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Resumo

OLIVEIRA, Adaué Siegert. Efeito de cobertura antiaderente no acumulo de
biofilme em braquetes ortodonticos. 2012. 32f. Dissertacdo (Mestrado) -
Programa de Pdés-Graduacdo em Odontologia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

O uso de dispositivos ortodonticos tem sido associado ao aumento da retencao de
biofiime dentario. Neste estudo, foi testado o efeito de coberturas hidréfobas,
baseadas em organo-silanos (flourados ou nao), no aumento do angulo de contato e
reducdo de acumulo de biofilme inicial em dispositivos ortoddnticos. Dois tipos
diferentes de solucdes hidréfobas foram testadas: solucdo hidréfoba 1 (SH1), obtida
pela diluicdo de 2,5% de hexadecil-trietdxi-silano em etanol, e solucdo hidréfoba 2
(SH2), composta por 2,5% de perfluorodecil-trietoxi-silano diluido em
dimetilsulféxido. As solucdes foram aplicadas em substratos ceramico e de aco inox
e, via processo sol-gel e reticulacdo, foram formadas redes siloxanas na superficie
dos dispositivos. O efeito das coberturas foi avaliado em duas etapas. Na primeira
etapa, buscando a caracterizacdo da superficie, foi analisado o angulo de contato
com agua. Placas de aco inox e alumina policristalina foram preparadas, aplicando
ou nao jateamento prévio das superficies com particulas de alumina. Foi observado
aumento significativo do angulo de contato com a aplicagcdo das duas solucdes
hidréfobas em ambos substratos, sendo que o jateamento do substrato propiciou a
formacéo de superficie superhidréfoba no substrato ceramico (angulo de contato de
até 155°), enquanto superficies hidréfobas foram obtidas no substrato ago (angulo
de contato até 123°). Na segunda fase do trabalho, avaliou-se o efeito da cobertura
no acumulo de biofilme em braquetes ortodbnticos, através de modelo de
microcosmos. Braquetes ortodonticos foram previamente preparados conforme o0s
tratamentos de superficie que apresentaram melhores resultados na primeira fase
(SH1 para aco, SH2 para ceramica). Foi avaliado o efeito da cobertura na formacao
de biofilme em periodos de 12h e 24h (controles: substratos n&o-recobertos e
substratos jateados). Os resultados mostraram que as coberturas hidr6fobas néo
resultaram em efeito significativo no acumulo de biofilme no tempo 12h, entretanto
todos os tratamentos de cobertura reduziram de forma significativa o acumulo de
biofilme sobre os braquetes metalicos e ceramicos comparados aos grupos controle
no periodo 24h. Foi observada relacdo de reducdo exponencial significativa entre
angulo de contato e acumulo de biofilme para o tempo 24h. Dessa forma, conclui-se
que a aplicacdo de coberturas (super)-hidréfobas reticuladas via processo sol-gel na
superficie de dispositivos ortoddnticos metalicos e ceramicos reduziu o0 molhamento
das superficies em contato com a agua e teve efeito significativo na retencdo de
biofilme bucal sobre esses dispositivos apos 24h.

Palavras-chave: Angulo de contato. Biolfime dentario. Braquetes ortodonticos.
Hidrofobia. Organo-silanos. Processo sol-gel. Propriedades de superficie.



Abstract

OLIVEIRA, Adaué Siegert. Efeito de cobertura antiaderente no acumulo de
biofilme em braquetes ortodonticos. 2012. 32f. Dissertacdo (Mestrado) -
Programa de Pdés-Graduacdo em Odontologia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

The use of orthodontic devices has been associated with an increase in dental
biofilm retention. In this study, the effect of hydrophobic coatings, based on
(fluorinated or not) organo-silanes, on the reduction of the contact angle and early
biofilm retention in orthodontic devices was tested. Two different types of
hydrophobic were tested: hydrophobic solution 1 (SH1), obtained by dilution of 2.5%
of hexadecyl-triethoxy-silane in ethanol, and hydrophobic solution 2 (SH2),
composed of 2.5% of perfluorodecyl-triethoxy-silane diluted in dimethyl sulfoxide.
The solutions were applied in ceramic and stainless steel substrates and, via sol-gel
process and crosslinking, siloxane networks were formed on the surface of the
devices. The effect of the coatings was evaluated in two stages. In the first stage,
aiming the characterization of the surface, the water contact angle was analyzed.
Stainless steel and polycrystalline alumina plates were prepared, previously applying
or not alumina sandblasting as surface treatment. A significant increase in contact
angle was observed with the application of both hydrophobic solutions in both
substrates, with the sandblasting allowing formation of super-hydrophobic surface in
the ceramic substrate (contact angle up to 155°), while hydrophobic surfaces were
obtained in the steel substrate (contact angle up to 123°). In the second phase, the
effect of the hydrophobic coating on the biofilm retention in orthodontic brackets was
evaluated using a microscosm model. Orthodontic brackets were previously prepared
according to the surface treatments that showed the best results in the phase 1 (SH1
for steel, SH2 for ceramic). The effect of the coatings on the biofilm formation was
evaluated in periods of 12h and 24h (controls: uncoated substrates and sandblasted
substrates). The results showed that the hydrophobic coatings did not result in
significant effect in biofilm retention for the time 12h, whereas all coating treatments
significantly reduced the biofilm retention in the metal and ceramic brackets
compared with the control groups. A significant exponential reduction in biofilm
retention at 24h was associated with the increase in contact angle. It can be
concluded that application of (super)-hydrophobic crosslinked coatings via sol-gel
process on the surface of orthodontic metal and ceramic brackets reduced the
surface wetting of the surfaces in contact with water and had a significant effect on
the retention of dental biofilm after 24h.

Keywords: Contact angle. Oral biofilm. Orthodontic brackets. Hydrophobia. Oragbo-
silanes. Sol-gel process. Surface properties.
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1 Introducéo

A utilizacdo de braguetes em tratamentos ortoddnticos tem sido associada a
alteracbes bucais que incluem reducdo do pH, colonizagcdo por microrganismos e
aumento do acumulo de biofilme (STEINBERG; EYAL, 2004). A desmineralizacdo do
esmalte adjacente a braquetes ortodbnticos, como mostrado na Figura 1, € um
grande problema clinico que pode aumentar a prevaléncia e gravidade de lesfes de
carie (MEI et al., 2009). Tal condicdo ocorre pois a superficie dos dispositivos
ortodénticos atua como area de retencdo (Figura 1), faciltando o acumulo de
biofilme (LEE et al., 2001; TURKKAHRAMAN et al., 2005).

Figura 1 — Biofilme aderido a superficie de braquete ortoddntico (A). LesbBes de
mancha branca em esmalte adjacente a dispositivos ortoddnticos, observadas apoés
remocao destes (B).

O tratamento ortodbntico € muitas vezes indicado para criancas que nao
possuem a capacidade motora totalmente desenvolvida ou para adolescentes que
nao possuem maturidade para respeitar os cuidados exigidos pelo tratamento, o que
torna os pacientes com esse perfil os mais prejudicados pelos efeitos negativos da
retencdo adicional de biofilme em dispositivos ortodénticos (SANPEI; ENDO;

SHIMOOKA, 2010). Um estudo longitudinal mostrou que lesGes de cérie
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desenvolvidas durante o tratamento ortodéntico progridem mesmo apdés o término do
tratamento, e que o percentual de regressdo das lesdes formadas durante a
utilizacdo dos dispositivos € minimo (VAN DER VEEN; MATTOUSCH; BOERSMA,
2007).

A constante busca pela estética aumentou de maneira consideravel a
utilizacdo de braquetes ceramicos. Entretanto, apesar da significativa melhoria na
qualidade desses braquetes, estes tém apresentado maior aderéncia bacteriana em
relacdo aos tradicionais braguetes de aco inox (VAN GASTEL et al., 2009). Entre as
formas ja testadas para reducao dos problemas associados ao acumulo de biofilme
em dispositivos ortoddnticos estdo o aprimoramento da técnica de colagem dos
braquetes, utilizacdo de substratos menos retentivos, utilizacdo de braquetes que
nao necessitam de amarria (autoligaveis) e utilizacdo de agentes de cimentacdo com
propriedades antimicrobianas (BISHARA et al., 1998). Estas abordagens, entretanto,

nao tém apresentado efeitos notérios.

A cobertura do substrato de dispositivos ortodénticos com agentes que
minimizem a formacao de biofilme bacteriano surge como possibilidade ainda pouco
estudada. A cobertura prata-platina em braquetes apresentou um efeito
antimicrobiano positivo (RYU et al. 2012). Outro estudo, in vivo, em criancas e
adolescentes em denticdo mista mostrou que o revestimento de braquetes com fita
de politetrafluoretileno reduziu de maneira significativa a aderéncia de biofilme
bacteriano, e os resultados motivam novos estudos de superficies antiaderentes em
dispositivos ortodonticos (DEMLING et al., 2010).

A capacidade de formar uma superficie hidrofoba esta diretamente ligada a
capacidade de um material ou estrutura ter baixa energia de superficie. Nos ultimos
anos, a possibilidade de desenvolver superficies (super)-hidréfobas tem recebido
muita atenc¢ao, pois controlar o molhamento de uma superficie é pertinente as mais
diversas areas da ciéncia. Na natureza, existem muitas superficies com estas
caracteristicas; folhas de plantas como couve e agrido, ou as asas da borboleta, séo
exemplos. Dominar esse conhecimento pode permitir evitar desde a formacgao de
geada em uma superficie a impedir o acimulo de biofilme em lentes de contato,
dentre outros varios exemplos (NOSONOVSKY; BHUSHAN, 2009).
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Entre os materiais utilizados para tornar superficies antiaderentes se
destacam os fluorocarbonos. A partir desses precursores foi possivel desenvolver
um filme superhidrofobo comercialmente difundido como Teflon®. Outro material
bem conhecido de baixa energia de superficie € o polidimetilsiloxano, que pertence
ao conhecido grupo dos silicones; esse material permite a obtencédo de superficies
hidrofobicas a partir de diferentes métodos. Além dos ja conhecidos fluorcarbonos e
silicones, outros materiais organicos e inorganicos tém sido desenvolvidos como
alternativas para obtencdo de superficies hidréfobas (MA; HILL, 2006). Novas
coberturas repelentes a agua, produzidas através do processo sol-gel sem presenca
de fldor, tem obtido elevados angulos de contatos, o que torno a composicdo menos
toxica e ainda eficiente (LAKSHMI et al., 2011; DASTJERDI et al., 2012).

A funcionalizacdo da superficie de substratos ortodénticos pode gerar
superficies hidrofobas, ou seja, com angulo de contato com a agua entre 90° e 150°.
Para melhor desempenho, é desejavel ainda que a superficie do braquete seja
modificada para que possa ser obtido efeito superhidréfobo na mesma, ou seja,
angulo de contato com a agua maior que 150°. Superficies com essa caracteristica
podem ser resistentes a adesdo microbiana, uma vez que os biolfiimes orais se
formam por recobrimento protéico de superficies sélidas e formacao de pelicula
adquirida, embora a adesdo microbiana dependa ainda da hidrofilia dos
microrganismos e ioutras nterac¢des fisico-quimicas destes com as superficies

sélidas.

Recentemente foi depositado pedido de patente de uma composicao
antiaderente para utilizacdo em tecidos dentarios como o esmalte (OGLIARI et al.,
2010). Tal composicdo obtém efetividade de cobertura antiaderente do substrato,
tornando-o (super)-hidréfobo e/ou lipéfobo, por meio da utilizagdo de composto

exemplificado abaixo:

em que R = cadeia linear, ramificada ou ciclica de dois ou

mais carbonos e/ou fluorcarbonos, e X = grupo funcional

R CD com capacidade de ligar-se a estrutura do substrato, como

silano, clorosilano, acido carboxilico, acido fosférico, acido

fosfénico, acido sulfénico, isocianato e haleto de acila.
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Tais moléculas sdo caracterizadas por um sitio com capacidade de se ligar
ao substrato dentério e um sitio constituido de cadeia de &tomos com caracteristicas
hidrofobas/lipéfobas. O propdsito deste estudo foi ampliar a utilizacdo desses
tratamentos de cobertura para substratos ortodonticos, possibilitando obtencdo de
dispositivos com caracteristicas superficiais antiaderentes, considerando a hip6tese
de impacto direto nos efeitos do acumulo de biofilme nesses substratos. A
possibilidade de trabalhar em substratos ortodénticos permitem melhores condicdes
para modificacdo da superficie, como formacdo de rugosidades superficiais e
aplicacdo de calor para melhorar a qualidade da ligacdo composicédo-substrato, o
que pode ser inviavel com dentes.



2 Capitulo 1

Cobertura (super)-hidréfoba de dispositivos ortoddnticos e reducdo da
retencdo inicial de biofilme bucal

(Super)-hydrophobic coating of orthodontic devices and reduction of early oral biofilm

retention

2.1 Introducéao

A utilizacdo intrabucal de dispositivos ortodénticos tem sido associada a
alteracdes na microbiota oral, incluindo aumento da densidade microbiana, atividade
metabdlica e patogenicidade dos microrganismos (CHANG; WALSH; FREER, 1999;
DIAMANTI-KIPIOTI; GUSBERTI; LANG, 1987). Estes efeitos se devem ao acumulo
de biofilme propiciado pela superficie dos dispositivos ortodonticos, embora a
aderéncia microbiana possa ser influenciada pelo tipo de material do substrato
(LINDEL et al., 2011; VAN GASTEL et al., 2009). Entre as formas ja testadas para
reducdo dos problemas associados ao acumulo de biofilme em dispositivos
ortodénticos pode-se citar a utilizacdo de braquetes que ndo necessitam de amarria
(autoligaveis) e agentes de cimentacdo com propriedades antimicrobianas;
entretanto, a efetividade desses métodos na reducdo de problemas associados ao
acumulo de biofilme ainda levanta suspeita (AMASYALI et al., 2011; GAMEIRO et
al., 2009; TURKKAHRAMAN et al., 2005).

A formacdo de biofilme no meio bucal se inicia por formacdo de pelicula
adquirida pela adsorcdo de biopolimeros salivares, formando interface entre o0s
microrganismos e as superficies (HANNIG; HANNIG, 2009). Uma vez que a
formacao de biofilme envolve adeséo a superficie como passo inicial ao acumulo de
placa, a alteracdo da superficie dos dispositivos ortoddnticos, tornando-os menos
suscetiveis a essa aderéncia, poderia reduzir a colonizacdo e/ou facilitar a remocao

mecanica do biolfime nos estagios iniciais de colonizacdo. A capacidade de formar
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uma superficie com caracteristicas de pouca aderéncia estd diretamente ligada a
capacidade de um material ou estrutura ter baixa energia de superficie, e ao angulo
de contato formado com o aderente (GAO; MCCARTHY, 2006). Adesao microbiana
e formacéo de biofilme dependem da interacdo entre diversos fatores relacionados
aos microrganismos e ao substrato colonizado, incluindo contato com fluidos bucais
e cobertura glicoproteica, hidrofobia e molhabilidade e das superficies, além de
forcas fisico-quimicas especificas entre ligante e receptor (BUSSCHER et al., 2010;
CHRISTERSSON et al.,, 1989; HANNIG; HANNIG, 2009; HERMANSSON, 1999;
OKADA et al., 2008).

Nos dultimos anos, a possibilidade de desenvolver superficies (super)-
hidrofobas tem recebido muita atencédo, e diversos materiais e métodos para
controlar a topografia e quimica de superficies e torna-las antiaderentes foram
testados (MA; HILL, 2006). Superficies que formam angulo de contato com a agua
entre 90° e 150° sdo consideradas hidréfobas, e >150° sdo consideradas super-
hidrofobas (GAO; MCCARTHY, 2006; MA; HILL, 2006). Entre os materiais utilizados
com essa finalidade destacam-se 0s organo-silanos, que possuem um grupamento
inorganico na extremidade da molécula, um grupamento hidrolisavel (geralmente
alcéxi) e uma cadeia carbbnica na outra extremidade, que pode variar em tamanho e
funcionalidade, podendo conter fluorcarbonos. A extremidade organica dos silanos
pode propiciar efeito antiaderente a superficies de diferentes naturezas (GAO,;
MCCARTHY, 2006; KONDO et al., 2004; SAMBHY; PETERSON; SEN, 2008).

A funcionalizacdo da superficie de substratos ortodonticos poderia gerar
superficies que dificultassem a adeséo microbiana, formacao da pelicula adquirida e
retencéo inicial de biofilme bucal. O uso de coberturas antiaderentes para controle
de biofilme ou aumento da resisténcia a pigmentagcédo de materiais odontolégicos foi
avaliado anteriormente, porém a modificagdo de substratos ortodonticos né&o
recebeu atencdo. Um recente estudo in vivo em criangas e adolescentes em
denticAho mista mostrou que o0 revestimento de braquetes com fita de
politetrafluoretileno reduziu de maneira significativa a aderéncia de biofilme
bacteriano (DEMLING et al., 2010). Dessa forma, substratos ortodonticos
modificados por meio de cobertura antiaderente poderiam reduzir a formacao de
biofilme ou facilitar remogdo mecéanica do mesmo; entretanto, este método ndo tem

relato na literatura.
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O objetivo do presente estudo foi aplicar coberturas antiaderentes via
formacdo de camada reticulada por processo sol-gel sobre a superficie de
substratos e braquetes ortodénticos (metalicos e ceramicos) no intuito de avaliar a
capacidade dessa cobertura na reducdo da retencao inicial de biofilme bucal
utilizando modelo de microcosmos. A hipétese testada foi a de que a obtencdo de
camadas (super)-hidrofobas levaria @ menor retencéo inicial de biofilme sobre os

dispositivos ortodénticos.

2.2 Metodologia

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Pelotas (parecer 226/2011). Espécimes de
aco inoxidavel e alumina policristalina (ceramica) foram utilizados para avaliacdo do
angulo de contato com a agua. Braquetes ortodbnticos correspondentes, de aco e

ceramica, foram utilizados para avaliacdo do acumulo de biofilme bucal.

2.2.1 Preparo das solucdes hidréfobas

Duas solugBes hidrofobas distintas baseadas em silanos foram preparadas.
A Solucéo Hidrofoba 1 (SH1) foi obtida pela diluicdo de 2,5% de hexadecil-trietoxi-
silano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em etanol, enquanto a Solucéo Hidrofoba
2 (SH2) era composta por 2,5% de perfluorodecil-trietoxi-silano (Sigma-Aldrich)
diluido em dimetilsulféxido. A Figura 1 apresenta a estrutura molecular dos silanos
utilizados. Os reagentes foram utilizados conforme recebidos. A concentragédo de
fluorosilanos e o tipo de solvente necessario foram definidos com base em

experimentos-piloto.
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Figura 1 — Estrutura molecular dos silanos utilizados: hexadecil-trietéxi-silano (A) e
perfluorodecil-trietoxi-silano (B). As moléculas se caracterizam pela presenca de
longa cadeia carbdnica na extremidade orgéanica (contendo fluorcarbonos em B). O
mecanismo e potencial arranjo do polimero reticulado sobre diferentes superficies,
utilizando moléculas similares a estas, foi descrito anteriormente (SAMBHY;
PETERSON; SEN, 2008).

2.2.2 Recobrimento das superficies via processo sol-gel

Placas de aco cirargico 316L (10 x 10mm) e discos de alumina policristalina
(diametro 10mm x espessura 2mm) foram utilizados. A lisura das superficies foi
padronizada por polimento com lixas SiC granulacdo 600, 1200, 1500 e 2000,
seguida de polimento com pasta de pedra pomes e agua. Os espécimes de cada
substrato foram divididos em 6 grupos, de acordo com o tratamento de superficie e
solucdo hidréfoba utilizados. A Tabela 1 apresenta a descricdo dos grupos testados
e tratamentos realizados. Em estudos-piloto, definiu-se o jateamento com particulas
de alumina como tratamento 6timo para obtencdo da cobertura antiaderente. O
jateamento era realizado por 10s, distancia de 15mm, utilizando particulas de 30um
e pressao de 30psi. Os espécimes eram lavados com spray ar-agua e secos apos
jateamento. Superficies ndo-tratadas foram utilizadas como controle. O recobrimento
das superficies foi realizado aplicando-se 3 camadas de cada solucéo hidrofoba com
intervalos de 1 min. Os espécimes foram aquecidos a 150°C por 2h (INTI FL 1300;
Sdo Carlos, SP), com taxa de aquecimento de 10°C/min, para condensacdo de
camada siloxana reticulada na superficie dos substratos.
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Tabela 1 — Descricéo dos grupos testados

Substrato Tratamento Solucéo Cddigo

de superficie  hidrofoba

Aco Nenhum - A*
SH1 A-1
SH2 A-2
Jateamento* - AJ¥
SH1 AJ-1¥
SH2 AJ-2*
Ceramica  Nenhum - c¥
SH1 C-1
SH2 C-2
Jateamento - cJ¥
SH1 cJ-1¥
SH2 cJ-2*

*Detalhes do tratamento descritos na secéo 2.2.
*Grupos testados na analise de acimulo de biofime.

2.2.3 Avaliagcao do angulo de contato estético

O angulo de contato (n=5 por grupo) formado com a agua de espécimes
tratados e ndo tratados (Tabela 1) foi avaliado por meio de fotografias digitais
padronizadas (T1i; Canon, Toquio, Japdo). Uma gota de 20uL de agua destilada era
dispensada sobre o espécime, e o registro fotografico realizado 5s apds o
gotejamento. O angulo de contato foi calculado nas imagens pela média dos angulos

obtidos entre a superficie do espécime e os limites esquerdo e direito da gota.

2.2.4 Crescimento de biofilme em modelo de microcosmos

Foi utilizado modelo de biofiime de microcosmos anteriormente descrito
(FILOCHE; SOMA; SISSONS, 2007; VAN DE SANDE et al., 2011). Saliva humana
foi utilizada como inéculo; como substrato, foram utilizados braquetes ortodénticos

de aco inox e alumina (Edgewise Slim, slot 0,018"; Morelli Ortodontia, Sorocaba,
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SP). Os braquetes foram divididos em 8 grupos (n=16 braquetes por grupo),
conforme tratamentos descritos na Tabela 1, os quais foram alocados em dois
tempos de avaliacdo para crescimento de biofilme: 12h e 24h. Os braquetes foram
pesados em conjunto com microtubos estéreis (peso inicial). O biofilme de
microcosmos cresceu sobre os braquetes em placa de 24 micropogcos em meio

definido enriquecido com mucina com glicose a 1%.

Foram utilizados ~80mL de saliva, estimulada por filme de parafina (Parafilm
M; Chicago, IL, EUA), de um doador saudavel envolvido na pesquisa. O doador
suspendeu a higiene oral por 24h e a alimentacdo por 2h previamente a coleta de
saliva. Os braquetes foram transferidos assepticamente para cada poco e aliquota
de 0,4mL de saliva fresca e homogeneizada foi dispensada sobre cada braquete.
Apods 1h a 37°C, a saliva foi delicadamente aspirada do fundo do poco e 1,8mL de
meio de crescimento foram adicionados sobre cada braquete. As placas foram
incubadas em jarras de anaerobiose, com geradores atmosféricos com 5-10% CO; e
O, < 1% (Anaerobac; Probac, S&do Paulo, SP), e mantidas a 37°C por 12h ou 24h.

2.2.5 Andlise do acumulo de biofilme sobre os braquetes

Apbs os periodos de crescimento, os braquetes foram retirados dos pocos e
as células ndo-aderidas foram removidas delicadamente em banho individual (2mL)
de solucdo salina estéril a 0,9%, sendo recolocados em seus microtubos. Os
conjuntos espécime-microtubo foram novamente pesados, solucdo salina estéril foi
adicionada (1mL/mg de biofilme) e sonicados a 40W e amplitude de 5%, usando 3
pulsos de 10s cada para obtencdo de biofilme em suspensdo homogénea. As
suspensdes foram diluidas em séries de até 1x10’ e imediatamente inoculadas em
duplicata no meio de cultura em agar sangue para contagem dos microrganismos
totais. Todas as placas foram incubadas em jarras de anaerobiose, como descrito
acima, por 96h; ao final, as unidades formadoras de colénia (UFC) foram contadas
por unico operador treinado. Os resultados foram expressos em UFC/mg de biofilme

Umido.
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2.2.6 Anélise estatistica

Os dados de angulo de contato para cada substrato foram separadamente
submetidos a Analise de Variancia—ANOVA de duas vias (tratamento de superficie x
solucéo hidréfoba). Os dados de UFCs foram transformados em ranks e analisados
por ANOVA de duas vias (tratamento x tempo). Comparac¢des multiplas aos pares
foram realizadas utilizando o teste de Student-Newman-Keuls. Analises de
regressao nao-linear foram utilizadas para investigar a relacdo angulo de contato x
acumulo de biofilme, separadamente para cada tempo de avaliacdo. O nivel de

significancia de 5% foi adotado em todas as analises.

2.3 Resultados e Discussao

A Tabela 2 apresenta os resultados da andlise de angulo de contato. Os
fatores ‘tratamento de superficie’ (P < 0,003) e ‘solugao hidrofoba’ (P < 0,001) foram
significativos para ambos substratos, assim como a interacdo entre os dois fatores

(P < 0,001). O poder do teste foi = 0,862 para todas as condi¢des.

Tabela 2 — Resultados de angulo de contato com a agua

Substrato Solucédo Tratamento de superficie
hidréfoba Nenhum Jateamento

Aco - 75,7 (3,2) AP 72,9 (2,1) *°
SH1 107,4 (3,7) B 122,6 (2,8) A2
SH2 105,7 (1,1) ** 100,7 (2,7) AP

Ceramica - 52,3 (2,2) *° 45,2 (2,1) ®°
SH1 128,9 (3,7) B 151,4 (2,6) **
SH2 151,4 (2,1) ** 154,6 (2,3) 2

Para cada substrato, letras mailsculas na mesma linha e mindsculas na
mesma coluna indicam diferencas entre os tratamentos e as solucgdes,
respectivamente (a = 0,05).
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Para o substrato aco, a aplicacdo de ambas solu¢gbes hidréfobas aumentou
significativamente o angulo de contato quando o jateamento nao foi realizado (P <
0,001), sem diferenca significativa entre as solu¢des (P = 0,646). O jateamento nao
influenciou de forma significativa o angulo de contato do grupo em que a solucéo
SH2 foi aplicada (P = 0,19); entretanto, aumentou significativamente o angulo de
contato com o a¢o quando foi utilizada a solu¢cdo SH1 (P < 0,001). Para o substrato
ceramico, a aplicacdo das duas solugcdes hidrofobas também aumentou
significativamente o angulo de contato quando o jateamento nao foi realizado (P <
0,001). Entretanto, o jateamento aumentou significativamente o angulo de contato

com a ceramica apenas quando a solu¢cdo SH1 foi aplicada (P < 0,001).

A Figura 2 apresenta imagens ilustrativas do angulo de contato formado com
a agua nas superficies controle (ndo-modificadas) e naquelas em que o tratamento
hidréfobo foi mais efetivo em termos de aumento do angulo de contato (SH1 para
aco, SH2 para ceramica). O tratamento do aco (AJ-1) gerou superficie com baixo
molhamento, resultado da alta hidrofobia propiciada pelo tratamento antiaderente.
Entretanto, apenas na ceramica (especialmente no grupo CJ-2) foi possivel a
obtencado de superficie super-hidréfoba. A comparagdo com as imagens dos grupos
controle (Fig. 2a e 2c) deixa evidente o efeito da cobertura hidréfoba na capacidade
de reduzir substancialmente o molhamento na superficie do aco e ceramica. As
camadas depositadas na superficie dos substratos tém caracteristica apolar; a agua,
guando encontra uma superficie hidréfoba plana, forma uma camada de deplecéo
pouco densa por conducdo termodinamica (POYNOR et al., 2006), em funcdo do
menor valor critico de tensédo superficial e menor coeficiente de friccdo, causando
pouca atratividade entre as moléculas da agua e as condi¢des fisico-quimicas da

superficie.
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Figura 2 — Imagens representativas do angulo de contato formado com a agua para
0s grupos A (a), AJ-1 (b), C (c) e CJ-2 (d). As imagens mostram o angulo de contato
inicial (controle) de cada substrato (a, c) e o tratamento mais efetivo no aumento do
angulo de contato com a 4gua para cada condi¢do. No aco, a cobertura hidréfoba foi
capaz de criar superficie de baixo molhamento, enquanto na ceramica foi possivel a
obtencao de superficie super-hidréfoba.

Enquanto a solugdo SH1 dependeu da aplicagédo de tratamento da superficie
do substrato para mais efetiva reducéo do angulo de contato formado com a agua, a
solucdo SH2 néo sofreu influéncia das condi¢cdes do substrato — ou seja, da criacéo
de porosidade para melhor interagdo da camada (super)-hidr6foba com a superficie.
Em geral, algum tipo de tratamento prévio € necessario para promover cobertura
mais uniforme e tornar superficies repelentes a agua, em especial em substratos
hidrofilos e utilizando polimeros fluorados (NAKAJIMA; HASHIMOTO; WATANABE,
2001; SAMBHY; PETERSON; SEN, 2008). Sabe-se que o molhamento da superficie
e obtencdo de camada super-hidrofoba dependem do tipo de material, topografia e
quimica da superficie (FENG; JIANG, 2006; MA; HILL, 2006); o arranjo 3D da
camada reticulada na superficie dos substratos também pode variar de acordo com
o tipo e funcionalidade das moléculas (SAMBHY; PETERSON; SEN, 2008). Estes



22

fatores explicam as diferencas observadas entre as soluc¢des hidréfobas testadas no
estudo. Entretanto, os resultados de retencao inicial de biofilme, conforme descritos
a seguir, se mostraram independentes do tratamento inicial do substrato (i.e.,
jateamento ou ndo) quando as camadas hidréfobas foram utilizadas, o que é

importante do ponto de vista de simplificagdo do método de cobertura antiaderente.

Os resultados da andlise de biofilme sdo apresentados na Figura 3. Os
fatores ‘tratamento’ e ‘tempo’ foram significativos (P < 0,001), assim como a
interacéo entre os fatores (P = 0,003). O poder do teste foi = 0,846 para todas as
condi¢Bes. No tempo 12h, as coberturas hidr6fobas, independente do substrato, ndo
apresentaram efeito significativo na reducdo do acumulo de biofilme: ndo houve
diferenca significativa (P = 0,429) entre os grupos controle (A e C) e 0s grupos em
gue a cobertura hidrofoba foi mais eficiente em reduzir o angulo de contato (AJ-1 e
CJ-2). Isto pode ser explicado pelo fato de que maior quantidade de proteinas
salivares pode se aderir a superficies hidréfobas, facilitando a formacgéo da pelicula
adquirida, que media a colonizacdo microbiana e formacdo inicial de biofilme
(HANNIG; HANNIG, 2009). Esse efeito € observado principalmente em condicdes
estaticas de formacdo de biofilme (BUSSCHER et al., 2010), conforme o modelo
utilizado neste estudo. A adsorcdo de bactérias e proteinas salivares a partir de uma
solucdo aquosa sobre uma superficie soélida é o resultado de diversas forcas de
interacdo que ocorrem simultaneamente entre todos 0os componentes envolvidos
(fluido, sdlido, proteinas solubilizadas). A polaridade de cada componente afeta esse
processo de forma significativa, e diferentes forcas de atracdo e repulsdo, com
diferentes limites ou distancias de atuacdo, participam dos processos iniciais de
adesdo e manutencado do biofilme nos sélidos em meio aquoso (HANNIG; HANNIG,
2009), de acordo com a teoria DLVO estendida (HERMANSSON, 1999).
Considerando esses aspectos, € razoavel creditar efeito dos tratamentos baseados
em cobertura hidrofoba na formacao inicial e na manutencdo do biofilme formado

sobre superficies sélidas.

Considerando o tempo 24h de formagédo de biofiime neste experimento,
houve claro efeito das coberturas hidrofobas na reducdo da retencdo de biofilme:
todos 0s grupos recobertos apresentaram acumulo significativamente menor
comparados aos grupos nao-recobertos (P < 0,034), exceto para algumas

comparac¢des com o grupo CJ-1. Os grupos em que a cobertura hidréfoba foi mais
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eficiente na reducdo do angulo de contato (AJ-1 e CJ-2) foram 0s grupos que
apresentaram menor retencao de biofilme no tempo 24h. Este dado fica ainda mais
claro quando os dados de regressdo nao-linear, mostrados na Figura 4, sao
analisados. N&do houve relacéo significativa entre acamulo de biofilme e angulo de
contato no tempo de 12h, enquanto reducéo exponencial do acumulo de biolfime foi
associada ao aumento do angulo de contato no tempo 24h, independente do tipo de

substrato.

De forma geral, a retencéo de biofilme foi significativamente menor no tempo
12h vs. 24h (P < 0,001). Diferencas significativas entre os 2 tempos foram ausentes
apenas para 3 grupos experimentais, sendo estes 3 grupos tratados com coberturas
hidrofobas. Este dado evidencia que o recobrimento hidr6fobo pode néo ter efeito
detectavel pela técnica de coleta e cultivo nas 12h iniciais de acumulo de biofilme,
porém apresenta-se significativo na retencdo que acontece posteriormente.
Superficies hidr6fobas, apesar de permitirem maior adeséo proteica inicial, também
ocasionam ligacbes mais fracas com essas proteinas, facilitando o seu
desprendimento da superficie, 0 que também se reflete na subsequente aderéncia
microbiana e no desenvolvimento do biofilme. Isso explicaria o efeito de menor
acumulo de biofilme observado somente apds 24h de formacdo nos espécimes com
cobertura hidréfoba (BUSSCHER et al., 2010; HANNIG; HANNIG, 2009). Ainda,
guando os biofilmes estédo sujeitos as forcas de cisalhamento as quais atuam sobre
o biofilme supragengival presentes, por exemplo, na cavidade bucal, superficies
hidréfobas permitem maior desprendimento do biofilme formado (CHRISTERSSON
et al.,, 1989), o que se reflete em menor recuperacdo de biomassa a partir destas
superficies comparadas a superficies mais hidréfilas (BUSSCHER et al., 2010).
Embora a formacao da pelicula adquirida tenha tendéncia a uniformizar a cobertura
de superficies com diferentes hidrofilia e energia de superficie, a adsor¢cdo de
proteinas ndo elimina totalmente a influéncia das propriedades de superficie dos
substratos na subsequente colonizagdo microbiana e formacao de biofilme
(HANNIG; HANNIG, 2009). Esses fatores reforcam a importancia do tipo de
substrato e suas propriedades de superficie tanto na formacao inicial quanto na
manutencao do biofilme, que refletem diretamente na sua velocidade de formacéo e

na facilidade de sua remocéo.
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A influéncia do &ngulo de contato na retencdo inicial de biofilme foi
dependente da superficie testada, o que estd de acordo com estudos anteriores
(OKADA et al., 2008; SALERNO; LOGAN; VELEGOL, 2004; YOSHINO et al., 1998).
Embora diferenca entre os silanos utilizados tenha sido observada no que se refere
ao angulo de contato dentro de cada substrato, com cada molécula se mostrando
mais efetiva na reducdo do molhamento da superficie, ndo houve diferenca entre os
silanos em relacdo ao acumulo de biofilme no tempo 24h. Isso indica que a obtencéo
de camada super-hidréfoba néo foi necesséaria para interferir na adesdo e
colonizacdo microbiana das superficies. Este resultado se explica pelo resultado da
quimica das superficies hidr6fobas ser alterada quando estas sao cobertas por
glicoproteinas salivares, o que influencia a adesdo microbiana e acumulo de

biofilme, conforme descrito anteriormente.

Os resultados do presente estudo indicam que a aplicagdo de coberturas
hidréfobas baseadas em (fluoro)silanos sobre dispositivos ortodénticos tem efeito na
reducado da retencdo de biofilme oral sobre esses substratos. Embora ndo tenha sido
foco do estudo, a cobertura hidréfoba poderia, ainda, facilitar a remocdo mecanica
do biofilme acumulado sobre dispositivos ortodonticos. Sabe-se que a presenca de
dispositivos ortodénticos serve de nicho para acumulo de biofilme, o que pode levar
ao desenvolvimento de lesGes de carie adjacentes. Reduzir o acumulo inicial de
biofiilme e/ou facilitar a remocédo do biofilme retido nas superficies poderia ser
benéfico para os pacientes. Durante consultas clinicas, apés remocéao de elasticos e
fios, o profissional normalmente necessita remover biofiime e debris depositados
sobre a superficie de braguetes — a cobertura hidréfoba poderia facilitar esse efeito
também. Finalmente, embora o presente estudo se limite a retencdo inicial de
biofilme, este tipo de cobertura poderia ter outras aplicacbes ortodbnticas e
odontologicas, como a menor pigmentacao de elasticos e facilitagdo a remocéo de

biofilme sobre outros substratos.

2.4 Conclusao

A aplicacdo de coberturas (super)-hidrofobas reticuladas via processo sol-

gel na superficie de dispositivos ortodonticos metalicos e ceramicos reduziu o
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molhamento das superficies em contato com a agua e teve efeito significativo na

retencdo de biofilme bucal sobre esses dispositivos apos 24h.
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Conclusdes

Dentro das limitacdes do presente estudo, as seguintes conclusdes podem
ser definidas:

contato de substratos ortodnticos, aco inox e ceramica, e gerar superficies

(super)-hidrofobas;

As duas coberturas hidréfobas testadas foram capazes de aumentar o angulo de

— O jateamento com particulas de alumina como tratamento de superficie mostrou-

se necessario para potencializar a cobertura antiaderente em termos de aumento

do angulo de contato;

— A solugéo a base de perfluorodecil-trietoxi-silano, assim como a solucdo a base

de hexadecil-trietéxi-silano, apresentou resultados superiores no substrato

ceramico comparado ao metalico em termos de aumento do angulo de contato;

— As coberturas hidréfobas ndo foram capazes de reduzir o acimulo de biofilme
sobre os dispositivos no tempo de 12h de crescimento;

— As coberturas antiaderentes foram capazes de reduzir o acimulo de biofilme nos

dispositivos ortodonticos apds 24h, com uma relacdo de reducédo exponencial do

angulo de contato formado com a superficie do material e a reducédo do acumulo

de biofilme dentario;

— Superficies antiaderentes parecem interferir mais no desenvolvimento do biofilme

gue na aderéncia inicial em substratos de dispositivos ortodénticos.
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