (Cr) e Niquel (Ni), sdo de ampla
utilizacdo devido ao seu baixo custo mas principalmente devido as suas
propriedades mecéanicas. No entanto, os estudos electroquimicos realizados
nestas ligas sdo bastante inferiores comparativamente aos outros materiais
metalicos utilizados em medicina dentaria [34]. Estas ligas sdo amplamente
utiizadas em préteses esqueléticas devido & sua excelente resisténcia a
corrosdo em fluidos corporais e a sua biocompatibilidade [37]. Apesar destas
excelentes propriedades, a dureza das ligas de Cr-Co é uma desvantagem que
pode ser ultrapassada quando se utiliza uma pequena percentagem de metais
preciosos (Au, Pt, Ru) e/ou metais ndo preciosos (In, Ga, Mn, W) na sua
constituicdo, podendo também melhorar a resisténcia mecéanica [38]. Mediante
a percentagem de elementos metalicos e da sua diversidade, as ligas de Cr-Co
apresentam diferentes propriedades, existindo alguns estudos cientificos
efectuados com estas ligas que apresentam resultados satisfatérios na
resisténcia ao processo de corrosdo em ambiente oral [37, 39], estando
inclusivamente em fase de investigacdo a possivel aplicacdo destas ligas a

area da implantologia [40].

12



Capitulo 1 — Introducéo

1.4. Corroséo quimica de Ligas de Crémio-Cobalto

A corrosdo € uma reacc¢dao interfacial irreversivel de um material (metal,
ceramica ou polimero) com o0 seu ambiente que resulta no consumo do material
ou na dissolugcdo do mesmo no meio envolvente [41].

A corrosdo dos materiais metalicos € um dos aspectos mais
condicionante da biocompatibilidade visto haver a hipétese da formacgédo de
oxidos e de hidréxidos na superficie do metal quando este estd em contacto
com um sistema extremamente corrosivo, como € o0 caso da saliva na cavidade
oral. Sendo assim, a corrosdo dos biomateriais promove a libertacdo de ides
metélicos acompanhado pela formacéo de produtos de corrosdo que podem ter
como efeito a reducéo do tempo de vida do material. No caso particular das
ligas de Cr-Co, estas libertam ides de cobalto e de cromio que se podem
acumular nos tecidos ou serem transportados para outras partes do corpo
humano provocando assim infecgbes e alergias [42].

A corrosdo é uma reacg¢do quimica espontanea e que pode ser
indesejada, de um metal com o ambiente envolvente, sendo que o
entendimento das interac¢cdes do material com 0 meio assume uma dimenséao
quimica e electroquimica. As reac¢fes que ocorrem no processo de corrosao
sdo afectadas pelo pH, pela presséo parcial do oxigénio, pela condutividade da
solucéo e pela composicao tanto do meio como do metal [30, 43, 44].

Durante a corrosdo os metais sdo oxidados a um estado de valéncia
superior, o que resulta na formagéo de ides metalicos dos elementos da liga,
representado pela equacéo 5.

M - M*™" + ne~ (5)

Metais que sédo capazes de exibir multiplos estados de valéncia podem
passar por varios estados de oxidacdo durante o processo de corrosdo. Os
electrdes que séao libertados durante o processo anddico, na dissolugdo do
metal, sdo consumidos no processo catddico, envolvendo a libertacdo de
hidrogénio ou a reducdo do oxigénio. Quanto mais rapido for a dissolucdo do

metal mais rapido € o fluxo de corrente.

13
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As reacgOes catodicas, envolvendo a reducdo do oxigénio ou a
libertacdo do hidrogénio podem ocorrer quer em meio acido quer em meio
basico [43, 44].

v Em meio &cido

2H* + 2e~ - H, 1 (6)
e/ou
0, +4H* + 4e~ - 2H,0 (7)
v’ Em meio alcalino
0, +2H,0 + 4e™ » 40H™ (8)
e/ou

2H,0 + 2e~ - 20H + Hy 1 ©)

Na superficie do metal as areas anddicas e catddicas podem mudar de
local. Na verdade, € exactamente isso que acontece quando ocorre corrosao
geral ou uniforme, as areas anddicas movimentam-se uniformemente sobre a
superficie do metal [43].

A tendéncia de um metal a corrosdo é baseada muito simplesmente na
série electroquimica, através dos potenciais de eléctrodo padrdo. Estes
potenciais sdo obtidos em medidas electroquimicas em condi¢des de equilibrio,
medidos em relacdo ao eléctrodo normal de hidrogénio (NHE), sendo o seu
potencial definido como zero, tendo todas as espécies actividade unitaria.

Através da equacao de Nernst, representada na equacao 10, € possivel
relacionar o potencial de eléctrodo padrédo com o potencial de equilibrio do par
redox [30, 44].

RT
E=E%+ —In (aymn+) (10)

onde R é a constante dos gases perfeitos, E° é o potencial de eléctrodo
padrdo, T a temperatura absoluta, F a constante de Faraday e n o niumero de

electrdes envolvidos no processo redox. Na maioria das vezes € necessario
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empregar concentracdes em vez de actividades, onde a=yc sendo y o
coeficiente de actividade.
A termodinamica e a cinética dos processos de eléctrodo serdo descritas

de forma sucinta em seguida.
Aspectos termodinamicos

Os diagramas de Pourbaix, também conhecidos como os diagramas de
potecial-pH, sdo uma representacao grafica da estabilidade de um metal e dos
seus produtos de corrosdo em funcéo do potencial e do pH da solucédo aquosa
[43]. Estes diagramas sao construidos a partir de célculos baseados na
equacao de Nernst, dos dados de solubilidade dos produtos de degradacéo e
das constantes de equilibrio da reacc¢éao [30, 43].

Cada linha do diagrama de Pourbaix representa condicdes de equilibrio
termodindmico para alguma reaccdo. As linhas horizontais representam
reaccOes de transferéncias de electrées que apenas dependem do potencial.
Estas linhas estendem-se pelo diagrama até que o pH seja alto o suficiente
para facilitar a formacdo de hidréxidos, representando as linhas verticais.
Portanto podemos concluir que nas linhas verticais ndo ha transferéncia de
electrdes sendo as reaccdes envolvidas unicamente dependentes do pH, isto é,
reaccOes de hidrélise. As linhas inclinadas representam equilibrios que
envolvem a combinacgéo dos dois fendbmenos [43, 45].

Além destas linhas, existem linhas diagonais tracejadas que
representam as linhas do hidrogénio e do oxigénio. A linha de hidrogénio
representa o equilibrio em solucdes acidas através da equacdo 6 ou em
solucdes neutras ou alcalinas pela equacao 9 [43] e corresponde a equacéao
11.

EH+/H2 = I?I+/H2 - 0,059pH (11)

Em relacdo ao equilibrio do oxigénio em agua, a linha a tracejado no
diagrama corresponde as reaccdes que a um pH béasico e &cido séo
representadas pelas equacdes 7 e 8 respectivamente, e a equacgao 12.
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EOZ/HZO = Egz/HZO - 0,059pH (12)

No diagrama de Pourbaix da estabilidade da agua, representado na
figura 2, observa-se que abaixo da linha de hidrogénio, a, este é reduzido a
gas, e acima da linha de oxigénio, b, este é oxidado originando moléculas de
agua [41, 43].

154 0. + dH* + 4~ = 2H,0
B
1 . J_"-\-.__\_‘__\_\-‘-
—— *

- -H_--""—--._ .(_:I
TT T
Ir E“‘"—n__i
pzd L ) OH- + B =H.0
- Bl .-
z s PHY 4 28 = H; S s
L Hy

1
| ~
| 1 ¥ i |

—1.51

pH

Figura 2 — Diagrama de Pourbaix da estabilidade da  agua [31]

Os diagramas de Pourbaix das espécies metalicas estdo divididos em
trés zonas distintas [30, 41, 43]:

v' Imunidade: sob estas condicbes de potencial e pH, o0os metais

permanecem na sua forma metalica.

v Corrosdo: sob estas condi¢cbes de potencial e pH, os metais oxidam-se

formando ides metalicos.

v Passivacao: sob estas condi¢cbes de potencial e pH, os metais formam

oxidos e hidroxidos que originam uma camada fina a superficie do metal,
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designada por filme passivante, que diminuem a corrosdo podendo mesmo

para-la.

Diagrama de Pourbaix do sistema Cobalto-H >0

O diagrama de Pourbaix do sistema cobalto—agua esta representado na

figura 3. Este diagrama mostra as condi¢cfes de estabilidade termodinamica do

cobalto e dos seus derivados que podem existir na presenca de agua ou de

solugdes aquosas livres de substancias que possam formar complexos soluveis

ou sais insoluveis com o cobalto.

-Z—iir'lE?.J-%&E?&SIUH’IEJ&MiEIBEE

E/V vs NHE

o Jl@

—
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16
41&
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-0.8L H -08
=l f -1
=i,2L Co E -2
141 : 1-1.4
G
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Figura 3- Diagrama de Pourbaix para o sistema Co-H

,O a 25 °C [46]

A figura 4 deriva da figura 3 e representa as condicdes teoricas das

zonas de corrosao, imunidade e passivacao do cobalto.
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Figura 4 - Diagrama de Pourbaix modificado para o s
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istema Co-H ,0 a 25 °C [46]

Com base nos diagramas das figuras 3 e 4, pode verificar-se que o

cobalto apresenta uma grande zona de imunidade, a pH acido e neutro o metal

podera sofrer corrosdo a potenciais acima de -0,5V vs NHE. A zona de

passivacdo é bastante alargada em especial a potenciais positivos e pH mais

basico.

Diagrama de Pourbaix do sistema Crémio-H

20

Devido a complexidade do sistema cromio—agua, dois diagramas de

Pourbaix podem ser tracados, para solucbes com e sem ides cloreto. No

entanto sO se apresenta o diagrama de solu¢des com ides cloreto pois é esse 0

necessario para o actual estudo.
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Figura 5 — Diagrama de Pourbaix para o sistema Cr-H

ibes cloro (Considerando Cr(OH)

3-H20) [46]

20 a 25°C, em solucdes que contem

A figura 6 deriva da figura 5 e representa as condi¢des tedricas das

zonas de corrosao, imunidade e passivacao do cromio.
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Figura 6 - Diagrama de Pourbaix modificado paraos istema Cr-H ,0 a 25 °C [46]
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Através da analise dos diagramas de Pourbaix do cobalto e do crémio
podemos afirmar que a zona de imunidade do cobalto € maior que a do cromio.
Para valores de pH acidos e neutros o cromio oxida-se a potenciais acima de -
1,2 V vs NHE, portanto a valores de potencial muito mais negativos do que
agueles relativos a zona de corrosdo do cobalto.

Conclui-se também que a zona de passivacdo € mais pequena para o

cromio do que para o cobalto.

Aspectos cinéticos

Os aspectos cinéticos podem tornar a corrosdao mais dificil do que
previsto através dos aspectos termodinamicos. O potencial de corrosdo é um
dos parametros mais importantes a ter em consideracdo sendo este
dependente das reaccdes anddicas e catddicas. Aléem disso a corrente de
corrosdo, outro aspecto importante, esta directamente relacionada com a
constante de velocidade da reaccdo e consequentemente relacionado com a
resisténcia do metal ao meio envolvente [44].

A representacdo de potencial versus intensidade de corrente, E vs |,
designa-se por diagrama de Evans, representado na figura 7B, e é util para
retirar conclusGes qualitativas, sobretudo quando a cinética da reducédo do H* é
fortemente dependente da identidade do metal. Para conclusdes quantitativas
utiliza-se a representacdo da curva de Tafel, representado na figura 7A, isto €,
um diagrama de potencial versus o logaritmo da intensidade de corrente, E vs
log|l|. A vantagem da utilizacdo da curva de Tafel, esta na maior exactiddo com

gue se determina a intensidade de corrente de corrosao, I. [44, 47].
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Figura 7 — Representacéo da curva de Tafel (A) e do  diagrama de Evans (B) [41]

Através da curva de Tafel, obtém-se os coeficientes angulares dos
ramos anddico, b,, e catddico, b, representados na figura 8, que permitem
calcular o declive de Tafel [44, 47]:

4
logi
a.nF agnF
be = =33 03RT b = 2303RT
2,303RT :
k.
-
Eeq E

Figura 8 — Curva de Tafel [44]

Para potenciais perto do potencial de corrosdo podemos obter uma
relacdo que nos permite calcular a intensidade de corrente de corrosdo a partir

da equacao 13, a equacao de Butler-Volmer.

I =l {exp [aa % (E - Ecor)] — exp [_ac% (E - Ecor)]} (13)
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O comportamento activo-passivo de um metal é esquematizado pela
curva de polarizacdo anddica representada na figura 9. Esta curva esta dividida
em trés regides distintas, a activa, a passiva e a transpassiva. Na regido activa,
ao varrer o potencial no sentido positivo ha um aumento gradual da corrente
até uma certo valor de potencial aplicado, o potencial de Flade, ponto A da
figura 9. Depois de alcancar este valor de potencial ocorre a passivacdo. A
passivacao deve-se a dois factores, atinge-se o produto de solubilidade de um
hidréxido ou hd uma mudancga estrutural num filme de hidroxido que ja existe
numa forma porosa e que muda para uma forma nao-porosa. Na regidao de
passivacao atinge-se um valor de intensidade de corrente que € praticamente
constante, a intensidade de passsivacéo, I,, durante um intervalo de potencial,
designado por potencial de passivagao, E,. Quando se atinge o ponto B ocorre
a ruptura do filme passivante havendo assim um aumento da intensidade da

corrente, zona transpassiva [43, 44].

F/V
tm

Passive

A l
Active —l

lp.m\ Lerit

logi

Figura 9 - Curva de polarizacdo andédica para o mate rial exibindo um comportamento

activo-passivo [43].

No ambiente oral, muitos tipos de corrosdo sao possiveis pois a
magnitude do processo de corrosdao € controlado pelas propriedades
electroquimicas da saliva que dependem da concentracdo dos componentes,
do pH e da capacidade do tampdo e também dependem da natureza do
material metélico. Além desses factores as flutuagbes de temperatura

(refeicbes quentes e frias), as mudancas no pH por causa da dieta (leite ou
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produtos acidos), e a decomposicao de alimentos contribuem para o processo
de corroséo [36, 48].

Em diversos estudos da liga de cromio-cobalto em salivas artificias
efectuados por diferentes autores, a corrosdo galvanica, por picada, por fenda,
por fadiga e por atrito (um tipo de corroséo por erosdo) sdo as mais observadas
[42]. No entanto, os estudos revelam que de entre estes tipos de corroséo, a
corrosdo por picada € a mais observada nas ligas de Cromio-Cobalto imersas
em salivas artificiais com diferentes composic¢des [33,49, 50].

Deste modo, faz-se uma breve descricdo dos tipos de corrosao

observados neste tipo de ligas.

v' Corrosdo galvanica, representada na figura 10, ocorre quando
dois ou mais metais ou diferentes ligas (ou até a mesma liga submetida a
tratamentos diferentes), entram em contacto, enquanto expostos a fluidos orais.
A diferenca entre os seus potenciais de corrosdo resulta num fluxo de corrente
eléctrica entre eles, originando assim a corrosao [36].

Um factor importante na corrosdo galvanica € a relagdo entre a area
anddica e a catddica. Se a area catddica € maior que a area anddica existe
uma alta densidade de corrente no anodo originando assim uma maior taxa de
corrosdo da zona anddica.

Na medicina dentaria, € muito comum utilizar-se duas ligas diferentes
com distintos potenciais de corrosdo em arcos e braquetes, o que promove a
libertacdo de ibes metalicos do metal anddico ou da liga. Assim a corrente
galvanica pode ter um efeito nocivo sobre os tecidos moles da cavidade bucal,

de acordo com o estudo de varios investigadores [33, 36].

R

Active Nobel

Figura 10 — Material metdlico antes (--) e depois ( =) da corrosao galvanica [33]
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v' Corrosao por picada, representada na figura 11, é uma forma de
corrosédo localizada com a formacéo de cavidades na superficie do metal. Este
tipo de corrosdo geralmente ocorre apos a formacédo do filme passivante,
ocorrendo assim a ruptura deste. O aumento da concentracdo de ides cloreto é
um factor essencial na iniciagado e propagacao deste tipo de corroséo. Dentro
da picada da-se a oxidacdo e a superficie do metal a reducédo, conforme o
processo evolui a concentracdo da solucdo no fundo de cada picada aumenta
[33, 36].

o SRR

Figura 11 — Material metalico antes (--) e depois ( =) corroséo por picada [33]

v' Corrosdo por fenda, ilustrada na figura 12, ocorre entre duas
superficies proximas ou em locais apertados onde a troca de oxigénio nao esta
disponivel. Muitas vezes ocorre pela aplicacdo de pecas ndo metalicas em
metais ou ligas. A reducéo do pH e aumento na concentracao de ides cloreto
sao dois factores essenciais na iniciagao e propagacéo deste tipo de corroséo.
Quando a acidez do meio aumenta com o tempo o filme fino na superficie da

liga dissolve-se acelerando assim o processo de corrosao localizada [36].

/

N

Figura 12 — Material metalico antes (--) e depois (=) corroséo por fenda [33]

v Corroséo por fadiga ocorre devido a accdo combinada de tensdes
mecanicas e ataque quimica. Quando um metal ou uma liga € moldado e
inserido na cavidade oral aplica-se uma tensdo ao material que se traduz na
formacdo de pequenas fendas. Nessas zonas da-se a oxidacdo do metal

propagando assim as fendas [33, 36].
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Figura 13 — Material metdlico antes (--) e depois ( =) corroséo por fadiga [33]

v' Corrosdo por atrito é o resultado da acgdo conjunta de ataques
quimicos e mecanicos. Este tipo de corrosdo ocorre em areas de contacto
entre materiais que estdo submetidos a vibracdes e deslizamento. Um exemplo

deste tipo de corrosao é insercdo de um implante dentario [33, 36]
TYYY
| ]
[ I

o b ——

Figura 14 — Material metdlico antes (--) e depois ( =) corroséo por atrito [33]

1.5. Biofilmes Orais

De um modo geral, podemos definir biofilme como sendo uma matriz
polimérica, de aspecto gelatinoso, aderente a uma superficie sélida, quase
sempre imersa hum meio liquido e que é essencialmente constituida por
aglomerados de células microbianas, agua e por substancias poliméricas
extracelulares (EPS) [51, 52].

Os microrganismos estao presentes nos mais diversos habitats, capazes
de desenvolverem comportamentos bastante complexos. Estima-se que mais
de 90% dos microrganismos vivam sob a forma de biofilmes e praticamente
nao existe nenhuma superficie que ndo possa ser ou vir a ser colonizada por

bactérias [53, 54].
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Em ambientes aquosos apresentam-se, tanto como uma populacao
planctonica, suspensos e dispersos no meio, como uma populacdo séssil,
aderidos a superficies sdlidas sob a forma de biofilme [53, 55].

As caracteristicas ambientais da cavidade oral humana, tais como a
humidade, a temperatura, o pH e a disponibilidade de nutrientes, permitem
estabelecer uma comunidade bibtica bastante complexa constituida por
bactérias, leveduras, protozoarios e alguns virus. Segundo alguns
especialistas, na comunidade biética oral predominam as bactérias anaerébias
ou anaerbbias facultativas, dos géneros Streptococcus, Actinomyces,
Veillonella, Micrococcus, Peptostreptococcus, Lactobacillus, Bacteroides,
Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium e Leptotriquia [3, 56]. Geralmente
em biofilmes orais verifica-se a prevaléncia de espécies do género
Streptococcus e outros microrganismos produtores de acidos como o0s
lactobacilos e as leveduras, no entanto € o género Streptococcus 0 mais
predominante na superficie dos dentes [57].

Apesar dos diversos estudos ao longo dos ultimos anos a clarificagédo da
taxonomia das bactérias do género Streptococcus ainda ndo esta completa,
podendo-se ainda esperar a descoberta de novas espécies. Até a data, existem
18 espécies orais do género Streptococcus, tal como esta representado na
tabela 2 [58].

26



Capitulo 1 — Introducéo

Tabela 2 — Espécies orais do género  Streptococcus

Género Espécie
. mutans

. sobrinus

. cricetus

. rattus

. ferus

. macacae

. downei

. anginosus

. constellatus
. intermedius

. sanguis

. parasanguis
. gordonil

. mitis

. oralis

. cirsta

. salivarius

. vestibularis

Streptococcus

NDLOLLLOnnnnmonnnmnnuonuon

Destas espécies, as mais frequentemente isoladas na cavidade oral sdo
o Streptococcus mutans e o0 Streptococcus sobrinus. Um dos factores
virulentos mais importantes destas duas espécies € a sua enzima,
glucosiltransferase (GTF). Esta pode existir na forma extracelular, intracelular
ou associada a superficie da parede celular [19, 59], classificam-se em GTF-I
que sintetiza glucanos insoluveis em agua com ligacdes a -(1—3); a GTFSI que
tanto produz glucanos insollveis como solluveis em agua; e a GTF-S que forma
glucanos sollveis em agua com ligacbes a -(1—6) [60]. E de salientar a
importancia dos glucanos pois estes promovem a formacgao da placa bacteriana
visto conferirem aos microrganismos a capacidade de aderirem a superficie
dentéria [61].

A distincdo entre estas duas espécies, Streptococcus mutans e

Streptococcus sobrinus é importante porque estes dois microrganismos tém

diferentes mecanismos de colonizac¢ao e viruléncia [19].
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Streptococcus mutans

O Streptococcus mutans, representados na figura 15, € uma bactéria
Gram positiva, microaerofila, que se apresenta como cocos em cadeia, nao
hemolitico, produtor de polissacarideos (glucanos) extra e intracelulares. Os
glucanos insoluveis faciltam a acumulacdo de Streptococcus mutans na
superficie dentaria e a sua agregacao intercelular via receptores da superficie
celular.

Streptococcus mutans segrega trés tipos de glicosiltransferase (GTF-I,
GTF-SI, GTF-S). O gene gtfB codifica a enzima GTF-l a qual participa da

sintese de glucano a partir da sacarose [19].

Figura 15 — Imagem de SEM de Streptococcus mutans [62]

Streptococcus sobrinus

O Streptococcus sobrinus, representados na figura 16, € uma bactéria
Gram positiva, que se apresenta como cocos em cadeia, produtor de
polissacarideos (glucanos) extra e intracelulares e é umas das bactérias mais
cariogénicas devido ao seu potencial acidogénico que promove a
desmineralizacdo dos dentes, e ao facto de possuir enzimas,
glucosiltransferases, que sintetizam glucanos extracelulares sollveis e
insolaveis em agua a partir da sacarose [19, 57, 63].

Streptococcus sobrinus secreta quatro tipos de glicosiltransferase (GTF-
I, GTF-S, GTF-SA, GTF-SB) e o gene gtfl codifica a enzima GTF-I, que

participa da sintese de glucanos insoltveis em agua [19].
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20k0 ®7.5808

Figura 16 — Imagem de SEM de Streptococcus sobrinus  [64]

Quando se realizam estudos com microrganismos € necessario ter em
consideracdo o crescimento das espécies, neste caso as duas espécies de
Streptococcus.

Em microbiologia, o termo crescimento refere-se a um aumento do
namero de células microbianas numa populacdo. Logo, a variacdo de
crescimento sera a variacdo no numero de células ou massa por unidade de
tempo. Sendo que o tempo necessario para observar um ciclo de crescimento
completo nas bactérias € muito variavel pois depende de varios factores
nutricionais e genéticos [65].

Uma curva de crescimento bacteriano tipica, em cultura liquida, é
caracterizada pela existéncia de quatro fases distintas: a fase “lag” ou de
adaptacao, a fase “log” ou exponencial, a fase estacionaria e a fase de declinio

ou de morte (figura 17) [65].

Fase
Estacionaria

Fase Log
Fase de Declinio

Fase
Lag

N° de Células ou Absorvancia

Tempo (h)
Figura 17 — Curva de Crescimento tipica. Adaptadod e [65]
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A primeira das fases, fase “lag”, € um periodo onde o numero de
microrganismos permanece praticamente inalterado. Este pode demorar mais
ou menos tempo, conforme o tipo de indculo inicial, isto é, se € proveniente de
culturas mais antigas ou ndo. A fase “lag” ocorre porque as células encontram-
se desprovidas de varias coenzimas essenciais e/ou outros constituintes
celulares necessarios a absorcédo dos nutrientes presentes no meio. Esta fase
também € observada quando as células sofrem traumas fisicos (choque
térmico, radiacdes) ou quimicos (produtos téxicos) [65].

Na seguinte fase, fase “log”, as células estdo plenamente adaptadas,
absorvendo os nutrientes, sintetizando os seus constituintes e possuindo uma
rapida multiplicacéo. E de ter em conta também que a quantidade de produtos
finais de metabolismo ainda é pequena. A taxa de crescimento exponencial é
variavel, de acordo com o tempo de geragdo do microrganismo em questao
[65].

A fase estacionaria, € a etapa onde ndo ha um crescimento da
populacdo ou seja, 0 numero de células que se divide é equivalente ao numero
de células que morre. Isto da-se porque num sistema fechado o crescimento
exponencial ndo pode ocorrer indefinidamente devido a escassez de nutrientes
e a abundancia de produtos toxicos. Também é nesta fase que sao sintetizados
metabolitos secundarios [65].

Por ultimo, a fase de declinio onde a maioria das células estd em
processo de morte, devido a escassez de nutrientes e ha presenca de um nivel
elevado de produtos toéxicos. A contagem total de células permanece

constante, enquanto as viaveis caiem lentamente [65].

1.5.1. Composicao do biofilme

O biofilme oral, tal como todos os outros biofilmes, € constituido por
agua, substancias poliméricas, células, particulas e precipitados inorganicos,
ibes e moléculas adsorvidas. O seu constituinte maioritario € agua (~97%), a
qual pode estar associada as capsulas das células microbianas ou existir sob a
forma de solvente [52]. A mobilidade desta dentro do biofilme é determinante

para os processos de difusdo que neles ocorrem [66].
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As macromoléculas que constituem as EPS, polimeros produzidos pelos
microrganismos bem como os produtos da lise celular, podem capturar e
adsorver varios tipos de moléculas e ides, tornando-os parte integral do
biofilme. No entanto, devido a natureza dindmica dos biofilmes, a quantidade
de cada um dos componentes varia de acordo com 0s microrganismos
presentes, as condicbes em que se desenvolvem e a propria actividade do
biofilme [67].

A matriz polimérica € a responsavel pela morfologia, estrutura, coesado e
integridade funcional dos biofilmes e a sua composicao determina a maioria
das propriedades fisico-quimicas e biologicas dos biofilmes [68]. Sendo assim,
0s microrganismos formam o biofilme para optimizar a sua sobrevivéncia uma
vez que este Ihes confere um grau de proteccéo contra condicdes ambientais e
nutricionais adversas e um maior grau de resisténcia a accdo de agentes

quimicos e fisicos.

1.5.2. Formacéo do biofime

A primeira teoria sobre biofilmes é apresentada por Costerton et al., que
explica 0s mecanismos atraves dos quais 0S microrganismos aderem as
superficies e as vantagens deste tipo de associacao [69].

Apesar de os biofilmes possuirem uma variedade estrutural e
composicional enorme, todos sao formados pela mesma sequéncia de eventos
fisicos, quimicos e bioldgicos [70, 71]:

) Formacdo de um filme condicionante de material organico,
inicialmente presente no meio aquoso;

1)) Transporte de microrganismos e nutrientes para a superficie de
aderéncia através de movimentos brownianos, gravitacdo, difusao,
conveccao ou através da mobilidade intrinseca dos microrganismos;

i) Adesdo microbiana, que passa de reversivel a irreversivel através
da produgéo das EPS;

iv) Divisdo celular que resulta no aparecimento de novas células unidas
entre si através da matriz de EPS;

V) Co-adesdo entre microrganismos com um elevado grau de

especificidade inter-espécies;
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vi) Acumulagdo de células, nutrientes, produtos metabdlicos e matéria
particulada;

vii)  Desprendimento de por¢cdes do biofilme para o meio aquoso.

P
;ﬁ, ’

L ) L] &
‘I-*-q":_.".?"a“-h ?L el A

Auge da

Adeséo Colonizacdo Acumulagéo .
comunidade

Disperséo

Figura 18 — Representacdo esquematica do desenvolvi mento temporal de um biofilme.
Adaptado de [72]

No caso especifico do biofilme oral, a dindmica de formacgé&o inicia-se
com a adesdao de microrganismos a superficie do dente - denominados
colonizadores primarios. Esses desenvolvem-se, originando microcolénias que
sintetizam a matriz de EPS actuando entdo como substrato para a aderéncia
de outros microrganismos - colonizadores secundérios. Estes podem aderir
directamente aos primarios ou promoverem a formacéo de coagregados com
outros microrganismos e sO aderirem aos primarios posteriormente [73].

Este processo, que constitui o desenvolvimento temporal da placa

bacteriana, pode ser visualizado na figura 19.
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}

Colonizadores
Secundarios

Pelicula adquirida

Superficie do dente

Figura 19 - Representacdo esquematica do desenvolvi mento temporal da placa

bacteriana. Adaptado de [73]

Existem diversos factores que afectam a formacdo do biofilme e
respectivas propriedades, no entanto os que mais se destacam sdo: as
caracteristicas dos microrganismos; a composicdo e rugosidade das
superficies; a composi¢cdo do fluido (o pH, a temperatura, a velocidade e a
turbuléncia do fluido); e a presenca de particulas inorganicas.

1.6. Corroséo microbiana de ligas de Cromio-Cobalto

O biofilme oral é constituido por centenas de espécies microbianas,
sendo a sua investigagdo in vivo muito complexa devido a sua
heterogeneidade, pequenas quantidades disponiveis, acesso limitado, e um
ambiente oral incontrolavel e variado. No entanto o biofilme oral apresenta as
caracteristicas ideais para o processo de biocorrosdo dos materiais metalicos.
Assim desenvolveram-se estudos in vitro, em salivas artificias que permitem o
crescimento de microrganismos orais e a formacéao do biofilme oral, fornecendo
as condicdes de crescimento e 0s nutrientes necessarios, de maneira a superar

a maioria dos problemas associados in vivo [74, 75].
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Em estudos in vitro, verificou-se que 0S microrganismos orais se
multiplicam rapidamente e aderem com facilidade a superficie do material
metalico, existindo um complexo mecanismo de interac¢cdo entre as bactérias
aerébias e anaerébias em varias zonas do material, favorecendo assim
produtos de corrosdo. Nao sé os microrganismos mas seus subprodutos, como
€ o caso do &cido lactico metabolizado pelo S. mutans, podem favorecer a
corrosdo [76]. Devido essencialmente aos microrganismos, da-se a formacéo
do biofiime oral na superficie do metal, que cria areas com diferentes
exposi¢cbes a quantidade de oxigénio. Os locais menos oxigenados actuam
como anodo, sofrendo assim corrosao e libertando ides metélicos no ambiente
envolvente. Esses ifes metalicos combinam-se com os produtos finais dos
microorganismos e juntamente com ides cloreto presentes no electrdlito (saliva)
formam mais produtos corrosivos, tais como MnCl, FeCl, entre outros [36].

Dos estudos efectuados sabe-se que os subprodutos da espécie S.
mutans aumentam significativamente a intensidade de corrente de corroséo da
liga de Cr-Co-Mo, isto traduz uma menor resisténcia da liga a esse meio. No
entanto a investigacdo nesta area ainda se encontra pouco explorada [76].

Em resumo pode-se dizer que a presente investigacao esta dividida em
duas partes. A primeira parte deste trabalho foca-se na caracterizacdo da liga
de cromio-cobalto e no processo de corrosdo da liga quando imersa em
diferentes salivas artificiais, tendo em consideracao os diferentes componentes
da saliva. E uma segunda parte que se baseia no estudo do crescimento
microbiano em meio salivar artificial, de modo a iniciar futuras investigacdes na

area da biocorrosao.
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Este capitulo visa a descricdo de todos os procedimentos experimentais

realizados no ambito desta investigacdo, para uma melhor compreensdo dos

resultados experimentais apresentados no proximo capitulo (apresentacao e

discussédo de resultados). Além disso todos os reagentes e instrumentacéo

utilizados também se encontram aqui descritos.

2.1.

Reagentes

Na tabela 3, encontra-se resumida a informacao relativa aos reagentes

utilizados na realizacao dos ensaios experimentais.

Tabela 3 — Caracteristicas dos reagentes utilizados

. Massa Grau de .
Formula Riscos e
Reagente Molar Pureza Marca
Molecular Seguranca
(g/mol) (%)
Cloreto de
o NaCl 58,44 299,0 Merck -
Saodio
Cloreto de
. KCI 74,55 299,0 Merck S: 22-24/25
Potassio
Cloret o de R: 36
. CacCl,2H,0 147,01 299,0 Merck
Calcio Dihidratado S: 22-24
Dihidrogeno fosfato
de sodio NaH,PO,4.H,O 137,99 - Sigma -
monohidratado
Hidrogeno fosfato )
o Na,HPO, 141,96 =99,0 Sigma -
dissédico
Ureia NH,CONH, 60,06 =99,0 Panreac -
Mucina * - - - Sigma -
Glucose C6H1206 180,16 96,0 Slgma -
Hidréxido de R: 35
o NaOH 40,00 - Merck
Saodio S: 2-26-37/39

! Caracteristicas especificas da Mucina: composicdo (15%-20% m/m proteina e até 80% m/m

de hidratos de carbono); tipo Il proveniente do estbmago suino.
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A balanca utilizada para a pesagem de todos os compostos quimicos foi
uma balanca digital tipo ABS 220-4 da KERN & Sohn GmbH (Max = 220 g e

com erro = 0,1 mg).

2.2. Salivas Artificiais

No estudo realizado pretendeu-se estudar a influéncia de cada
componente de uma saliva artificial no processo de corrosdo de uma liga de
cromio-cobalto. Para tal, desenvolveram-se varias salivas artificiais, cada uma
contendo componentes que mimetizem o0s substituintes da saliva humana, que
tem diversas fungbes, como € o caso da funcdo de adesao e de lubrificacéo, da
saliva humana. No fim criou-se uma saliva artificial contendo todos esses
componentes de forma a mimetizar de maneira mais exacta a saliva humana.

Além da escolha dos componentes mais importantes, o pH é um factor a
ter em consideragdo quando se mimetiza a saliva humana. Sendo assim, as
salivas artificiais estudadas apresentam um pH idéntico ao pH da saliva
humana, que ronda a neutralidade, sendo necessario a utilizacdo de um
tampéo fosfato. Nos casos em que se estuda cada componente
separadamente, o pH € ajustado com uma solu¢do de NaOH (0,1 M).

De modo a preparar o tampéao fosfato € necessario ter em consideracao
as equacOes de ionizacdo e as constantes de ionizacdo acida. Neste caso, 0
sistema tamp&o mais adequado é o HPO,*/H,PO,’, visto que o pKa. do &cido
H,PO, € o mais proximo do pH desejado. Sendo assim, utilizando a equacéo

de Henderson-Hasselbalch obtém-se:

H = oK. 41 [base conjugada] o 70272141 [HPOZ™] o
PE = P T 08 ™ A cido] T e T 08T, PO
(14)
[HPOLZL_] [HPOZZ;_]
log— -021l———=10,6
®TH,PO; ] [H.PO; ]
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Entdo, para preparar o tampdo fosfato dissolve-se hidrogenofosfato
dissédico (Na;HPO,) e dihidrogenofosfato de sodio hidratado (NaH,PO4.H,0)
em agua Millipore Milli-Q (R = 18MQ) na razdo molar 0,6.

Tabela 4 — Composicao das diferentes salivas artifi  ciais

Saliva
Artificial
I
I+ureia
I+mucina
[+mucina;
[+mucina;
I+glucose
Il
ll+ureia
lI+mucina
lI+glucose

ll+ureia+

mucina

NacCl KCI
(0,563) (0,608)

v v
v v
v v
v v
v v
v v
v v
v v
v v
v v
v v
v v

CaC|2_2H20 NaH2PO4.H20 NazHPO4

(0,091)

v

AN N N N N U U N

AN

Concentracao (g/ L)

(0,431)

D N N N N

AN

(0,266)

D N N N N

AN

Ureia
(1,000)

Mucina
(0,100)

0,050

0,010

Na cavidade oral acontece muitas vezes variacbes de pH, que podem

ocorrer devido por exemplo a ingestdo de certos tipos de alimentos. Deste

modo, prepararam-se salivais artificiais idénticas anteriores, contendo iguais

concentracOes totais de ides cloreto, ides fosfato e dos compostos organicos,

mucina, ureia e glucose. No entanto os i0es fosfato ndo se apresentam como

sistema tampéo e desta forma o pH das salivas artificiais ronda os 4,5. Esta

saliva teve como base a saliva artificial de Fusayama Meyer.
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Tabela 5 — Composicéo das diferentes salivas artifi  ciais ndo tamponadas

Concentracao (g/ L)

Saliva NaCl KCI CaCl,2H,0 NaH,PO,.H,O Ureia Mucina Glucose
Artificial (0,400) (0,400) (0,906) (0,690) (1,000) (0,100) (0,100)
A v v v - - - -
B v v v v - - =
B+ureia v v v v v - -
B+mucina v v v v - v =
B+glucose v v v v - - v
B+ureia+
v v v v v v -
mucina
C v v v v v v v

Todas as salivas artificiais utilizadas nos ensaios experimentais foram
preparadas diariamente com agua Millipore Milli-Q (R = 18MQ) e as leituras de
pH realizadas num aparelho de pH MeterLab PHM 240 da Radiometer
Analytical. Estas foram utilizadas nos ensaios experimentais sem serem

desarejadas.

2.3. Célula e Eléctrodos

Nos ensaios electroquimicos utilizou-se uma célula de vidro de trés

eléctrodos com dupla parede (Figura 20).
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Figura 20 — Célula electroquimica de trés eléctrodo s

O eléctrodo de trabalho utilizado nos ensaios realizados foi um disco de
uma liga de Crémio-Cobalto com um didmetro de 1,0 cm (fornecida pelo
departamento de prétese dentaria da FMDUL) e uma espessura de 0,9 mm.

De modo a remover substancias que pudessem estar adsorvidas a
superficie do eléctrodo houve a necessidade de realizar um tratamento prévio
na liga. Sendo assim, o disco sofre um polimento com uma lixa abrasiva (Water
proof, Silion Carbide, P1200,IA) e uma posterior lavagem com agua Milli-Q. Em
seguida é submetido a um banho de Ultra-Sons Elmasonic S30 em agua Milli-Q
durante 3 minutos. Por ultimo sofre uma lavagem com agua Milli-Q e é seco
com um fluxo de Na.

Para a realizac@o dos ensaios experimentais, o eléctrodo de trabalho foi
introduzido num cilindro, deixando uma superficie exposta de 0,6 cm de
diametro. Este cilindro é constituido por aco inox, que permite estabelecer o
contacto eléctrico, e por um revestimento de teflon.

O eléctrodo secundario utilizado nos ensaios é um fio de platina em
forma de espiral. Este € utilizado para completar o circuito electroquimico, para
gue a corrente eléctrica que atravessa a célula passe entre o eléctrodo de

trabalho e o eléctrodo secundario.
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O eléctrodo de referéncia utilizado nos ensaios realizados foi um
eléctrodo de Ag/AgCl Radiometer Analytical, cujo potencial de equilibrio é
0,197 V vs NHE (a 25 °C). O eléctrodo de referéncia possui um potencial fixo
durante toda a experiéncia e serve para medir as diferencas de potencial
apresentadas pelo eléctrodo de trabalho, devendo ser idealmente n&o
polarizavel.

Os ensaios experimentais foram sempre realizados a uma temperatura
de 37°C, igual a temperatura da cavidade oral da maioria dos seres humanos,
controlada através de um banho/circulador termoestatizado modelo Grant W14,
ligado a célula de vidro de dupla parede, representado na figura 21.

Em todos os ensaios experimentais os eléctrodos estiveram submersos
nas respectivas salivas artificiais, durante 15 minutos de modo a estabilizar o
sistema.

O equipamento utilizado para a realizagdo dos ensaios electroquimicos
foi um potenciéstato modelo Voltalab 10 (PGZ 100) da Radiometer Analytical,
representado na figura 21, com aquisicdo automatica de dados através do

software Voltamaster 4.

Figura 21 — Célula electroquimica de trés eléctrodo s e equipamento utilizados para as

experiencias electroquimicas

2.4. Técnicas Electroquimicas
De modo a estudar o comportamento do biomaterial Cr-Co, utilizam-se

diversas técnicas electroquimicas, nomeadamente medidas de potencial em

circuito aberto, polarizacédo potenciodindmica e voltametria ciclica. Estas séo as
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técnicas mais utilizadas quando se efectuam estudos de corrosdo e

biocorrosédo de matérias metéalicos em medicina dentaria.

2.4.1. Medidas de Potencial em Circuito Aberto (ocp )

O potencial em circuito aberto (ocp) consiste na medicdo da diferenca
entre o potencial do eléctrodo de trabalho e o eléctrodo de referéncia na
auséncia da passagem de corrente.

O valor obtido corresponde ao valor do potencial de equilibrio entre as
espécies que constituem o eléctrodo de trabalho e a solugédo electrolitica,
sendo o registo feito em funcdo do tempo de exposicdo do eléctrodo no
electrolito.

Os ensaios de potencial em circuito aberto foram realizados durante um
periodo de 24h. Foram os uUnicos onde se aplicou agitacdo para promover a
transferéncia de massa. Apos cada ensaio foi realizado uma curva de

polarizacéo potenciodinamica e leitura de pH.

2.4.2. Polarizagao Potenciodinamica

O desvio do valor de equilibrio do potencial de eléctrodo em
consequéncia da passagem de corrente € designado por polarizacao [77].

No método de polarizacéo potenciodindmica, o potencial do eléctrodo de
trabalho em relacdo ao eléctrodo de referéncia varia de maneira continua em
funcdo do tempo enquanto € medido o valor da corrente entre o eléctrodo de
trabalho e o eléctrodo auxiliar. Para se poder variar o potencial aplicado é
necessario um potenciostato.

Uma melhor visualizagéo da influéncia da polarizacao sobre a densidade
de corrente € obtida através da representacdo grafica em diagramas de
potencial de eléctrodo (E) versus densidade de corrente (i). A figura 10 ilustra
as curvas de polarizacdo anddica e catddica num diagrama em que as
densidades de corrente assumem valores positivos, i,, € valores negativos, ic,
respectivamente. Observe-se que no potencial de equilibrio E¢ a densidade de

corrente assume valor nulo [47].
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1] .
i

Figura 22 — Curvas de polarizacédo anddica (i ,) e catédica (i ) num diagrama em que as
densidades de corrente assumem valores relativos: i a € positivo e i . é negativo. E . =

potencial de equilibrio [47].

Os ensaios de polarizagdo potenciodinamica foram realizados nos
intervalos de potencial de -700 mV a -150 mV vs Ag/AgCl, intervalo escolhido
através de um estudo de medidas em potencial de circuito aberto realizados
durante 5 minutos, e -700 mV a 900 mV vs Ag/AgCl ambos a uma velocidade

de varrimento de 0,5 mV/s. Todos os ensaios foram efectuados em triplicado.

2.4.3. Voltametria Ciclica (CV)

A versatilidade e facilidade de utilizacdo da voltametria ciclica permitem
0 uso desta técnica em varias areas cientificas, principalmente na
electroquimica [78].

Esta técnica consiste na aplicacdo ao eléctrodo de trabalho de um
potencial que varia linearmente com o tempo a uma velocidade fixa, atraves de
um potenciostato, que controla o potencial do eléctrodo de trabalho em relagéo
a um eléctrodo de referéncia [16, 44].

Na voltametria ciclica, os parametros mais importantes sdo o potencial
inicial, E;, a direccdo de varrimento inicial, a velocidade de varrimento, v, o
potencial maximo, Enax, 0 potencial minimo, Enmi,, € 0 potencial final, E;. Ao
atingir o0 Emax faz-se um varrimento em sentido contrario, voltando ao En;n, tal
como se demonstra na figura 23. Dependo da informacdo que se pretende,

podem-se usar ciclos simples ou multiplos [44].
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12y |
EITJ&I

Figura 23 - Variagdo do potencial aplicado com o te mpo em voltametria ciclica,
mostrando o potencial inicial E ;, o potencial final E ;, e 0s potenciais maximo E ., € 0

minimo E .. A velocidade de varrimento é dada por |[dE/dt| =v  [44].

Do registo da densidade de corrente obtida, i, em funcdo do potencial
aplicado, E, obtém-se uma curva i(E) denominada de voltamograma ciclico,

como esta esquematizado na figura 24.

1)

Figura 24 - Voltamograma ciclico para um sistema re  versivel [44].

Na zona interfacial do eléctrodo tanto podem ocorrer oxidagées como

reducdes, sendo a reaccao do tipo:

O+ne—R
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onde O e R séo, respectivamente, as espécies oxidadas e reduzidas.

O varrimento catédico (varrimento que ocorre no sentido dos potenciais
negativos) inicia-se a um potencial onde néo se verifica reducdo. A medida que
se aumenta o potencial, observa-se um maximo de intensidade do pico
catédico (ipc) e atinge-se o potencial de reducdo da especie (Epyc).
Posteriormente ao pico de reducdo da espécie, da-se a inversdo do potencial
em Enax, € as espécies reduzidas (R) (geradas durante o varrimento catddico e
acumuladas a superficie do eléctrodo e zona interfacial) sdo oxidadas dando

origem ao pico anddico (Ep a; ip.a) [44].

No presente trabalho, os estudos de voltametria ciclica foram realizados no
intervalo de potencial entre -700 e 900 mV vs Ag/AgCle a velocidade de

varrimento de 0,5 mV/s.

2.5. Microscopia Optica (MO)

O aspecto de uma superficie e/ou revestimento verifica-se, em primeiro
lugar, normalmente por uma inspec¢do visual e posteriormente através do
microscoépio optico.

A técnica de Microscopia Optica tem sido muito utilizada na investigacéo
de materiais maiores que um 1 micrometro. O microscépio apresenta dois
sistemas de lentes convergentes, a objectiva e a ocular. A objectiva € um
conjunto de lentes que apresenta uma pequena distancia focal e que fornece
uma imagem real e aumentada do objecto que é observado, e a ocular, que
funciona como uma lupa, que nos da uma imagem virtual e aumentada da
imagem real que se formou na objectiva [79].

Esta técnica envolve a passagem de luz visivel transmitida através ou
reflectida pela amostra para uma ou mais lentes, permitindo a visualizacao da
mesma. A imagem resultante pode ser detectada directamente a olho nu, por
fotografia ou por captura digital [79]

O microscépio Optico utilizado para a aquisicdo de imagens foi um
modelo SMZ 1500-FT da marca Nikon.
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2.6. Microscopia Electronica de Varrimento (SEM)

Apds uma visualizagdo através da técnica de microscopia Optica e para
obtencédo de informacdes com elevada resolucéo lateral e/ou profundidade da
topografia/morfologia utilizou-se a microscopia electronica de varrimento
(SEM).

Os microscopios electronicos sdo instrumentos que permitem a observagao
e caracterizacdo de um material com base nas radiacbes resultantes da
interaccdo com um feixe de electrdes. Esse feixe de electrbes € acelerado,
apresentando um comportamento ondulatério associado a um comprimento de
onda que decresce com o aumento da energia cinética. E deste modo possivel,
sem efeitos de difraccdo apreciaveis, gerar um feixe electrénico de diametro e
abertura angular muito reduzidos, permitindo obter um poder resolvente e uma
profundidade de campo muito superiores aos obtidos em microscopia Optica
[80].

O principio da microscopia electronica de varrimento consiste em realizar, o
varrimento da superficie da amostra, por um feixe electronico finamente focado,
modulando o brilho em cada ponto da imagem obtida num monitor de
visualizagao pelo sinal emitido pela amostra. Deste modo, verifica-se uma
correspondéncia, ponto por ponto, entre a imagem e a regido observada da
amostra, dependendo da informacdo contida na imagem, da radiacdo e do
detector utilizados [81].

A maioria das amostras a observar em SEM apresentam estabilidade em
condicbes de alto-vacuo as quais sdo submetidas, uma boa condutividade
eléctrica superficial, bem como uma estabilidade fisica e quimica, nas
condi¢bes de analise.

Um microscopio electronico de varrimento integrando uma unidade de
deteccao de raios-X (EDS), apresenta grande utilidade no apoio a investigacéo
e no desenvolvimento e controlo de qualidade de materiais de aplicacéo
tecnoldgica [80].

Na caracterizagdo da liga de Cromio-Cobalto foi utilizado um
microscoépico de FEG-SEM da marca JEOL, modelo JSM-7001F com resolugéo
6 um a 25 kV. Este aparelho estava acoplado a um detector de EDS de

elementos leves, modelo INCA 250 da Oxford.
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2.7.Espectroscopia de Disperséo de Energia (EDS)

A espectroscopia de raios-X de dispersdo de energia (EDS) € uma
técnica que permite a caracterizacdo da composicdo elementar de um
microvolume de material que tem por base a analise do respectivo espectro de
emissao de raios-X.

O EDS aparece associado a uma grande diversidade de métodos, no
entanto quer pela sua sensibilidade quer pelo seu modo de operacéo, esta
técnica apresenta uma elevada compatibilidade com a operacdo dos
microscopios electrénicos, a que é frequentemente acoplada, permitindo assim
a realizacdo de andlises de microvolumes de materiais em simultdneo com a
observacdo da amostra em condi¢des de elevada resolucao espacial.

A dispersdo de energia, um dos métodos de microanalise por raios-X,
aproveita as propriedades ionizantes dos raios-X para determinar a energia de
cada fotdo absorvido no detector de semicondutor, utilizando a medida da
corrente eléctrica resultante da carga eléctrica gerada no processo. A energia
de cada fotdo que entra no detector € assim determinada e registada num
espectro integral que acumula o niumero de fotdes detectado em funcédo da
respectiva energia [81].

O espectro de emisséo é obtido simultaneamente em toda a gama util de
energias de interesse, de forma que pode associar-se em tempo quase real a
observacdo de imagens em SEM. A intensidade relativa das diferentes riscas
espectrais observadas para além de depender das condi¢cfes de excitacao (tipo
de radiacdo e energia) e da transicdo considerada entre, niveis de energia,
especificos dos atomos de cada elemento, depende também das
caracteristicas do sistema de deteccdo. Esta técnica permite a deteccdo de
riscas caracteristicas, de todos os elementos do boro (B) ao uranio (U) [80, 81].

A microandlise por raios-X permite realizar trés tipos de analise:
quantitativa, qualitativa e semiquantitativa. A analise semiquantitativa (também
designada “sem padrdes”) é uma analise de execucdo muito rapida e que
consiste em executar todo o procedimento de analise quantitativa com base em
intensidades padrédo calculadas teoricamente (tendo em atencdo as
caracteristicas do detector e as condicbes de excitacdo) e/ou utilizando

espectros de referéncia [80].
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A espectroscopia de dispersédo de energias tem especial interesse para
a obtencdo de uma primeira estimativa da composi¢édo, e em aplicagbes em
gue € menos importante o erro absoluto de andlise. Tem a vantagem de
permitir uma analise muito expedita, necessariamente normalizada a 100 %, e

imune a flutuacdo da intensidade do feixe de electrdes [80].

2.8. Material microbiol6gico e meios de cultura

Estes estudos iniciaram-se com culturas em suspensao. Utilizaram-se
culturas puras de diferentes bactérias: Streptococcus mutans (ATCC 33478) e
Streptococcus sobrinus (ATCC 25175) provenientes da Coleccion Espafiola de
Cultivos Tipo (CECT) e que vieram liofilizadas em ampola. Foram revitalizadas
e mantidas em meio de manutenc¢ao indicado para cada uma: S. mutans- Brain
Heart Infusion (tabela 6), suplementado com glucose e extracto de levedura; S.

sobrinus- YGLPB (caldo de extracto de levedura, glucose, lactose e peptona).

Tabela 6 — Composicdo do meio BHI

Composicéao (g/L)
Infusdo de cérebro de borrego 12,5
Infusdo de coracéo de boi 5
Peptona 10
Cloreto de Sadio 5
D (+) — Glucose 2
Dihidrogenofosfato de Sédio 2,5

2.9. Densidade Optica (OD)

A avaliacao quantitativa da evolugéo do crescimento bacteriano ao longo
do tempo efectua-se através de varios métodos. Porém no caso de
microrganismos unicelulares esta avaliacdo €, normalmente, feita através da
determinacdo da concentracdo celular pelo método de determinacdo de
biomassa em suspensédo ou de contagem do nimero de células [82]
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A densidade Optica (OD) € um dos métodos mais utilizados para
determinar a biomassa em suspensdo. Este consiste na determinacdo da
qguantidade de luz que é transmitida através da cultura liquida. Quando um
feixe de luz atravessa a suspensao, a reducao da quantidade de luz transmitida
possibilita a medicdo da densidade celular, uma vez que a densidade Optica
registada é inversamente proporcional & biomassa celular em suspenséo.
Sendo assim, pode-se concluir que quanto maior for o nimero de células,
menor sera a quantidade de luz transmitida [83].

A evolucdo do crescimento bacteriano é seguida por leituras de
densidade Optica a 600 nm realizadas num espectrofotobmetro Hitachi 2000 e
em células de quartzo.

No entanto, é de salientar que esta técnica ndo permite a determinacéao de

células viaveis.

49



Capitulo 3

Apresentacao e discussao

de resultados




Capitulo 3 — Apresentacao e discussao de resultados

Neste capitulo encontram-se expressos 0s resultados obtidos ao longo
do desenvolvimento experimental deste trabalho. Iniciando-se pelos resultados
obtidos durante a caracterizacdo morfolégica e quimica da liga de crémio-
cobalto, seguido pelos resultados de caracterizacdo electroquimica do
processo de corrosao da liga imersa em diferentes salivas artificiais e por fim
os resultados do crescimento microbiano de duas espécies de Streptococcus

em saliva artificial.

3.1. Caracterizacdo morfolégica e quimica da liga d e

Crémio-Cobalto

Na medicina dentaria, as ligas de Crémio-Cobalto (Cr-Co) séo
amplamente utilizadas devido a sua excelente resisténcia a corrosdo e a sua
biocompatibilidade. No entanto, os estudos electroquimicos destas ligas séo
escassos comparativamente com os estudos em aco inoxidavel, titanio e ligas
de titanio [38].

A microscopia 6ptica (MO) permite observar possiveis imperfeicbes
macroscopicas a superficie da liga. Na figura 25 estdo representadas as
imagens de MO da liga de cromio-cobalto usada neste estudo, apdés o

polimento.

|C|el de CromloCbIo em

diferentes ampliagBes: A) 10x; B) 70x

Através da observacdo da figura 25 verifica-se que a liga de cromio-

cobalto apresenta uma superficie brilhante e com irregularidades que sé&o
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causadas pelo polimento. Por comparacdo com os resultados de MO
apresentados no artigo de Ohida et al., observa-se que apds o polimento a
superficie da liga apresenta irregularidades semelhantes [84].

Através da andlise de microscopia electronica de varrimento/
espectroscopia de dispersdo de energias (SEM/EDS) foi possivel observar, a
nivel microscopico, a liga de Cr-Co e conhecer a composicao quimica da
mesma. Na figura 26 estdo representadas as imagens de SEM da liga de
Cromio-Cobalto em diferentes ampliacdes.

—-— 1pm
25.0kV SEI SEM

Figura 26 — Imagens de SEM da liga de Crémio-Cobalt o em diferentes ampliacbes: A)
150x; B) 5000x e B1) ampliagdo de uma falha da supe rficie da liga (10000x)
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Em relacdo as imagens de SEM observa-se que as irregularidades que
se verificavam nas imagens de MO sao na realidade falhas na superficie da
liga. Nestas falhas podera ocorrer uma acumulacdo/estagnacdo do meio
corrosivo 0 que causa diferencas nas concentragfes de ides em diferentes

locais da liga promovendo assim o processo de corrosao.

Na figura 27 esta representado o espectro de EDS, a partir do qual foi
possivel conhecer-se a composi¢cdo quimica da liga de Cromio-Cobalto em
estudo.

Spectrum 1

Full =cale 1115 ctz Curzor: 0.000 ket

Figura 27 — Espectro de EDS da liga de Cr- Co utilizada nos ensaios experimentais

A composicdo quimica da liga utilizada nos ensaios realizados durante
este trabalho encontra-se na tabela 7, bem como outros exemplos de ligas de

Cr-Co utilizadas igualmente em medicina dentaria.

Tabela 7 — Comparacdo da ¢ omposi¢cdo quimica da liga de Crémio- Cobalto em estudo

com outras ligas de aplicacdo biomédica

Massa (%)

Elemento | Em estudo IPS30%°! | CoCr Ref.*® | CoCrmo!®®
Cr 32,14 30,1 28,9 27,29
Co 54,90 60,2 63,7 65,21
Mo 9,26 0,6 5,3 5,54
w 2,71 - 0,1 -
Si 0,99 0,9 <0,1 0,69
Ga - 3,9 - -
Nb - 3,2 - -
Fe - <1,0 <0,1 0,22

Li, B, Al - <1,0 - -
Sn - - <0,1 -
Mn - - - 0,65
Ni - - - 0,13
N - - - 0,18
C - - - 0,089
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Observando a tabela 7 podemos afirmar que todas as ligas de cromio-
cobalto apresentam o cobalto como o elemento em maior percentagem, sendo
o segundo elemento, o cromio. Além disso todas as ligas apresentam também
molibdénio embora numa menor. Quanto aos restantes elementos que

constituem estas ligas observam-se diversidades e percentagens variadas.

3.2. Estudo da corroséo da liga de Cromio-Cobalto

O processo de corrosdo dos materiais de natureza metalica, utilizados
na medicina dentaria, € um importante aspecto a considerar, dada a
importancia da biocompatibilidade destes materiais como a sua aplicabilidade.

De todas as técnicas electroquimicas, as mais utilizadas nestes estudos
sdo as medidas de potencial de circuito aberto, a polarizacédo potenciodinamica

e a voltametria ciclica.

3.2.1. Estudos em diversas salivas artificiais

tamponadas

3.2.1.1. Medidas de potencial em circuito aberto

As medi¢cbOes de potencial em circuito aberto (ocp) sdo muito comuns
quando se pretende obter informacdo sobre o estado da superficie de um

eléctrodo e sua estabilidade em meio aquoso.

Na figura 28 estdo representadas as variagdes das medidas de ocp
durante 24 h para a liga de Cromio-Cobalto em diferentes salivas artificiais.

Relembrando a composicdo de cada saliva artificial, na saliva | estdo
presentes apenas ides cloreto, enquanto que na saliva Il além dos ibes cloreto
esta presente o tampao fosfato. Em relacdo a saliva Ill é constituida por todos
0s componentes estudados ao longo desta investigagdo. A saliva | foi a Unica
gue sofreu um ajuste de pH com NaOH (0,1M), ver tabela 4.
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Figura 28 - Variacdo do potencial em circuito abert

liga de Cr-Co, nas diversas salivas artificias em e

0 (ocp) durante 24 h de imerséo para a

studo

A partir das medidas de ocp, obtiveram-se os valores iniciais e finais de

potencial em circuito aberto nas diferentes salivas artificiais, demonstrados na

tabela 8.

Tabela 8 — Valores iniciais e finais de pH e de pot

salivas artificiais

encial em circuito aberto nas diferentes

A?t;:ic\?:I PHinicial PHiinal (ER}}) (|r5nz:1/h)
| 6,656 7,154 -148,8 32,4

I 6,680 6,673 -265,8 0,1
[I+ureia 6,625 6,669 -156,9 146,3
[I+mucina 6,660 6,677 -209,8 -19,6
lI+glucose 6,664 6,668 -222,9 53,3
1 6,670 6,508 -217,1 -22,9
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Da analise da figura 28 e da tabela 8 verifica-se que as curvas de ocp
em funcéo do tempo obtidas em diferentes salivas artificiais se iniciam sempre
a potenciais negativos, entre -266 mV e 0s -145 mV vs Ag/AgCl, e com um pH
muito semelhante tal como pretendido. No decorrer das medi¢gbes observa-se
um deslocamento dos potenciais, até valores positivos com a excepc¢do nas
salivas ll+mucina e Ill. Em relacdo ao pH, verifica-se um aumento nos valores
ao fim de 24 h. Este resultado esta de acordo com Queiroz et al [87] onde se
verificou que diversas salivas artificiais, ao final de 50 h, possuiam valores de
pH ligeiramente mais elevados.

Além destes resultados, a saliva artificial 11l € a Unica que apresenta
alteracdes a visiveis a olho nu, isto é, ao fim das 24 h apresenta-se turva e com
um cheiro peculiar.

Observando os valores de Ey4, de todos 0s ensaios verifica-se que cada
componente altera a resposta da liga ao longo do tempo, no entanto quando
mergulhada nas salivas artificiais Il+mucina e lll, apresenta os valores de Ejap
mais baixos de todos. Este resultado pode significar que na presenca do
tampéao fosfato a mucina € o composto que mais influencia o comportamento
da liga quando imersa na saliva Ill, num tempo superior a 14h.

A partir dos valores do potencial de circuito aberto € possivel estabelecer
os equilibrios dominantes a superficie do eléctrodo, (ver diagrama de Pourbaix,
figuras 3 e 5 do capitulo 1). Analisando apenas a saliva lll, visto possuir todos
0S componentes estudados, e tendo em conta o valor de Ey4, € do pH desta
saliva artificial, (ver tabela 8), admite-se que ambos 0s metais, cobalto e
cromio, se encontram na zona de corrosdo. Sendo assim para a liga de Cr-Co
imersa na saliva artificial Il durante 24h as espécies que se podem formar séo
0 Co(OH); e o Cr(OH)3.nH0.

De acordo com diferentes investigadores, quando a liga Cr-Co se
encontra exposta ao ar forma-se espontaneamente um fino filme passivante
maioritariamente constituido por Cr,O3 com uma contribuicdo minima de éxidos
de Co e Mo. No entanto quando esta € imersa numa saliva artificial o filme
passivante € constituido por Cr,O3, Cr(OH)3, Co(OH), [86, 88, 89].

Sendo assim pode-se concluir que apesar de nao terem sido feitos

ensaios que demonstrem quais as espécies que se formam quando a liga esta
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mergulhada na saliva artificial em estudo, as espécies mais provaveis sdo as
indicadas pelos estudos referentes na literatura.

3.2.1.2. Polarizacdo Potenciodinamica

As curvas de polarizacdo potenciodinamica para a liga de Cromio-

Cobalto em diferentes salivas artificiais, estdo representadas na figura 29.

10 .
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&)
~~
<<
=
— 0,1 7 llI+ureia
II+mucina
lI+glucose
ll+ureia+mucina
0,01+ —1l

700 -600  -500  -400  -300  -200
E / mV vs Ag/AgCI

Figura 29 — Curvas de polarizacdo potenciodinamica
diferentes salivas artificiais num intervalo de pot

!
-100

para a liga de Cr-Co imersa em
encial de -650 mV a -150 mV vs Ag/AgCI

A partir das curvas de polarizacdo potenciodinamica obtiveram-se os
parametros cinéticos, sendo eles o potencial de corrosdo a densidade de
corrente de corroséo e os declives de Tafel (presentes nas tabelas 12 e 13 em

anexo), 0s quais se encontram graficamente representados na figura 30.
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Figura 30 — Valores de potencial de corroséo (A) e  densidade de corrente de corrosdo
(B), declive de Tafel anddico (C) e declive de Tafe | catédico (D) para a liga de Cr-Co

imersa em diferentes salivas artificiais

Observando as figuras 29 e 30 verifica-se que a liga de Cr-Co apresenta
diversos potenciais de corrosdo e de densidade de corrente de corroséo
quando imersa nos diferentes meios.

Para as salivas I, Il, ll+ureia, ll+mucina e ll+ureia+mucina, 0s potenciais
de corrosao apresentam valores bastante aproximados, da ordem dos -560 mV
vs Ag/AgCI, apesar de apresentarem uma ligeira diminuicdo conforme a adicdo
de cada componente. Isto €, a adicdo da ureia e da mucina a saliva Il provoca
um ligeiro deslocamento para valores de potencial de corrosdo mais negativos,
tal como a associacdo de ambos os componentes. Essa diminuicdo também é

observada em estudos efectuados por Bilhan et al, onde uma liga de cromio-
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cobalto é imersa em diversas salivas artificiais comparando assim o efeito da
presenca da mucina e da ureia na constituicdo da saliva [90].

Em relacdo a saliva ll+glucose, a liga apresenta o menor de todos 0s
valores de potencial de corrosdo. Desta forma pode-se concluir que na
presenca do tampdo fosfato, este componente actua como activador anédico. A
literatura existente sobre este tipo de estudo em salivas artificiais contendo
glucose € escassa. Existem estudos de corroséo de diversos agos imersos em
salivas artificiais com e sem glucose no entanto a resposta do sistema é
contraditoria, isto é, dependendo do tipo de material tanto ha um aumento
como uma diminuicdo do valor de potencial de corrosdo [91], ndo sendo
possivel uma comparacao com os resultados obtidos.

Finalmente na saliva Ill, que apresenta todos os componentes, a liga
apresenta um potencial de corrosdo intermédio, isto é, acima do potencial
provocado pela saliva ll+glucose mas abaixo dos outros todos.

A liga de Cr-Co apresenta um ligeiro aumento da densidade de corrente
de corrosédo quando imersa nas salivas Il, ll+ureia, [I+mucina e ll+ureia+mucina
em relacdo a saliva |, o que sugere que tanto o tampao fosfato, como a ureia, a
mucina e a interaccdo destes componentes apresentam uma resposta muito
semelhante a da saliva I. Esse aumento também é observado em estudos
efectuados por Bilhan et al [90].

No entanto, para as salivas ll+glucose e Il a resisténcia a corrosao é
menor, visto apresentarem valores de densidade de corrente de corroséo de
8,8634 pA/cm? e 8,4739 pA/cm?, respectivamente, em relacdo as outras salivas
artificiais em que o valor ronda os 1,7 pA/cm?. Estes resultados sugerem que na
presenca do tampéo fosfato tanto a ureia como a mucina tentam estabilizar a
corrosdo da liga de cromio-cobalto enquanto que a glucose promove um meio
mais corrosivo para esta liga.

Todas as curvas, da figura 29, apresentam dois ramos distintos, um
catodico, referente as reaccdes catddicas que sdo reaccgdes de transferéncia
de carga controlada pela reducdo do H* e um anddico referente as reaccées
anodicas que traduz a oxidacao da liga de cromio-cobalto. Os declives de Tafel
anodicos referentes as diferentes salivas artificiais apresentam diferentes
valores. A liga de Cr-Co quando imersa nas salivas Il, ll+ureia, ll+mucina e

[I+ureia+mucina em relagdo a saliva |, apresenta um aumento no valor do
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declive, o que sugere que a presenca tanto do tampéao fosfato como da ureia,
da mucina, ou da interaccdo destes componentes contribuem para a inibicéo
do processo anodico. Para as saliva ll+glucose e Il da-se a activacdo do
processo anddico visto apresentarem valores mais baixos de declive de Tafel.
Em relacdo aos declives de Tafel catodicos referentes as salivas |,
[lI+ureia, ll+mucina e ll+ureia+mucina em comparacdo com a saliva I,
apresentam uma ligeira diminuicdo. No entanto, para as salivas artificiais
lI+glucose e Il os valores do declive de Tafel catddico sdo bastante mais altos.
Estes resultados traduzem que na presenca do tampéao fosfato com a ureia ou
com a mucina a barreira a reaccado de reducdo € menor enquanto que nas

salivas ll+glucose e Il ha a inibicdo do processo catddico.

Ao fim de 24h de medicdo de potencial em circuito aberto foram
realizados estudos de polarizagcdo potenciodinamica, representados na figura

31. Estes foram realizados num intervalo de potencial igual ao utilizado a 0 h.
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Figura 31 — Curvas de polarizacdo potenciodinamica para a liga de Cr-Co imersa em

diferentes salivas artificiais apds a imersao duran te 24h
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A partir das medicdes da polarizagado potenciodinamica obtiveram-se o0s

parametros cinéticos apresentados na tabela 9.

Tabela 9 — Valores do potencial de corrosdo e da de nsidade de corrente de corrosdo da

liga de Cr-Co imersa durante 24h em diversas saliva s artificiais

Saliva Ecor Icor Ba |BC|
Artificial (mV) | (pA/em?) | (mV) (mV)

I -359,1 | 0,1589 387,2 | 193,7

Il -550,6 | 0,6971 193,0 | 1123

ll+ureia -519,5 | 0,8620 351,4 | 166,2

[l+mucina | -606,9 1,1260 171,2 79,0

lI+glucose | -563,1 0,9186 2476 | 1204

[l -613,3 | 1,2696 156,4 75,4

A partir da andlise da figura 31 e da tabela 9 verifica-se que a liga de Cr-
Co apresenta um menor valor de potencial de corrosdo e um maior valor de
densidade de corrente de corrosdo que traduz uma menor resisténcia a
corrosao deste material quando imerso na saliva artificial Ill.

Os potenciais de corroséo da liga de Cr-Co apresentam os valores mais
negativos, da tabela 9, quando imersos nas salivas artificiais Il+mucina e lll, -
606,9 mV vs Ag/AgCl e -613,3 mV vs Ag/AgCl respectivamente.

Os potenciais de corrosdo da liga de Cr-Co ao final de 24h de estar
imersa nas salivas artificiais, apresentam valores mais positivos do que o0s
potenciais de corrosdo a tempo Oh, excepto nas salivas ll+mucina e lll. Estes
resultados sugerem que quanto maior o tempo que a liga de Cr-Co estd em
contacto com o meio mais o potencial de corrosdo de desloca para valores
positivos, excepto para as salivas ll+mucina e lll, o que traduz um meio menos
agressivo para a liga de Cr-Co. Esse deslocamento para valores mais positivos
de potencial, acontece porque quando a liga esta mergulhada na saliva artificial
por 24h forma espontaneamente um filme passivante que vai proteger a liga

contra a corrosao.

61



Capitulo 3 — Apresentacao e discussao de resultados

Em relacdo as densidades de corrente de corroséo da liga de Cr-Co,
observando a tabela 9 verifica-se que a liga imersa na saliva Il apresenta uma
menor resisténcia ao processo de corrosao, visto apresentar um valor de
densidade de corrente de corrosao maior em comparagdo com as outras
salivas, enquanto que para a saliva Il a liga apresenta uma maior resisténcia a
corrosdo. Comparando as densidades de corrente de corrosao obtidas a Oh e a
24h, existe uma diminuicdo acentuada dos valores ao fim de 24h de exposicéo
da liga a todas as salivas, em comparagdo aos valores a tempo Oh. Estes
resultados sugerem que a liga de Cr-Co apresenta uma maior resisténcia a
corrosdo quando imersa durante mais tempo nas salivas artificiais, visto
formarem espontaneamente um filme passivante a superficie da liga. Em
especial para a liga quando imersa nas salivas ll+glucose e |lll, visto
apresentarem uma maior discrepancia no valor de densidade de corrente de
COIrosao.

Todas as curvas apresentam dois ramos distintos, um catédico e um
anodico, sendo que a curva referente a saliva artificial | € a que possui um
maior ramo catddico. Isto deve-se ao intervalo de potencial imposto, pois 0 seu
potencial de corrosdo € menos negativo do que o observado nas outras salivas
artificiais.

Os declives de Tafel anodicos referentes as diferentes salivas artificiais
apresentam valores bastante semelhantes. No entanto ao comparar com 0s
declives de Tafel anddicos das curvas de polarizacdo efectuadas a tempo Oh,
verifica-se um aumento no valor em relacéo as salivas |, ll+ureia, ll+glucose e
[ll. Enquanto que para a saliva Il e ll+mucina ha uma ligeira diminuicéo, isto €,
ao fim de 24h da liga Cr-Co estar imersa nestas salivas o intervalo de potencial
da zona activa € menor do que quando se esta a tempo zero, sendo 0 processo
anodico mais activo.

Em relacdo aos declives de Tafel catodicos referentes as salivas |, I,
[l+ureia e ll+mucina possuem valores mais altos em comparagdo com 0S
declives apresentados a Oh. No entanto, para as saliva ll+glucose e Il os
valores do declive de Tafel catodico sdo mais altos. Estes resultados mostram
que no final de 24h de imersao da liga nas diferentes salivas artificiais ocorrem
a activacdo ou a inibicao do processo catddico, quando existe uma diminui¢ao

ou um aumento dos declives de tafel catodicos, respectivamente.
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As curvas de polarizacdo demonstram que cada sistema apresenta uma
resposta diferente, o que sugere que cada componente ou a interaccédo destes

estard a influenciar o sistema de forma diferente.

Na figura 32 estdo representadas as curvas de polarizacao
potenciodinamica para a liga de Crémio-Cobalto em diferentes salivas artificiais

num intervalo de potencial entre -650 mV e 900 mV vs Ag/AgCl.
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Figura 32 — Curvas de polarizacdo potenciodinamica para a liga de Cr-Co imersa em

diferentes salivas artificiais num intervalo de pot encial de -650 mV a 900 mV vs Ag/AgCl

As curvas de polarizagdo potenciodinamica obtidas neste intervalo de

potencial, demonstram as regides activa, de passivacao e de transpassivacao.
Na zona activa, durante o varrimento o potencial no sentido positivo
existe um aumento gradual da densidade de corrente até se atingir o potencial
de Flade. Nesta zona ocorre a oxidacdo da liga e conforme o varrimento do
potencial aumenta originam-se os Oxidos e os hidroxidos a superficie da liga
formando o filme passivante. Em todas as salivas artificiais, excepto para a
saliva I, observa-se nitidamente a passagem entre a zona activa e a zona de
passivacao, isto €, ha um aumento da densidade de corrente até um certo valor
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de potencial onde ocorre, em seguida, um decrescimento do valor de
densidade de corrente.

Na zona de passivacédo, todas as curvas apresentam uma densidade de
corrente praticamente idéntica, excepto na parte inicial onde se sobressaem as
curvas ll+glucose e Ill com maiores valores de densidade de corrente. Além
disto, o intervalo de passivacao de -500 mV a 600 mV vs Ag/AgCl, é igual para
todas as curvas e a perturbacao no intervalo de potencial de -100 mV a 0200
mV vs Ag/AgCl continua a ser visivel, 0 que comprova ser uma propriedade da
propria liga de Cr-Co. De acordo com diferentes investigadores, quando a liga
Cr-Co se encontra imersa numa saliva artificial o flme passivante € constituido
por Cr,03, Cr(OH)3, Co(OH),, sendo que a potenciais mais positivos formam-se
espécies Cr(VI) e Co(lll) [86, 88, 89].

Na zona de transpassivacao, a potenciais mais elevados os 600 mV vs
Ag/AgCIl todas as curvas apresentam um crescimento exponencial da
densidade de corrente, que pode significar a quebra do filme passivante, que
permite o contacto da saliva artificial novamente com a superficie da liga ou a
libertacdo de oxigénio. Observa-se também a formacdo de um pico, na regido
entre os 650 mV e os 850 mV vs Ag/AgCl. Varios autores afirmam que as
espécies de Cr(VI) que estavam no filme passivante sao libertadas para o seio
da solucdo na zona de transpassivacao e que ha a formacéo de complexos de
fosfato-cromio. O pico observado na zona de transpassivacdo pode ser
atribuido & formacé&o desses complexos [86, 88, 89].

Em relacdo os pequenos desvios do potencial de pico apresentados
podem ser devidos a interaccdo dos ides fosfatos com componentes
adicionados em cada saliva artificial, que possam interferir com a formacéo dos

complexos de fosfato-croémio.
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3.2.1.3. Voltametria Ciclica

Os voltamogramas ciclicos obtidos para a liga de Cromio-Cobalto em

diferentes salivas artificiais, estdo representadas na figura 33.
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Figura 33 — Voltamogramas ciclicos obtidos para al iga de Cr-Co em diferentes salivas

artificiais, a uma velocidade de varrimento de 0,5 mV/s

Observando a figura 33, verifica-se que todos o0s voltamogramas
apresentam um perfil semelhante, possuindo um idéntico potencial de ruptura
do filme passivante. No entanto, o pico anddico apresenta valores de potencial
e densidades ligeiramente diferentes. Em relacdo ao voltamograma
pertencente a saliva |, este possui um potencial de quebra do filme passivante
mais positivo do que nas outras salivas artificiais, ndo apresenta nenhum pico
anodico nem um efeito de cruzamento. Em estudos realizados por outros
autores a liga de cromio-cobalto imersa numa saliva que apresenta apenas
i0es cloreto, ndo apresenta nenhum efeito de cruzamento [49].

A liga imersa nas restantes salivas artificiais apresentadas na figura 21
apresenta o efeito de cruzamento, que traduz a existéncia de corroséo

localizada. Pound verificou que existe o efeito de cruzamento nos ensaios de
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voltametria ciclica de uma liga de cromio-cobalto imersa numa saliva composta
por ides cloreto e por um tampéo fosfato salino [92].

Comparando os resultados da literatura com os obtidos durante o
decorrer desta investigacao pode-se sugerir que a presenca do tampéao fosfato

nas salivas artificiais promove a corrosao localizada.

Tendo em consideracao os resultados apresentados, verifica-se que as
respostas do sistema sao diferentes conforme o tipo de saliva artificial utilizada,
0 que pode sugerir uma dependéncia do tipo de componentes que constituem o
meio electroquimico ou da interaccdo deles, sendo assim necessario avaliar

cada componente isoladamente.

3.2.2. Efeito de cada componente na saliva artifici  al

A saliva humana é constituida por varios componentes, sendo que cada
um executa uma funcdo diferente. Sendo assim € necessario estudar a
influéncia de cada componente no processo de corrosdo de materiais
metdlicos. Para tal prepararam-se salivas artificias contendo cada componente
individualmente sempre com uma base de ibes cloreto. No entanto foi
necessario ajustar o pH destas salivas de modo a permanecerem as mesmas

condi¢cOes experimentais que as salivas artificiais estudadas anteriormente.
Na figura 34 estdo representadas as curvas de polarizacao

potenciodinamica para a liga de Crémio-Cobalto em diferentes salivas artificiais

com o pH ajustado, para o estudo da influéncia de cada componente.
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Figura 34 — Curvas de polarizacdo potenciodinamica para a liga de Cr-Co imersa em

diferentes salivas artificiais com pH ajustado

A partir das curvas de polarizagcdo potenciodinamica, da figura 34,
obtiveram-se 0s parametros cinéticos, sendo eles o potencial de corrosédo a
densidade de corrente de corroséo e os declives de Tafel (presentes nas

tabelas 14 e 15 em anexo) e que estdo graficamente representados na figura

35.
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Figura 35 — Valores de potencial de corroséo (A) e  densidade de corrente de corrosdo
(B), declive de Tafel anddico (C) e declive de Tafe | catédico (D) para a liga de Cr-Co

imersa em diferentes salivas artificiais com pH aju ~ stado

Observando as figuras 34 e 35 verifica-se que a liga de Cr-Co apresenta
distintos potenciais de corrosdao e de densidade de corrente de corroséo
quando imersa nas diferentes salivas artificiais. Salivas essas que séo
compostas por ides cloreto e os respectivos componentes tal como o nome
indica e que sofreram um ajuste de pH com NaOH (0,1M), e a saliva Il que é
composta por ides cloreto e o tampéo fosfato.

Para as salivas | e Il, os potenciais de corrosdo apresentam valores
negativos, -551,9 mV vs Ag/AgCl e -556,7 mV vs Ag/AgCl respectivamente, no

entanto superiores aos potenciais no resto das salivas artificiais.
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Em relacéo as salivas artificiais |+ureia, I+mucina, e l+glucose, verifica-
se um abaixamento dos valores de potencial de corrosdo sendo que 0 ensaio
na saliva I+glucose possui valores de potencial aproximados aos apresentados
nas salivas | e Il.

A liga de Cr-Co apresenta um ligeiro aumento da densidade de corrosao
quando mergulhada nas salivas I+ureia, I+mucina e I+glucose em relacédo a
saliva I, o que sugere que tanto a ureia, como a mucina, como a glucose nao
modificam a resposta do sistema muito significativemente em relagdo a saliva I.
No entanto, para a saliva Il a resisténcia a corrosdo é menor visto apresentar
uma densidade de corrente de corrosdo de 1,6834 pA/cm?, o que comprova
que os ides fosfato promovem um meio mais corrosivo para a liga de cromio-
cobalto.

Comparando estes resultados de potenciais de corroséo e de densidade
de corrente de corrosdo com os apresentados na figura 30 verifica-se que a
mucina, a ureia e a glucose na presenca do tampéao fosfato alteram a resposta
do sistema. Em todos os casos ha um aumento dos valores de potencial de
corrosao, no caso da mucina e da ureia o potencial de corrosao sofre uma
variacdo para valores idénticos ao da saliva Il, enquanto que para o caso da
glucose a variacdo é menor apresentando valores na ordem dos -590 mV vs
Ag/AgCI. De igual modo, as densidades de corrente de corrosdao sofrem um
aumento de valores. No caso da ureia e da mucina a intensidade € semelhante
a da saliva Il, no entanto para o caso da glucose a variagdo de densidade de
corrente de corrosdo é mais acentuada, de 0,4779 pA/cm? para 8,8634 pA/cm?.
Estes resultados podem significar uma maior interaccéo do tampéo fosfato com
a glucose, do que com 0s outros componentes, visto observar-se neste caso
um comportamento mais distinto que nos restantes sistemas.

Os declives de Tafel anddicos, apresentados na figura 35, das curvas de
polarizacédo da liga de Cr-Co quando imersa nas salivas I+ureia, I+mucina e
I+glucose e Il demonstram valores mais altos que o declive de Tafel anddico
em relacdo a saliva I. Isto significa que os componentes, ureia, mucina, glucose
e tampéao fosfato, promovem a inibicdo do processo anddico. Em comparacéo
com as salivais artificiais que além de apresentarem os ibes cloreto também
possuem o tampao fosfato pode-se observar que todas apresentam um declive
de Tafel anddico semelhante excepto para a saliva que contem glucose, isto é,
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a liga de Cr-Co imersa na saliva ll+glucose apresenta um declive de Tafel
anodico menor do que quando imersa na saliva I+glucose, o que pode ser
justificado por maior interac¢cado do tampéao fosfato com a glucose, do que com
0S outros componentes, tal como referido anteriormente.

Em relag&o aos declives de Tafel catddicos referentes as salivas l+ureia,
[+mucina e l+ureia+glucose apresentam valores mais altos em comparacao
com a saliva | e Il, isto significa que o declive da curva catddica € menos
acentuado. O que traduz uma inibicdo da reaccdo catédica. Em comparacao
com os declives de Tafel catédicos da figura 30 observa-se que na presenca do
tampdao fosfato os declives de Tafel catddicos para as salivas artificiais que
possuem mucina e ureia aumentam, quanto que para a saliva que possui
glucose os declives mantém-se semelhantes. O que sugere que na presenca
do tampéo fosfato a mucina e a ureia actuam como activadores da reaccgéo

catodica.
Na figura 36 estdo representadas as curvas de polarizacao

potenciodindmica para a liga de Crémio-Cobalto em diferentes salivas artificiais

com pH ajustado.
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Figura 36 — Curvas de polarizacdo potenciodinamica para a liga de Cr-Co imersa em
diferentes salivas artificiais com pH ajustado num intervalo de potencial de -650 mV a
900 mV vs Ag/AgCl

Observando a figura 36 constata-se que apenas para a saliva Il se
verifica a passagem entre a zona activa e a zona de passivagao, enquanto que
nas outras salivas ha um crescimento continuo da densidade de corrente até
um valor de potencial onde a densidade de corrente € praticamente estavel.

Na zona de passivacéo, da figura 36, verifica-se que todas as curvas de
polarizagédo potenciodindmica com um intervalo de potencial entre -650 mV e
900 mV vs Ag/AgCl revelam uma intensidade de corrente praticamente
idéntica, aproximadamente 3 pA/cm?, e em todas elas ha uma perturbac&o no
intervalo de potencial de -100 V e os 200 V vs Ag/AgCl que pode traduzir uma
propriedade da propria liga de Cr-Co. No entanto, o intervalo de passivagao
ndo é igual para todas as curvas, a curva Il apresenta um intervalo de
passivacao inferior em relagcdo as outras curvas, 0 que corrobora o facto dos
i0es fosfato tornarem o meio mais corrosivo.

Na zona de transpassivacdo, também € a curva Il que apresenta um
comportamento distinto das outras curvas, sendo possivel visualizar-se um

crescimento mais exponencial e a formacgédo de um pico entre os 650 mV e os
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850 mV vs Ag/AgCl, sendo atribuido a formacédo de complexos de fosfato-

cromio, de acordo com o que ja foi dito anteriormente

Na Figura 37 estéo representados 0s voltamogramas ciclicos para a liga

de crémio-cobalto, obtidas em diferentes salivas artificiais.
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Figura 37 — Voltamogramas ciclicos obtidos para al iga de Cr-Co em diferentes salivas

artificiais, a uma velocidade de varrimento de 0,5 mV/s

Observando a figura 37 verifica-se que todos o0s voltamogramas
apresentam o mesmo perfil excepto quando a liga esta imersa na saliva
artificial Il. Para esta saliva, o voltamograma ciclico apresenta um pico anddico
centrado no potencial 750 mV vs Ag/AgCI, atribuido & formacdo de ibes
complexos entre o grupo de fosfato e o cromio(VI). Aléem disto, esta saliva € o
anico meio em que a liga apresenta um potencial de ruptura do filme
passivante menos positivo e um efeito de cruzamento o que traduz a existéncia
de corrosdo localizada. Esta observacdo estd de acordo com os estudos
efectuados por Pound, que verifica o efeito de cruzamento nos ensaios de
voltametria ciclica de uma liga de cromio-cobalto imersa numa saliva composta

por ides cloreto e por um tampao fosfato salino [92].

72



Capitulo 3 — Apresentacao e discussao de resultados

Tendo em consideracdo todos os resultados obtidos para as salivas
artificiais com pH ajustados, podemos afirmar que a saliva Il € a mais corrosiva
em relacdo as restantes salivas artificiais com pH ajustado, isto é, a presenca
do tampao fosfato em relagdo aos outros componentes promove um meio mais
corrosivo para a liga de Cr-Co. No entanto em comparagdo com as salivas
artificiais anteriormente estudadas a presenca do tampao fosfato promove um
meio ligeiramente mais corrosivo em comparacdo com as salivas artificiais
lI+glucose e lll. Sendo assim é possivel supor que a glucose na presenca do

tampao fosfato € o componente que torna 0 meio mais corrosivo.

> Influéncia da concentracédo de mucina

De modo, a compreender o papel da concentragdo da mucina no
processo de corrosdo da liga de cromio-cobalto em salivas artificiais com pH
ajustado, efectuaram-se diversos ensaios de polarizacdo potenciodinamica e
voltametria ciclica.

Na figura 38 estdo representadas as curvas de polarizacao
potenciodinamica para a liga de Crémio-Cobalto em diferentes salivas artificiais
contendo diversas concentragcbes de mucina, 0,10g/L ; 0,05g/L e 0,01 g/L,

respectivamente para as salivas [+mucina; I+mucina; e I+mucina,.
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Figura 38 — Curvas de polarizacdo potenciodinamica para a liga de Cr-Co imersa em
diferentes salivas artificiais com pH ajustado cont endo diversas concentracdes de

mucina

A partir dos pardmetros cinéticos das curvas de polarizagdo
potenciodinamica (presentes nas tabelas 16 e 17 em anexo), efectuaram-se os

graficos representados na figura 39.
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Figura 39 — Valores de potencial de corrosdo (A) e  densidade de corrente de corrosao
(B), declive de Tafel anddico (C) e declive de Tafe | catédico (D) para a liga de Cr-Co
imersa em diferentes salivas artificiais com pH aju stado contendo diversas

concentracdes de mucina

Observando as figuras 38 e 39 verifica-se que a liga de Cr-Co apresenta
potenciais de corroséo idénticos que rondam a ordem dos -600 mV vs Ag/AgCl
quando imersa em salivas artificiais com diferentes concentragcées de mucina.
Esta semelhanca de valores pode significar que as ligeiras alteracdes na
concentracdo da mucina ndo afectam o sistema. Em comparacdo com a saliva
| podemos observar que todas apresentam uma variacdo de potencial de
corrosao idéntica.

Em relacdo as densidades de corrente de corrosdo também se observa
valores idénticos entre si, no entanto para a saliva I+mucina;, a densidade
ocorre a valores mais baixos. Esta diminuicdo pode ndo ser muito significativa
visto estar associada a um erro elevado. Observando a saliva artificial I,
verifica-se que a sua densidade de corrente de corrosao possui um valor mais
baixo do que as restantes salivas no entanto seria de esperar que quanto mais
baixo fosse a concentragcdo de mucina na saliva artificial mais o valor de
densidade de corrente de corrosao se aproxime da saliva I.

Os declives de Tafel anddicos referentes as salivas artificiais com
diferentes concentracbes de mucina apresentam valores muito semelhantes,
no entanto inferiores ao referente a saliva |. Esta informacdo sugere que as

ligeiras alteracdes na concentracdo da mucina ndo afectam o sistema, isto é,
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que as alteragdes na concentracdo da mucina continuam a inibir o processo
anodico. Tal como os declives de Tafel anodicos, os declives de Tafel
catédicos sdo muito semelhantes, o que traduz a inibicdo do processo catddico
visto apresentarem valores de declive de Tafel mais altos que os apresentados

para os ides cloreto.

Na figura 40 estdo representadas as curvas de polarizacao
potenciodindmica para a liga de Crémio-Cobalto em diferentes salivas artificiais
contendo diversas concentracées de mucina num intervalo de potencial entre -
750 mV e 900 mV vs Ag/AgCl.
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Figura 40 — Curvas de polarizacdo potenciodindmica para a liga de Cr-Co imersa em
diferentes salivas artificiais com pH ajustado cont endo diversas concentracdes de

mucina num intervalo de potencial de -650 mV a 900 mV vs Ag/AgCI

As curvas de polarizacdo potenciodinamica no intervalo de potencial
indicado apresentam uma semelhan¢ca muito grande apesar da variagdo da
concentracdo de mucina presente no meio salivar.

Na zona de passivacdo, todas as curvas revelam uma intensidade de
corrente praticamente idéntica, aproximadamente 3 pA/cm?, e em todas elas ha
uma perturbacdo no intervalo de potencial entre -100 mV e 200 mV vs Ag/AgCl.
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No entanto, na parte inicial da zona de passivagédo a curva Ib; apresenta um
ligeiro aumento dos valores da intensidade de corrosao.

Na zona de transpassivacdo, também é a curva I+mucina; que
apresenta um ligeiro aumento dos valores de intensidade de corrosao no

intervalo de potencial entre 600 mV e 750 mV vs Ag/AgCl.

Os voltamogramas ciclicos para a liga de Cromio-Cobalto em diferentes
salivas artificiais com diferentes concentracées de mucina, estao representadas

na figura 41.
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Figura 41 — Voltamogramas ciclicos para a liga de C  r-Co em diferentes salivas artificiais
com pH ajustado com diversas concentracbes de mucin a, a uma velocidade de

varrimento de 0,5 mV/s

Observando a figura 41 verifica-se que todos o0s voltamogramas
apresentam uma evolucédo idéntica ao longo de todo o intervalo de potencial.
Sendo que o potencial de quebra do filme passivante ronda os 700 mV vs
Ag/AgCI.

Da comparacao dos voltamogramas ciclicos com os estudos efectuados

a partir das curvas de potencial potenciodinamico pode-se concluir que as
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alteracOes de concentracdo de mucina efectuadas ndo alteram a resposta do
sistema de forma significativa, sendo talvez necessario utilizar concentracoes

mais distintas para se obter uma resposta diferente no sistema.

3.2.3. Influéncia do tampéo fosfato

Na cavidade oral acontece muitas vezes variacfes de pH, sendo assim
para compreender o que a acidez do meio salivar pode afectar o processo de
corrosao prepararam-se salivas artificiais baseadas na saliva artificial de
Fusayama Meyer, onde n&o existe a presenca do sistema tampao e o pH ronda
0s 4,5.

Na figura 42 estdo representadas as curvas de polarizacao
potenciodindmica para a liga de Crémio-Cobalto em diferentes salivas artificiais

nao tamponadas.
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Figura 42 — Curvas de polarizacdo potenciodindmica para a liga de Cr-Co imersa em

diferentes salivas ndo tamponadas
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A partir das medicdes da polarizagado potenciodinamica obtiveram-se o0s
parametros cinéticos, presentes nas tabelas 18 e 19 em anexo, que estdo

representados na figura 43.

Figura 43 — Valores de potencial de corrosédo (A) e  densidade de corrente de corrosao
(B), declive de Tafel anddico (C) e declive de Tafe | catédico (D) para a liga de Cr-Co

imersa em diferentes salivas artificiais ndo tampon adas

Observando as figuras 42 e 43 verifica-se que a liga de cromio-cobalto
apresenta diversos potenciais de corrosdo e de densidade de corrente de
corrosdo quando imersa em diferentes salivas artificiais ndo tamponadas. Tal
como as salivas artificiais tamponadas, estas salivas apresentam as mesmas
concentracOes totais de ides cloreto, ides fosfato e dos compostos organicos,
mucina, ureia e glucose. No entanto os i0es fosfato ndo se apresentam como

sistema tampéao e desta forma o pH das salivas artificiais ronda os 4,5.
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Para as salivas B, B+mucina, B+ureia+mucina, e C 0s potenciais de
corrosdo apresentam valores bastante aproximados, da ordem dos -500,0 mV
vs Ag/AgCIl. Em relacdo a saliva B+ureia, a liga apresenta o potencial de
COorrosao menos negativo comparativamente com os restantes. Adicionalmente,
guando a liga esta mergulhada nas salivas A e B+glucose, os valores de
potencial de corrosdo sdo 0s mais negativos

Comparando estes resultados com os obtidos para as salivas
tamponadas, pode-se afirmar que para estas salivas artificiais a liga apresente
potenciais de corrosdo de valores mais positivos, excepto para a saliva que
apenas possui ides cloreto. Giacomelli et al verificaram que quanto menor o
valor de pH mais positivo sera o valor de potencial de corrosdo da liga [93].
Sendo assim, esta variacdo dos potenciais de corrosdo esta de acordo com
estudos apresentados na literatura. Além disso, a auséncia de um tamp&o ou o
baixo valor de pH, faz com que ureia apresente um comportamento bastante
diferente, sendo nesta saliva B+ureia, onde se verifica os menores valores de
potencial de corrosdo. A saliva C também apresenta um comportamento
diferente, visto os valores de potencial de corrosdo estarem mais proximos das
salivas B, B+mucina e B+ureia+mucina.

Em relacdo a densidade de corrente de corrosédo, a liga de Cr-Co
apresenta valores idénticos quando mergulhada nas salivas B, B+ureia,
B+mucina, B+ureia+mucina e C. No entanto para as salivas A e B+glucose, a
densidade de corrente de corrosdo apresenta os valores mais baixos, 0,4597
HA/cm?, e mais altos, 5,6387 pA/cm?, respectivamente, o que significa que a
saliva A € 0 meio onde a liga possui maior resisténcia a corroséo, e a saliva
B+glucose é o meio onde a liga tem menor resisténcia a corrosao, isto €, € o
meio mais corrosivo.

Em semelhanca ao parametro anterior, estes resultados comparados
com os resultados das salivas artificiais tamponadas, apresentam um aumento
das densidades de corrente de corrosdo, excepto para a saliva apenas
constituida por ides cloreto em que a densidade € mais ou menos idéntica a da
saliva | e para as salivas B+glucose e C onde os valores de densidade séo
mais baixos em relacdo as salivas ll+glucose e Ill. Observando os estudos de

Maria Sovar et al, verifica-se que os valores de densidade de corrente de
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corrosao sofrem um aumento quando as experiencias sao efectuadas a um pH
mais acido (2,2) [94].

Os declives de Tafel anddicos referentes as diferentes salivas artificiais
apresentam valores muito diferentes no entanto sdo todos mais altos que o
declive referente a saliva artificial I. Através da figura 39 observa-se que para
estas salivas artificias a presenca da ureia promove um aumento do declive de
Tafel anddico, isto €, a presenca da ureia faz com que haja uma inibicdo do
processo anddico quando a liga de Cr-Co esta imersa na saliva artificial
B+ureia. Comparando estes resultados com os resultados da figura 30, que
para as salivas | e A os declives de Tafel anddicos sdo semelhantes. As
maiores diferencas sdo observadas nas salivas que contem glucose e na que é
composta por todos 0s componentes.

Em relacdo aos declives de Tafel catédicos quando a liga de cromio-
cobalto esta imersa nas diferentes salivas artificiais ndo tamponadas, estes
apresentam valores superiores aos observados para a saliva A. Estes
resultados traduzem uma inibicdo do processo catédico. No entanto
comparando com o0s resultados das salivas artificiais tamponadas pode-se
afirmar que sé existe uma diminui¢cdo no valor de declive de Tafel catddico para

as salivas ll+glucose e Il

Na figura 44 estdo representadas as curvas de polarizacao
potenciodinamica para a liga de Crémio-Cobalto em diferentes salivas artificiais
nao tamponadas num intervalo de potencial entre -650 mV e 900 mV vs
Ag/AgCl.
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Figura 44 — Curvas de polarizacdo potenciodinamica para a liga de Cr-Co imersa em
diferentes salivas artificiais ndo tamponadas num i ntervalo de potencial de -650 mV a
900 mV vs Ag/AgCl

As curvas de polarizagdo potenciodinamica com um intervalo de
potencial entre -650 mV e 900 mV vs Ag/AgCl, apresentam a zona de
passivacdo no intervalo de potencial entre -400 mV vs Ag/AgCl a 700 mV vs
Ag/AgCI. Este possui uma densidade de corrente praticamente idéntica, que
ronda entre os 3,5 puA/cm?e os 4 pA/cm?,

Na parte inicial da zona de passivagdo a curva C apresenta 0 mesmo
potencial mas uma intensidade de corrente de corrosdo mais baixa, no entanto
a curva B+glucose apresenta um valor de intensidade de corrente ligeiramente
maior e um potencial mais negativo. Por ultimo a curva A, ndo apresenta uma
transicéo entre a zona activa e passiva bem definida.

Em relacdo a zona de transpassivacao, todas as curvas apresentam um
crescimento exponencial e ndo se observa nenhum pico.

Comparando as curvas de polarizagdo com as efectuadas em salivas
tamponadas podemos afirmar que o intervalo de passivagao tém igual valor no
entanto esta deslocado para a direita, isto €, em vez de se apresentar entre -
500 mV e 600 mV vs Ag/AgCl, aparece entre -400 mV e 700 mV vs Ag/AgCI
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by

aproximadamente. Em relacdo a zona de transpassivacdo das salivas néo
tamponadas, esta ndo apresenta nenhum pico no entanto possui uma
exponencial semelhante as apresentadas pela liga de Cr-Co quando imersa
nas salivas tamponadas. Estes resultados apontam que néo ha a formacao dos
complexos de fosfato-cromio caracteristicos do pico apresentado na zona de
transpassivacao, isto pode sugerir que ndo ha a formacdo de espécies de
Cr(VIl) na gama de potencial que se aplica, quando estamos perante este tipo

de salivas artificiais.

Os voltamogramas ciclicos para a liga de Cromio-Cobalto em diferentes

salivas artificiais ndo tamponadas, estao representadas na figura 45.

100 -

50 J

o
5
<- '50 = A
= —B
~~ .
‘— _100- B+ ureia
B+mucina
B+glucose
-150 4 B+ureia+mucina
—C
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-600 -300 0 300 600 900

E / mV vs Ag/AgCl

Figura 45 — Voltamogramas ciclicos para a liga de C  r-Co em diferentes salivas artificiais

ndo tamponadas, a uma velocidade de varrimento de 0,5 mV/s

Observando a figura 45, verifica-se que todos 0s voltamogramas
apresentam um perfil idéntico. O sistema nunca apresenta o efeito de
cruzamento quando a liga de cromio-cobalto estda mergulhada nas salivas

artificiais ndo tamponadas.
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Comparando os voltamogramas da saliva Ill com C, podemos afirmar
que o potencial de quebra da camada passivante da saliva Ill € mais positivo
gue o da saliva C, da ordem dos 750 mV vs Ag/AgCl e dos 650 mV vs Ag/AgCI

respectivamente.

Em relacéo as salivas artificiais ndo tamponadas podemos concluir que
a glucose continua a ser o componente que mais interfere no processo de
corrosdo, no entanto devido a auséncia do tampao fosfato a sua contribuicao,
guando os componentes estdo todos presentes na saliva artificial, saliva C, é
pouco prenunciada. De um modo geral pode-se afirmar que na auséncia do
sistema tampado as salivas artificiais apresentam-se como um meio menos

corrosivo para a liga de Cr-Co.

3.3. Avaliacdo do crescimento bacteriano em salivas

artificiais

ApoOs os estudos de corrosdo quimica em salivas artificiais importa
avaliar, para futuros estudos de biocorrosdo, o crescimento de microrganismos
do ambiente oral na saliva artificial que melhor mimetize a saliva humana. Para
tal escolheu-se a saliva artificial 11l que contem todos os componentes, que tém
a intencdo de agir como substituintes das diversas fun¢bes, como € o caso da
funcdo de adeséao e de lubrificacédo, da saliva humana.

Desta forma foi em primeiro lugar feita a revitalizacdo das culturas
seguida da avaliagdo da viabilidade das mesmas em meio de manutengao.
Apods este estudo, fizeram-se 0s ensaios de crescimento na saliva artificial em

teste.

3.3.1. Viabilidade das estirpes em meio de

manutencao

A viabilidade das estirpes usadas neste estudo foi confirmada pela
avaliacdo do perfil de crescimento no meio YGLPB (Figura 46). Este foi
monitorizado por medidas da densidade 6ptica (OD) ao longo do tempo. Foram
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também calculados a velocidade especifica de crescimento (1) e o tempo de

geracéo (Tg) no final da fase de crescimento exponencial (tabela 10).

Streptococcus mutans - YGLPB
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Figura 46- Perfis de crescimento em meio YGLPB das  bactérias em estudo

Tabela 10 - Parametros do crescimento bacteriano re  ferentes a figura 46

Parametros S. sobrinus S. mutans

u(h™) 0,049 0,039
Tg (h) 15,43 16,29
0.D.(600 nm) 0,73 0,59
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Estes resultados mostram claramente que estes microrganismos se
encontram viaveis, podendo desta forma ser iniciado o estudo do

estabelecimento das condi¢des de crescimento na saliva artificial.
3.3.2. Crescimento em saliva artificial
As culturas (S. mutans e S. sobrinus) foram inicialmente crescidas em

meio de manutenc&o BHI e o seu crescimento foi seguido por leituras de OD a
600 nm (Figura 47).

Crescimento em BHI

—¢—S. mutans

—&—S. sobrinus

OoD600Nm

O Ll L] L] 1
0 10 20 30

tempo / h

Figura 47- Crescimento de S. mutans e S. sobrinus em meio BHI

As culturas em meio BHI, foram adaptadas de forma gradual a saliva
artificial utilizada. A adaptacdo gradual consistiu na utilizacdo de percentagens
crescentes da saliva artificial em BHI (20%, 40%, 60% 80% e finalmente

100%), fazendo-se 3 repicagens para cada concentracao de saliva (tabela 11).
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Tabela 11 - OD finais da adaptacdo progressiva a sa liva artificial (OD inicial para as duas

culturas = 0,1)

20% saliva 0,416 0,438
40% saliva 0,334 0,340
60%saliva 0,317 0,328
80% saliva 0,240 0,218
100% saliva- SC* 0,190 0,177

* SC- “Saliva Completa”

Tendo em conta as baixas OD obtidas nos crescimentos realizados com

a saliva artificial, esta foi suplementada com glucose (0,2% (p/v)) e

crescimento celular foi seguido através de leituras de ODgoonm (figura 48).

Crescimento em CS + 0,2% glc
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0,1
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OD600Nm

Figura 48- Crescimento de S. mutans e S. sobrinus na saliva artificial suplementada com

glucose (glc)

o

Os resultados obtidos permitem concluir que na saliva artificial testada o

crescimento é significativo desde que haja uma suplementacdo extra com

glucose.
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Tendo em consideracao, que o objectivo principal deste trabalho foi o
estudo do processo de corrosdo da liga de Crémio-Cobalto imersa em
diferentes salivas artificiais, pode-se afirmar que o objectivo foi alcancado.

Na primeira fase do trabalho foi realizado a caracterizagcdo morfolégica e
quimica da liga de Cr-Co, de forma a observar-se a nivel macroscopico e
microscoépico a superficie da liga e conhecer a sua composi¢do quimica.

Em seguida, recorrendo aos estudos electroquimicos, nomeadamente as
medidas de potencial em circuito aberto, a polarizacado potenciodinamica e a
voltametria ciclica, foi estudado a corrosdo da liga de Cr-Co em diversas
salivas artificiais.

Em primeiro lugar estudou-se a interac¢cdo de cada componente numa
saliva artificial tamponada com um tampao fosfato. Verificou-se que a glucose
na presenca do tampéo fosfato confere a saliva artificial propriedades que a
tornam mais corrosiva para a liga de Cr-Co. Além disso verificou-se que esta
interaccd@o prevalece mesmo quando estdo presentes outros componentes da
saliva, o que significa que a saliva lll, que possui todos 0s componentes e por
isso mais proxima a saliva humana, € 0 meio mais corrosivo de todas as
salivas artificiais. Sendo assim foi necessario perceber como é que cada
componente influencia o processo de corrosdo e para isso efectuaram-se
estudos em salivas artificiais que apresentavam apenas um componente e ides
cloreto como base. Concluiu-se entdo que individualmente cada componente
nao influencia muito a resposta do sistema, nas concentragbes estudadas,
sendo a saliva com o tampao fosfato a que mais se destaca.

Por ultimo, efectuou-se um estudo de corrosédo, para salivais artificiais
baseadas na saliva de Fusayama Meyer, que ndo tem na sua constituicdo o
tampéao fosfato e o seu pH é mais acido. Verificou-se ainda que a glucose
continua a ser o componente que mais altera a resposta do sistema, isto €, a
liga de Cr-Co tem uma menor resisténcia a saliva artificial que contém glucose.
No entanto quando estdo presentes todos 0s componentes numa sé saliva, a
saliva C, a influéncia da glucose é pouco evidenciada, sugerindo assim que a
mucina e a ureia conseguem estabilizar o meio. Em comparacdo com as
salivas artificiais tamponadas, as salivas ndo tamponadas apresentam um

deslocamento para potenciais mais positivos e valores de densidades de
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corrente de corrosdo menores, sendo assim pode-se considerar que as salivas
nao tamponadas S&o0 um meio menos Corrosivo.

Em relacdo aos estudos efectuados sobre o crescimento bacteriano
permitem concluir que na saliva artificial testada o crescimento € significativo
desde que haja uma suplementacdo extra de glucose. Comparando estes
resultados com os resultados anteriores, sabendo que a saliva estudado foi a
saliva Ill, podemos afirmar que para haver um crescimento de microrganismos
adequado é necessario aumentar a concentracdo de glucose, o que podera

influenciar o processo da corroséo da liga de Cr-Co.

Numa fase futura, de forma a completar o estudo do processo de
corrosdo serd necessario efectuar a quantificacdo dos ides metalicos presentes
nas salivas artificiais apés as medidas em potencial de circuito aberto além da
analise da superficie da liga através das técnicas de espectroscopia de
fotoelectrbes-X e difraccdo de raios-X. Além disso seria uma mais valia estudar
mais aprofundadamente factores que alterem as condi¢cées da cavidade oral,
como por exemplo, a temperatura, visto poderem afectar o processo de
corrosédo da liga de Cr-Co.

Em relacdo aos microrganismos, tendo em conta a utilizacdo de um
suplemento extra de glucose, efectuarem-se estudos de biocorroséo para a liga
de Cromio-Cobalto. Eventualmente ser4 necessario alterar-se as
concentracfes dos componentes da saliva artificial, de modo a obter-se um

meio mais adequado para o crescimento dos microrganismos orais.
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Ao longo da presente investigacdo efectuaram-se estudos de
polarizacdo potenciodindmica em diferentes salivas artificiais. Os valores dos

parametros cinéticos obtidos encontram-se nas tabelas 12-19.

Tabela 12 — Valores de pH e parametros cinéticos, e  0s seus desvios, da liga de Cr-Co

imersa em diferentes salivas artificiais

A?tﬁ:ZZI pH | E(=0) (mV) | E(i=0) (V) | ic (WAcm?) | ic (uA/em?)

-556,2 0,4529

| 6,610 -553,2 -551,9 +5,1 0,4176 0,4460+0,0257
-546,3 0,4675
-564,3 2,3415

I 6,671 -547,3 -556,7 + 8,7 1,1515 1,6834:0,6050
-558,6 15573
-564,2 1,0464

I+ ureia 6,659 -552,4 -561,1+7,7 2,0963 el Bl
-566,8 2,1476
-569,3 2,3627

ll+mucina | 6,661 -563,2 -563,7+5,3 1,9671 2,015320,3259
-558,7 1,7162
-595,9 7,8220

ll+glucose | 6,632 -588,9 -590,7 + 4,5 9,3737 8,8634:0,9019
-587,4 9,3946

II+ureia+ s, % 1,70840,5205

. 6,675 -563,6 -567,1+4,8 1,1101 , (08420,

mucina 565.7 > 0566
-587 7,6345

Il 6,704 -583,4 -586,9 * 3,4 9,9126 Szl ety
-590,2 7,8747
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Tabela 13 — Declives de Tafel para a liga de Cr-Co imersa em diferentes salivas artificiais

Aﬁﬁ:gzl Ba/ MV | BalmV B/ MV | |Be|/ MV
164.1 76,6

' 128,6 | 156,9 +25,4 73,7 76,8+ 3,2
177,9 -80,0
2783 69,6

I 2271 | 260,1+28,6 78,6 73,4+4.6
2749 72,1
204,0 68,5

I+ ureia 618,0 | 335,6+244,7 -83,2 72,3+9,5
184,9 65,3
207,7 64,7

ll+mucina 2483 | 273,6481,5 70,3 70,646,1
364,8 76,9
55,0 -151,8

lI+glucose 49,7 50,7+3,9 -166,1 161,5+8,4
47,5 -166,6
Isureias 184.1 61,0

e 1832 | 191,0+12,7 68,6 66,3+4,6
205,6 69,2
50,5 -159,0

I 42,3 48,3452 -172,0 162,8+8,0
52,0 -157,4

106



Capitulo 6 — Anexos

Tabela 14 — Valores de pH e parametros cinéticos, e  0s seus desvios, da liga de Cr-Co

imersa em diferentes salivas artificiais com pH aju  stado

Aiﬁ:ZZI pH | E(=0) (mV) | E (i=0) (mV) | ic (WAcmM?) | ic (WA/Cm?)
'556,2 04529
| 6,610 s 551,90 +5,1 0,4176 0,44600,0257
-546,3 04675
| 6001 05101
l+ureia 6,637 -594,2 -508,3 3,6 ’ 0,7088+ 0,2477
0,6182
-600,7
o
l+mucina 6,658 -602,2 -600,7 3,6 ! 0,6745+ 0,0137
0,6592
-596,6
561,6 04816
l+glucose 6,629 576,7 571,6+8,7 0,5347 0,47790+0,0587
5765 0,4176
564,3 23415
I 6,671 -547,3 .556,7 +8,7 1,1515 1,6834+0,6050
.558.6 1,5573

Tabela 15 — Declives de Tafel para a liga de Cr-Co  imersa em diferentes salivas artificiais

com pH ajustado

Saliva
e mV mV mV mV
Artificial Ba/ Ba/ B/ |Bc|/
164 1 76,6
! 128.6 IS A2 737 76.8+3.2
177.9 -80,0
5072 21327
l+ureia 2704 | OOTHBLA 1 16 124,3+8,0
287.6 -123.4
258 2 21150
l+mucina 302.0 286,0+242 | 1195 118,8+4.0
297.8 21229
258 4 2152 3
l+glucose | 257.5 2548554 | 1307 | 1332+180
248.6 -116.6
278.3 -69.6
I 2271 260,1+28.6 78,6 73.4+4,6
274.9 721
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Tabela 16 — Valores de pH e parametros cinéticos, e  0s seus desvios, da liga de Cr-Co
imersa em diferentes salivas artificiasis com pH aju stado contendo diversas

concentracdes de mucina

x| pH | EG=0) (V) | E(=0) (V) | ic (walem?) | i (uAem?)
-556,2 0,4529
6,610 -553,2 5519 +5,1 0,4176 0,4460+0,0257
-546,3 0,4675
-603,2 0,68577
I+mucina 6,658 -602,2 -600,7 £ 3,6 0,67834 0,6745+0,0137
-596,6 0,65924
-600,0 0,61217
I+mucina ; 6,643 -603,1 -604,9 £6,0 0,51982 0,5497 + 0,0542
-611,5 0,51699
-607,5 0,61996
I+mucina , 6,666 -604,2 -604,2 + 3,3 0,65464 0,6445 +0,0214
-601,0 0,65888

Tabela 17 — Declives de Tafel para a liga de Cr-Co  imersa em diferentes salivas artificiais

com pH ajustado contendo diversas concentracfes de mucina

A‘:’tﬁ:zzl Ba/MV | Ba/mV | Bo/mV | |Be|/mV
164,1 -76,6
128,6 156,9+ 25,4 -73,7 76,8+ 3,2
177,9 -80,0
258,2 15,0

I+mucina 302,0 286,0+24,2 -118,5 118,8+4,0
297,8 -122,9
317,3 1259

l+mucina; | 2356 | 256,9+53,0 | -110,3 | 114,2+10,4
217,9 -106,3
279.4 1134

I+mucina » 314,2 307,5+25,4 -114,1 114,2 +0,9
3288 115,1
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Tabela 18 — Valores de pH e parametros cinéticos, e  0s seus desvios, da liga de Cr-Co

imersa em diferentes salivas artificiais ndo tampon adas

Saliva pH | E (i=0) (mV) | E (i=0) (mV) | i. (uWA/cm?) ic (MA/cm?)
Artificial

-547,2 0,4915

A 5,592 -546,4 -5458+1,8 0,3946 0,4597+ 0,0564
543.8 0,4929
-496,6 3,2247

B 4,735 -498,6 -496,8 +1,7 2,9568 2,9972+ 0,2103
4953 2,8100
-465,8 3,1493

B+ureia 4,849 -467,3 -467,2 £1,3 3,3386 2,9967+ 0,4387
-468,4 2,5021
-501,5 3,4738

B+mucina | 4.875 -502,2 -503,5+2.9 3,3323 3,2468+0,2798
-506,9 2,9342
-539,1 5,6660

B+glucose | 4,780 -539,2 -539,1 +0,2 5,1773 5,6387+ 0,4484
-538.9 6,0729
B Ureiat -506,7 3,2902

. 4,950 -509 -505,9 + 3,5 3,1447 3,1386+ 0,1547
mucina -502.1 2,9809
-513,4 2,5510

C 4,921 -504,5 -509,7 + 4,6 2,9866 2,8990 + 0,3136
_511’1 3,1596
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Tabela 19 — Valores de pH e parametros cinéticos, e  0s seus desvios, da liga de Cr-Co

imersa em diferentes salivas artificiais ndo tampon adas

Saliva

Artificial Ba/ MV Ba/ MV Bc / mV [Bc| / mV
204,4 -87,4

A 184,7 210,4+ 29,2 -82,5 86,0+ 3,0
242,2 -88,0
282,2 -124,2

B 318,9 291,4+24,3 -115,4 118,8+4,8
273 -116,7
453,6 -144.8

B+ureia 684,4 563,4+115,8 -143,2 142,7+2,4
552,1 -140,1
333,1 -117,6

B+mucina 403,3 342,2457,1 -119,2 116,0+4,3
290,1 -111,1
332,7 -177,2

B+glucose 189,6 318,2+122,0 -116,4 166,0+45,1
432,2 -204.,4
B+ureia+ 274,4 -113,1

mucina 296,7 331,0+79,5 -109,0 113,4+4,5
421,8 -118,0
433,3 -110,9

C 422.,4 490,8 +109,2 -119,7 115,9 4,5
616,7 -117,0
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