UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS DA SAUDE

MARCELLY ANNY GONCALVES DE OLIVEIRA

IMPACTO DA O?(IDACAO ANODJCA NA ADESAO DE MICRORGANISMOS E
CELULAS SANGUINEAS: UMA ANALISE COMPARATIVA DE TRATAMENTOS DE
SUPERFICIE DE IMPLANTES DENTARIOS

PONTA GROSSA
2024



MARCELLY ANNY GONCALVES DE OLIVEIRA

IMPACTO DA OXIDAGAO ANODICA NA ADESAO DE MICRORGANISMOS E
CELULAS SANGUINEAS: UMA ANALISE COMPARATIVA DE TRATAMENTOS DE
SUPERFICIE DE IMPLANTES DENTARIOS

Dissertagao apresentada para obtencéo do titulo
de Mestre na Universidade Estadual de Ponta
Grossa, do Programa de Pods-Graduagcdo em
Ciéncias da Saude, area de concentragdo em
investigacao laboratorial, pré-clinica e clinica de
doencas.

Orientadora: Prof2. Dr2. Shelon Cristina Souza
Bandeca.

Co-orientador: Prof. Dr°. Luis Antonio Pinheiro.

PONTA GROSSA
2024



Oliveira, Marcelly Anny Gongalves de

048 Impacto da oxidagdo anddica na adesdo de microrganismos e células sanguineas: uma analise
comparativa de tratamentos de superficie de implantes dentérios / Marcelly Anny Gongalves de
Oliveira. Ponta Grossa, 2024.
65 f.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Saude - Area de Concentragdo:
Atencdo Interdisciplinar em Saude), Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Orientadora: Profa. Dra. Shelon Cristina Souza Bandeca.

Coorientador: Prof. Dr. Luis Antonio Pinheiro.

1. Implante dental. 2. Propriedades - superficie. 3. Titanio. 4.
Osseointegracdo. 5. Bactérias. |. Bandeca, Shelon Cristina Souza. II. Pinheiro, Luis Antonio. IlI.

Universidade Estadual de Ponta Grossa. Atengdo Interdisciplinar em Saude. IV.T.

CDD: 617.6

Ficha catalografica elaborada por Maria Luzia Fernandes Bertholino dos Santos- CRB9/986



MARCELLY ANNY GONCALVES DE OLIVEIRA

IMPACTO DA OXIDAGAO ANODICA NA ADESAO DE MICRORGANISMOS E
CELULAS SANGUINEAS: UMA ANALISE COMPARATIVA DE TRATAMENTOS DE
SUPERFICIE DE IMPLANTES DENTARIOS

Dissertagao apresentada para obtencéo do titulo
de Mestre na Universidade Estadual de Ponta
Grossa, do Programa de Poés-Graduagcdo em
Ciéncias da Saude, area de concentragdo em
investigagao laboratorial, pré-clinica e clinica de
doencas.

Ponta Grossa, 30 de julho de 2024.
Documento assinado digitalmente

ub SHELON CRISTINA SOUZA BANDECA
g Data: 30/07/2024 16:36:05-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. Shelon Cristina Souza Bandeca — Orientadora
Doutora em Odontologia pela Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho

Universidade Estadual de Ponta Grossa

Documento assinado digitalmente

ub PAULO CESAR SOARES JUNIOR
g Data: 30/07/2024 17:30:13-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Paulo César Soares Junior — Membro Titular da Banca
Pés-doutor em Fisica pela Universidade Federal do Parana
Pontificia Universidade Catdlica do Parana

Documento assinado digitalmente
g ub EDUARDO BAUML CAMPAGNOLI
Data: 30/07/2024 20:11:19-0300

Verifique em hitps://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Eduardo Bauml Campagnoli — Membro Titular da Banca

Doutor em Estomatopatologia pela Faculdade de Odontologia de Piracicaba da
Universidade Estadual de Campinas

Universidade Estadual de Ponta Grossa



“Nao sei por que vocé se foi
Quantas saudades eu senti

E de tristezas vou viver

E aquele adeus nao pude dar...”
- Tim Maia

Saudade, meu amigo, Florian Strasburger.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pois Ele que me sustentou e me deu forgas para
chegar até aqui e realizar esse sonho. Cada dia que passa tenho mais certeza da sua
acao em minha vida.

Aos meus queridos pais, Marcelo e Léia, que vieram preparando o meu caminho,
desde que eu nasci, para que esse dia enfim chegasse; e ao Hermeson e a Marcia (in
memoriam) que também fizeram esse papel em varios momentos da minha vida. Sem
vocés, nada disso seria possivel. Eu os amo muito!

A minha irm4, Thiellen, que desde muito jovem tomou para si a responsabilidade de
cuidar de mim. Muito obrigada por sempre ser minha parceira.

Para meu cunhado e melhor amigo, Florian (in memorian). Muito obrigada por ter
estado comigo em todos os momentos importantes da minha vida e ter me incentivado
chegar até aqui. Eu te amarei para sempre.

Ao meu marido, Lucas, por sempre acreditar em mim e por fazer meus dias mais
felizes.

Agradeco a minha orientadora, Prof. Dra. Shelon Cristina Souza Bandeca,
primeiramente pela oportunidade de ser sua orientada, por me motivar a pesquisar e
por ser um exemplo de humildade e dedicag&o para mim.

Agradeco ao meu coorientador, Prof. Dr. Luis Antonio Pinheiro, por todo conhecimento
cientifico transmitido durante esses dois anos.

Agradeco ao Prof. Dr. Gelson Biscaia, por me auxiliar realizando o tratamento de
superficie e me apresentar de forma muito leve uma nova area, a Fisica.

Agradeco a Jana do laboratorio, por me ajudar organizando todos os materiais e por
me ensinar a utilizar alguns aparelhos. Sua ajuda foi essencial.

Por fim, a empresa S.I.N IMPLANT SYSTEM por ter disponibilizado todos os implantes
conforme foram solicitados e a Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior — Brasil, CAPES, por financiar essa pesquisa e torna-la realidade. Do fundo
do coragao, agradeco a todos, vocés foram essenciais nessa caminhada!



RESUMO

Na osseointegracdo dos implantes dentarios, a ades&o das células sanguineas marca
0 inicio do processo de cicatrizagdo, enquanto a adesdo de microrganismos pode
indicar o potencial desenvolvimento de doencas peri-implantares. O tipo de tratamento
de superficie aplicado exerce um papel crucial nessas dindmicas. Neste estudo, foi
avaliado implantes de titanio usinados sem tratamento de superficie, submetidos a
duplo ataque acido, duplo ataque acido com camada de hidroxiapatita (HANano), e
oxidagdo anddica, comparando sua capacidade de aderéncia de microrganismos e
células sanguineas. A oxidacdo anodica foi conduzida em colaboragdo com o
departamento de fisica da UEPG. Para avaliar a aderéncia de Pseudomonas
aeruginosa, foram realizadas analises de formagao de biofilme e espectrofotometria.
Quanto a aderéncia de células sanguineas, procedimentos com etapas de aderéncia
e analise por microscopia eletrbnica de varredura. A analise estatistica utilizando o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis indicou auséncia de diferenga significativa
entre os grupos em relacdo a adesao de microrganismos, porém, observou-se uma
diferenga significativa na adeséo de células sanguineas para o grupo submetido a
oxidagdo anodica (p=0,04). Concluimos que nado ha diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos em relacdo a adesdo de microrganismos, mas ha
diferenca significativa na adesédo de células sanguineas. Estudos futuros devem
continuar a explorar e compreender essas complexas interacbes para promover o
avango no desenvolvimento de materiais mais seguros, eficazes e sustentaveis. O
design de implantes com superficies que promovam a osseointegragao e inibam a
adeséo e crescimento bacteriano € de suma importancia.

Palavras-chave: Implante dental, propriedades de superficie, titanio,
osseointegracao, bactérias.



ABSTRACT

In dental implant osseointegration, the adhesion of blood cells marks the beginning of
the healing process, whereas the adhesion of microorganisms may indicate potential
development of peri-implant diseases. The type of surface treatment applied plays a
crucial role in these dynamics. In this study, we investigated titanium implants:
machined untreated surfaces, surfaces subjected to double acid etching, double acid
etching with hydroxyapatite layer (HANano), and anodic oxidation. We compared their
ability to adhere microorganisms and blood cells. Anodic oxidation was conducted in
collaboration with the physics department at UEPG. For Pseudomonas aeruginosa
adhesion evaluation, biofilm formation analyses and spectrophotometry were
performed. Regarding blood cell adhesion, procedures included adhesion steps and
analysis by scanning electron microscopy. Statistical analysis using the Kruskal-Wallis
non-parametric test indicated no significant difference among groups regarding
microorganism adhesion. However, a significant difference was observed in blood cell
adhesion for the anodic oxidation group (p=0.04). We conclude that there is no
statistically significant difference among groups in microorganism adhesion, but there
is a significant difference in blood cell adhesion. Future studies should further explore
and understand these complex interactions to advance the development of safer, more
effective, and sustainable materials. Designing implants with surfaces that promote
osseointegration and inhibit bacterial adhesion and growth is of paramount importance.

Keywords: Dental implants, surface properties, titanium, osseointegration, bacteria.
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LISTA DE QUADROS

QUADRO 1 — Tipos de tratamento de superficie utilizados com sua plataforma

protética, diametro/comprimento correspondente

QUADRO 2 - Sequéncia da lavagem e fixagéo d

as amoStras......oocev e



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Valores encontrados no espectrofotdmetro para todas as amostras de

cada

TABELA 2 - Valor de "p" encontrado pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para
0S quAatro grupos avaliadOsS. ..........euuieiiiiiie e aaee 45

TABELA 3 - Valores determinados pelo examinador para cada grupo
= V2= 1= To Lo TSP 51

TABELA 4 - Valor de "p" encontrado pelo teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis para
0S qQUAtro grupos @ValiadOs .......cccoeeeiiiiieieeeeeeee e ——————————— 51



Ra

PDGF

TGF-B

PEO
MAO

Ti

HA

CM

DAA
HN
OA

MEV

UEPG
PBS

CN

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

rugosidade de superficie

fator de crescimento derivado das plaquetas
fator de crescimento transformador beta
plasma electrolytic oxidation)

micro-arc oxidation

titanio

hidroxiapatita
cone morse

usinado

duplo ataque acido

HANano

oxidacao anddica

microscopia electronica de varredura
amostra

universidade estadual de Ponta Grossa
tampao fosfatado

controle negativo



%

Mm

IA

pH
kV

mL

LISTA DE SIMBOLOS

porcentagem

hora

micrémetro

menor ou igual a
potencial hidrogeniénico
quilovolt

mililitro

poténcia



SUMARIO

1 INTRODUGAO .....ooeeeeirerccresse e sessaesesas e e sassssesssssesessssssssssssssasesssssnsssasassnns 15
2 OBUETIVOS ...t s s s 18
2.1 OBJETIVO GERAL ..ottt 18
2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS........c.ceueeieeeieieeeeeteeeeeeee e, 18
3 REVISAO DE LITERATURA .....c.ooircrtrr e e ressesasesessssssessssssessssassanans 19
3.1 OSSEOINTEGRAGAD .....ooiotiieieieeieietete ettt s 19
3.2  TRATAMENTO DE SUPERFICIE.........cccooiueuiieiiieeeeeceeee e, 21
3.3 ADESAO DOS MICRORGANISMOS.......ccocoeueuiiiieieiiieieiesesieiese s 26
3.4  ADESAO DE CELULAS SANGUINEAS.........c.cooooveieeeieteieeeeeeeeeeeeee e 27
4 MATERIAL E METODOS.........cececererererssasesesesssesesessssssssssssssssssssssssssssssans 30
4.1 IMPLANTES ..ottt 30
4.2 TRATAMENTOS DE SUPERFICIE..........ccoiuiuiieeieeeieieeeeeeeeee e 30
4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS..... .ot 34
4.4 FORMAGAO DO BIOFILME.........coiuiuiuiieietiiieieteeecieteee et 35
4.5 ADESAO DE CELULAS SANGUINEAS.........cooooveeeieeeeeeceeeeeee e e, 37
4.6 TESTE ESTATISTICO........ooioeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 40
5 RESULTADOS. ...ttt nnssss e s s s sss s s s sasnnn e 41
5.1 ADESAO DE MICRORGANISMOS .......cooviieriieieieiiieieieeeieieie v 41
5.2 ADESAO DE CELULAS SANGUINEAS.........cocoooiveeeiieeeeieeeeeeeeeeee e, 44
6 (=T 0 1177 .Y o J 51
7 (o0 ] X o I U =Y o 20 56
REFERENCIAS ......cooiirererereraeeacseesesesesasssssssssssssssssesesssssasssssssssnssssasssssssssssasssaeas 57

APENDICE A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA....................... 62
APENDICE B - HEMOGRAMA COMPLETO DO VOLUNTARIO........ccccecvururueenen. 63

APENDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO............ 64



15

1 INTRODUGAO

Os implantes osseointegraveis sdo uma alternativa segura e previsivel para
a reabilitacdo de pacientes edéntulos totais ou parciais, apresentando significativos
indices de sucesso, permitindo a recuperagao satisfatoria da mastigagéo, fonagao
e estética (Chiapasco; Romeu, 2007; Ferreira; Lourenco; Melo et al., 2021). A
osseointegracao pode ser definida como uma cicatrizagdo 6ssea que ocorre por
meio da unido do osso alveolar com a superficie de titanio do implante (Santos et
al., 2021; Shiya; Figueiredo, 2021).

A osseointegracdo é dependente de caracteristicas como a forma do
implante (macroscopica e microscopica), qualidade do material de fabricagdo
(apesar de haver a zircOnia, o titanio € o padrao ouro, apresentando caracteristicas
superficiais que interferem no processo de osseointegragao proporcionando
biocompatibilidade e forga) superficie e sua interagdo quimico-biolégica com o
tecido 6sseo e minimo de rugosidade para que ocorra a ades&do biomecanica, visto
que o grau da rugosidade influencia diretamente na adesdo. A analise desses
fatores guiara escolhas clinicas adequadas, propiciando melhor qualidade e
rapidez a osseointegracdo (Freitas et al., 2017; Palmquist et al., 2010; Neto;
Bacelar, 2019; Abreu et al., 2021). O titanio € um metal usado para implantes
dentarios devido a sua resisténcia fisica e mecanica, resisténcia a corroséo,
estabilidade quimica e alta biocompatibilidade (Aneksomboonpol et al., 2023).

O tratamento da superficie do implante dentario tem por objetivo melhorar a
fixagdo do implante favorecendo a integragéo éssea, pois a rugosidade, topografia
€ composicado quimica podem aumentar a area de contato entre implante e 0sso, 0
que melhora a osseointegragao (Marino et al., 2021). O tratamento de superficie
possui como objetivos: reducdo do tempo da reabilitagdo apds a cirurgia,
aceleracdo do crescimento e da maturagcdo dOssea para permitir a reabilitagao
imediata, aumento da estabilidade primaria, garantia do sucesso dos implantes
quando instalados em regides que apresentam um o0sso com qualidade e
quantidade menores, obtengao do crescimento dsseo diretamente na superficie do
implante, maior area possivel de osseointegragao, aumento de ligagdes quimicas
ibnicas e covalentes, maior contato osso-implante sem a interposicdo de camadas

proteicas amorfas, atragcdo de células e proteinas de ligacao especificas para
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células osteogénicas, obtengédo de maior concentragado possivel de proteinas de
ligacao celular e potencializagao da interagao bioquimica entre o implante e o tecido
vivo (Neto; Bacelar, 2019; Bispo et al., 2020).

Os processos de tratamento de superficie podem ser divididos em métodos
de adi¢ao, quando acrescentam algo a superficie do implante ou de subtracdo, que
ocorre a remogao de parte da camada superficial por meio de um processo
controlado ou pela associagéo entre as técnicas (Silva et al., 2016).

No método de adig¢ao, € depositado uma camada que produz porosidades e
rugosidades sobre a superficie. Temos como exemplo a anodizagao e o spray de
plasma (Souza et al., 2016; Abreu et al., 2021). O método de subtracéo, baseia-se
na remocao de material da superficie, criando-se pequenas erosdes, como € 0 caso
do ataque acido e corrosao por jateamento de particulas abrasivas como o 6xido
de aluminio, silicio ou titanio (Joly; Lima, 2003; Brandao et al., 2010; Souza et al.,
2014).

Para que ocorra a osseointegracao € necessario que as células sanguineas
entrem em contato com a superficie do implante, ocorrendo respostas celulares que
estimularao a formagao de osso na superficie do implante. Como ha este contato
com coagulo do sangue, proteinas presentes, plaquetas e fibrinogénio, formam
uma rede de fibrina na superficie de 6xido de titanio. As mudangas nos niveis de
citocinas e quimiocinas criardo microambientes unicos e afetardo varias vias de
sinalizacéo (Andrade, 2017; Silva, 2016).

Dessa forma, havera uma interacao inicial caracterizada pela adesao de
plaquetas e fibrinogénio na superficie do implante. Assim, a adesao de células
osteogénicas ocorre em uma camada de éxido de titdnio modificada pelas células
sanguineas. ApOs a aposi¢cdo de células sobre a superficie do implante, a
deposicao e posterior mineralizagdo de matriz 6ssea sao iniciadas Neto; Bacelar,
2019; Feng et al., 2021). Portanto, os tratamentos de superficie em implantes
tornam a superficie mais rugosa, sendo este um dos fatores que auxiliam na
osseointegracao.

Embora os tratamentos de superficie sejam fundamentais para uma
adequada fixacdo do implante, pouco se avalia em relagdo aos diferentes
tratamentos e a presenga de microrganismos, ja que as roscas de implantes podem

ser expostas por diversos fatores, como os habitos de higiene bucal do individuo,
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seu estado de saude geral e local e as condigbes em que a cirurgia foi realizada
(Franga, 2022).

A adesao de microrganismos, principalmente bactérias, a superficie dos
implantes dentarios pode desencadear a formacdo de biofilmes, que séao
comunidades microbianas organizadas. Esses biofilmes tém o potencial de causar
infeccbes peri-implantares, que se caracterizam por inflamagao, perda 6ssea e
podem comprometer a longevidade dos implantes (Bispo, 2019; Souza et al., 2021,
Cervino et al., 2021).

Essas infeccdes podem ser de dificil tratamento, pois em casos graves,
podem levar a necessidade de remogao do implante e representam uma das
principais complicagdes que podem afetar adversamente o processo de
osseointegracao (Renvert et al., 2021).

E importante observar que, embora a rugosidade da superficie seja
desejavel para promover a osseointegracédo, essa mesma rugosidade ndo deve ser
atrativa para microrganismos oportunistas. ldealmente, essas superficies devem
ser projetadas para otimizar a resposta biolégica, minimizando o risco da adesao

bacteriana indesejada (Renvert et al., 2021; Busscher et al., 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aderéncia de microrganismos e células sanguineas em implantes
de titanio submetidos ao tratamento de superficie de oxidagdo anddica em

comparacgao as superficies de duplo ataque acido, HANano e usinado.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Avaliar o grau de retenc¢ao de microrganismos em implantes de titanio submetidos
ao tratamento de superficie de oxidacdo anddica em comparacao as superficies de
duplo ataque acido, HANano e usinado.

- Analisar a adesao de células sanguineas em implantes de titanio submetidos ao
tratamento de superficie de oxidagdo anddica em comparacgao as superficies de

duplo ataque acido, HANano e usinado.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Os implantes dentarios tém se consolidado com uma abordagem confiavel
para substituicdo de dentes ausentes ou perdidos, melhorando significativamente
a qualidade de vida dos pacientes. Um aspecto crucial no sucesso a longo prazo
desses implantes é a otimizagdo da sua superficie, a fim de promover uma
interacéo bioldgica eficaz entre o implante e o tecido ésseo circundante (Ferreira;
Neto; Souto, 2019).

Atualmente, existem cerca de 1300 sistemas de implantes diferentes,
variando em forma, dimensao, material de volume e superficie, design de rosca,
conexao implante-componente, topografia, quimica, umidade e modificacdo de
superficie. As formas comuns do implante sdo cilindricas ou cénicas (Silva et al.,
2016). Caracteristicas da superficie como topografia, molhabilidade e
revestimentos contribuem para os processos bioldgicos durante a osseointegracao
determinando a interagao direta com os osteoblastos do hospedeiro na formagao

ossea (Smeets et al., 2016).

3.1 OSSEOINTEGRAGAO

E um processo bioldgico estabelecido na Odontologia que se refere a
integracéo estrutural e funcional entre a superficie do implante dentario e o 0sso
adjacente do hospedeiro (Lucas et al., 2013). O processo de osseointegracao é
crucial para o sucesso dos implantes dentarios, pois determina a estabilidade do
implante no osso e sua capacidade de suportar cargas funcionais, como a
mastigagado. Basicamente, a osseointegragdo causa uma unido solida e estavel
entre o implante e o 0sso, oferecendo estabilidade e durabilidade as reabilitacbes
bucais (Martins et al., 2011).

O processo de osseointegracdo comecga apos a cirurgia de instalagdao do
implante no osso alveolar. Durante a fase inicial de cicatrizac&o, ocorre a formacgao
de um coagulo sanguineo, seguido pelo recrutamento de células inflamatérias e
células osteogénicas (Pyo et al., 2021). Essas células Osseas, como o0s
osteoblastos, comegam a colonizar a superficie do implante. Com o tempo, ocorre

a proliferagao e diferenciagcao dessas células 6sseas, levando a formacéao de tecido
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0sseo novo diretamente na superficie do implante. Esse novo osso € depositado

de maneira organizada, criando uma interface sélida e permanente entre o osso e

o implante (Branemark, 1977).

Existem varios fatores que influenciam na qualidade e no sucesso da

osseointegracao: (Martins et al., 2011; Lucas et al., 2013; Buser et al., 2004; Sul et
al., 2005)

Rugosidade da superficie: A rugosidade da superficie do implante tem um

papel importante na osseointegracédo. Superficies mais rugosas, causam
uma melhor adesao e proliferacao de células ésseas;

Design do implante: O design do implante, incluindo sua forma e didmetro,

pode influenciar na distribuicdo de forgas e, assim, afetar a osseointegracao;

Estado de saude do paciente: A condicdo 0ssea do paciente na regido da

instalagdo do implante € muito importante. Pacientes com boa densidade
Ossea tendem a ter uma osseointegragao mais eficaz;

Técnicas cirurgicas: A técnica cirurgica utilizada, incluindo a preservagao do

0SS0 circundante, € essencial para o sucesso da osseointegragao.

Fatores microbioldgicos: Uma correta esterilizagdo dos materiais cirurgicos

e adequacgao bucal prévia ao procedimento cirurgico, previne possiveis
infeccbes e contaminagdes que podem prejudicar a osseointegragao no sitio
de escolha.

A osseointegragdo bem-sucedida é essencial para garantir que os implantes

dentarios sejam estaveis, duraveis e capazes de suportar as cargas mastigatorias,

permitindo uma reabilitagdo funcional e estética dos dentes ausentes.

Em geral, as taxas de sobrevivéncia a longo prazo dos implantes dentarios s&o

excelentes. No entanto, falhas de implante ainda ocorrem em uma pequena

quantidade de pacientes. A falha primaria do implante devido a osseointegracao

insuficiente ocorre em 1-2% dos pacientes nos primeiros meses (Silva; Carvalho;
Junior, 2023).
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3.2 TRATAMENTO DE SUPERFICIE

Os implantes precursores de Branemark, considerados como padrao-ouro,
exibiam uma superficie lisa com uma rugosidade minima entre 0,5 e 1,0
micrémetros (um). Com os anos, novas pesquisas surgiram expondo que implantes
com uma rugosidade aproximada de 1,5 microbmetros demostravam uma resposta
mais favoravel do tecido ésseo em comparagao com aqueles de superficie lisa
(Silva, 2016; Branemark et al., 1981; llbrektsson et al., 1981; Buser et al., 2004).
essas rugosidades aumentam a aderéncia celular e melhoram a proliferagao e
diferenciacao de células dsseas (Jung et al., 2012).

O tratamento de superficie em implantes dentarios € uma area importante na
Odontologia, uma vez que influencia diretamente a osseointegragdo e,
consequentemente, o sucesso dos implantes. O tratamento de superficie em
implantes dentarios envolve modificagdes fisicas e quimicas na superficie do
implante a fim de promover uma interacdo mais eficaz entre o implante e o tecido
0sseo circundante. A pesquisa de biomateriais sobre implantes dentarios tem trés
objetivos terapéuticos: (1) aumentar a estabilizagdo do implante, otimizando a
osseointegracao natural, (2) melhorar a integragdo dos tecidos moles peri-
implantantes e (3) reduzir a peri-implantite inibindo a adesao das bactérias a
superficie do implante. Um critério importante € que o revestimento da superficie
nao deve se desintegrar durante a instalagdo do implante (Aneksomboonpol, 2023;
Alves-Rezende et al., 2019).

Com o desenvolvimento na tecnologia de superficie do implante, o tempo de
cicatrizagao foi encurtado de 12-24 semanas para 6-8 semanas. Além da estrutura
do implante e da rugosidade da superficie, a molhabilidade da superficie do
implante € uma caracteristica essencial da osseointegracdo (Aneksomboonpol,
2023).

Geralmente, as modificagbes na superficie do implante alteram a topografia do
material por macro, micro ou nanotexturizacdo com ou sem a incorporacao de
compostos antimicrobianos (Souza et al., 2021).

Diversos métodos tém sido desenvolvidos para a criacdo de superficies em
implantes dentarios (Li et al., 2004). Além disso, estudos recentes tém focado na

personalizacao das caracteristicas de superficie para atender as necessidades
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clinicas especificas. Isso inclui o desenvolvimento de superficies antimicrobianas

para prevenir infecgdes peri-implantares (Busscher et al., 2013).

A seguir, sera listado alguns tratamentos de superficie e suas respectivas

caracteristicas:

-

Figura 1. Superficie usinada.

== —

Superficies usinadas — Esses implantes exibem pequenas ranhuras
decorrentes do processo de sua fabricacdo, que facilitam o processo de
mineralizagcao 6ssea em sua superficie. No entanto, eles ndo apresentam
uma superficie indutora e ndo sdo submetidos a tratamento quimico ou
mecanico, como visualizado na fig. 1. Desenvolve-se, assim, uma superficie
anisotrdpica, a qual desempenha o papel de estimular a adesao celular e a
produgao da matriz proteica. Os implantes usinados possuem uma média de
rugosidade de superficie (Ra) situada entre 0,53 e 0,96 ym (Carvalho et al.,
2008; Silva et al., 2016).

o p——

Fonte: Elias et al., 2002.

Plasma spray — Envolve o uso de uma chama ionizada gerada por um gas
aquecido a temperaturas entre 10.000 °C e 30.000 °C. Particulas sao
expulsas em alta velocidade em dire¢ao a superficie do implante, como visto
na fig. 2. Apds o contato, essas particulas se resfriam e solidificam. O spray
de plasma €& empregado para depositar e incorporar titanio (Ti) e
hidroxiapatita (HA) na superficie do implante. A espessura pode variar entre
10 a 70 ym (Carvalho et al., 2008; Silva et al., 2016).
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Fonte: Le Guéhennec et al., 2007.

Jateamento de particulas — Nesse tratamento, a superficie é alterada através
do bombardeamento com particulas de Oxido de aluminio ou titanio,
resultando na formacdo de depressdes irregulares. Nesse processo, €
essencial evitar a aderéncia das particulas ao implante, pois seu propdsito é
apenas criar irregularidades, como observado na fig. 3. A rugosidade é
influenciada pelo tamanho das particulas, pela duragao do procedimento e

pela pressao aplicada no disparo (Silva et al., 2016).

Figura 3. Tratamento por jateamento de particulas.
: ‘ = - -

i
W Spot Magr
N 4.0 10

Fonte: Material institucional Neodent.
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Jateamento seguido de ataque acido — A superficie € submetida a jatos de
granulagéo mais espessa (250-500 pm), resultando na formagédo de macro
rugosidades no implante, como visto na figura 4, seguido por um processo
de ataque acido, responsavel pelo micro rugosidade. Os implantes sao
tratados com jateamento de areia seguido de ataque acido e processados

em uma atmosfera de nitrogénio (Silva et al., 2016).

Figura 4. Superficie tratada

por jateamento associada ao ataque acido.

Fonte: Elias et al., 2002.

Ataque acido — Essa técnica envolve a imersdao do implante em uma
substancia 4&cida, desencadeando erosdes na sua estrutura. A
microestrutura da superficie é fortemente influenciada pela concentragao
acida, tempo de exposicao e temperatura. Os acidos mais utilizados o acido
sulfurico e acido hidrocloridrico. Conforme indicado por Ciotti et al. em 2007,
os implantes submetidos a esse tratamento apresentam alteracdes
micromorfolégicas em suas superficies, resultando em maior area de contato
com o 0sso mineralizado. Isso promove uma superficie rugosa, ampliando a
resisténcia ao torque de remocao e favorecendo a deposicao 6ssea (Silva et
al., 2016).
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| . Gpm 5.000X
Fonte: Elias et al., 2002.

Anodizacdo ou oxidacado eletrolitica por plasma — Os implantes sao
submetidos a um processo em que uma camada adicional de 6xido €
formada, utilizando o proprio implante como anodo. Ao aplicar um potencial
elétrico ao implante, ocorrem reagdes de transferéncia de carga e ions. Com
um controle adequado, o campo elétrico direciona o processo de oxidagao
no implante, resultando no aumento da espessura da camada de oxido de
titdnio. A ampliacdo dessa camada, juntamente com a introdugao de outros
elementos, como fosfato, intensifica a osseointegracdo. Essa superficie
especifica apresenta uma topografia Unica, sem caracteristicas agudas, e
possui uma excelente capacidade para reter liquidos e tecido désseo. A
camada de 6xido adere fortemente ao metal subjacente, proporcionando
otima resisténcia ao desgaste e indicando um risco minimo de liberacéo de
particulas durante a inser¢céo do implante. Sua espessura (qQue nao € linear),

forma uma camada de 2 a 3 micrometros (Silva et al., 2016).

Figura 5. Superficie por oxidagéo anddica

Fonte: autor (2023).
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3.3 ADESAO DE MICRORGANISMOS

Os implantes se tornaram a escolha para reabilitar os pacientes que sofrem
com a auséncia de elementos dentarios. Mesmo tendo uma alta taxa de sucesso,
as falhas ainda ocorrem e um dos motivos € o aumento das infeccbes causadas
por biofilme (Kang et al., 2019). O uso de implantes dentarios de titdnio tem mudado
a maneira de reabilitar pacientes na odontologia moderna e pode contar com altas
taxas de sobrevivéncia e sucesso a longo prazo (Annunziata; Guida, 2015). No
entanto, mesmo que o titanio seja um material biologicamente inerte, ele ndo possui
propriedades antibacterianas (Inchingolo et al., 2023). Em geral, as taxas de
sobrevida a longo prazo dos implantes dentarios sdo excelentes. No entanto, falhas
no implante ainda ocorrem em uma pequena quantidade de pacientes. Portanto,
infeccbes relacionadas a implantes, principalmente peri-implantite, tém sido
consideradas a principal razao para a falha no tratamento do implante dentario,
afetando de 40% a 22% dos implantes por mucosite peri-implantar e peri-implantite,
respectivamente (Bardo et al., 2022).

A falha do implante secundario se desenvolve varios anos apds a
osseointegracao bem-sucedida em cerca de 5% dos pacientes e € comumente
causada por peri-implantite (Smeets et al., 2016).

A peri-implantite € um dano inflamatdrio progressivo aos tecidos moles e
duros ao redor de um implante dentario, que € causado principalmente por biofilmes
bacterianos. Portanto, a formagcao de biofilme deve ser inibida para reduzir a
incidéncia de peri-implantite e outras doencas orais (Geng et al., 2023).

A formacdo de biofilmes bacterianos orais € um processo multiestagio,
complexo e dinAmico que ocorre em varias etapas através de diferentes espécies
bacterianas (Gerits et al., 2017).

A formacao de biofilme tem sido extensivamente estudada nas ultimas
décadas com o objetivo de desenvolver métodos de modificagdo de superficie; o
principio basico é projetar uma superficie antibacteriana para prevenir ou reduzir a
adesao, proliferacado e formacao de biofilme. Recentemente, os pesquisadores se
concentraram em modificar as superficies dos substratos do implante usando varias
estratégias de modificacdo de superficie (Geng et al., 2023). A diminui¢cdo da

rugosidade pode dificultar a adesao do biofilme no implante, porém em excesso
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dificultara a estabilidade da aderéncia das células sanguineas na superficie do
implante. Por meio de pesquisas, concluiu-se que uma adequada rugosidade de
superficie, pode diminuir a adesdo do biofilme e aumentar das células sanguineas,
seja de aproximadamente 0,2 um (Couto, 2019).

Depois que uma pelicula adquirida se forma na superficie do implante, ocorre
a adesao de bactérias colonizadoras precoces, seguida por colonizadores tardios,
com o uso de implantes de titdnio, descobriram que a colonizagdo de bactérias
ocorreu dentro de 30 minutos apds a conclusao da instalagdo do implante cirurgico
(Salvi et al., 2008). A presenca de colonizadores precoces foi relatada, incluindo
espécies de Streptococcus, Actinomyces, Capnocytophaga e Veillonella, bem
como colonizadores meédios e tardios, como Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia em
biofilmes em superficies de implantes dentarios (Robitaille et al., 2016). Além disso,
demonstraram que espécies Gram-negativas predominaram nos biofilmes
periimplantantes, juntamente com niveis mais altos de Actinomyces, Peptococcus,
Campylobacter e Streptococcus mutans nos locais de peri-implantite (Chiou et al.,
2023).

3.4 ADESAO DE CELULAS SANGUINEAS

A adesao de células sanguineas nos implantes dentarios é um aspecto
importante do processo de cicatrizagédo e osseointegracao. As células sanguineas,
incluindo os leucécitos e as plaquetas, desempenham papéis fundamentais na
resposta imunoldgica e na formagdo do coagulo sanguineo apos a cirurgia de
implante dentario (Amarante; Lima, 2001; Joly; Lima, 2003). As interagbes sangue-
implante sdo altamente dependentes das propriedades da superficie, incluindo
umidade e rugosidade (Lackington et al., 2022).

O tratamento de superficie do implante dentario favorece a penetragao da
rede de fibrina nas micro retencbes criadas, a adesao dos osteoblastos, sua
diferenciagao e producao de matriz extracelular, aumentando assim a velocidade e
inicio da deposicao O0ssea na superficie e interior deste. Por conta disso, o
tratamento de superficie apresenta melhora na resposta cicatricial do tecido dsseo.

Para que o implante seja colocado em fungdo € necessario que o processo da
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osseointegracao esteja concluido. Como o tratamento de superficie acelera e
potencializa a osseointegragao, outra vantagem do tratamento é a diminuicdo do
tempo para que o implante seja colocado em fung¢ao (Buttendorf, 2005; Novaes et
al., 2010; Pereira et al., 2016).

As plaquetas sao células sanguineas especializadas que desempenham um
papel fundamental na formagdo de coagulos sanguineos apds a cirurgia de
instalagdo dos implantes dentarios. Quando ocorre uma lesdo no tecido, as
plaquetas sao ativadas e aderem a superficie do implante e ao tecido circundante.
Elas liberam fatores de crescimento que estimulam a proliferagdo e a migragao de
células, incluindo as células 6sseas, para o local da lesédo (Balbino; Pereira; Curi,
2005).

ApOs a cirurgia, ocorre uma resposta inflamatoria temporaria. Os leucdcitos,
como os neutrofilos e os macréfagos, desempenham um papel de importancia na
defesa do corpo contra infecgdes. Eles também participam da limpeza de detritos
celulares e da regulagéo da resposta inflamatéria no local do implante (Caiazzo et
al., 2017).

A adesao das células sanguineas no local da instalagdo do implante resulta
na liberacao de fatores de crescimento, como o fator de crescimento derivado das
plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento transformador beta (TGF-B). Esses
fatores de crescimento desencadeiam processos de sinalizacdo celular que
promovem a proliferacao, diferenciacao e adesao de células dsseas, contribuindo
para a osseointegragao (O’Sullivan e Riordain, 2022).

A adeséao inicial das células sanguineas, a formacdo de um coagulo
sanguineo adequado e a resposta inflamatéria controlada desempenham um papel
critico na preparacdo do ambiente para a osseointegragdo bem-sucedida do
implante dentario. Uma resposta inflamatéria equilibrada e a adesao adequada de
células sao essenciais para criar as condigdes ideais para a proliferacdo de células
Osseas e a formagao de tecido 6sseo (Caiazzo et al., 2017).

A osseointegracdo compreende uma cascata de mecanismos fisiolégicos
complexos. A perfuragdo para instalagao do implante possui fases distintas de
cicatrizagcdo. Inicialmente, os mecanismos de hemostasia celular e plasmatica
levam a polimerizagao da fibrina e a formagéao de um coagulo sanguineo, que serve

como matriz para neoangiogénese, deposi¢cao de matriz extracelular e invaséo de
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células formadoras ésseas. Novo 0sso € gerado a partir das bordas da perfuragéo
(osteogénese a distancia) ou por células osteogénicas na superficie do implante
(osteogénese de contato). Na osteogénese a distancia, os osteoblastos migram
para a superficie da cavidade do implante, diferenciam e levam a formagao de novo
0ss0. Assim, 0 0sso cresce de maneira aposicional em diregdo ao implante. Na
osteogénese de contato, as células osteogénicas migram diretamente para a
superficie do implante e geram osso de novo (Smeets, 2016).

A espessura e a densidade da rede de coagulos sao afetadas pelas diversas
modificagdes fisico-quimicas da superficie (Fan et al., 2017; Bai et al., 2021). Até o
momento, as superficies de titdnio nanoestruturadas realizam melhor
osseointegracao devido a adsorg¢ao continua de proteinas e ao coagulo sanguineo
denso (Lukaszewska-kuska et al., 2018).

Uma vantagem significativa das superficies tratadas e hibridizadas € o maior
grau de hidrofilicidade e impermeabilidade em comparagdo com superficies nao
tratadas, usinadas e lisas, que sao consideradas hidrofébicas. A Unica maneira de
modificar algo na superficie € adicionar ou reduzir materiais em uma escala micro
ou nanométrica (Inchingolo et al., 2023).

Em resumo, a adesao de células sanguineas desempenha um papel crucial
na resposta imunologica e na preparagao do ambiente para a osseointegragao nos

implantes dentarios.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 IMPLANTES

O presente estudo in vitro utilizou 51 implantes, divididos em quatro grupos,
com trés diferentes tratamentos de superficie da marca S.I.N. Implant System. O
presente projeto de pesquisa foi aprovado pela comissao de ética em pesquisa da
Universidade Estadual de Ponta Grossa sob o parecer n® 5.976.075.

Todos os implantes sao da plataforma protética Cone Morse (CM),
possuindo 0 mesmo diametro e comprimento, variando na presencga e no tipo de
tratamento de superficie, como citado no quadro 1. A industria enviou-os

corretamente embalados e com suas especificagdes.

Quadro 1. Tipos de tratamento de superficie utilizados com sua plataforma protética,
didmetro/comprimento correspondente.

IMPLANTES COM PLATAFORMA DIAMETRO/COMPRIMENTO
TRATAMENTOS DE PROTETICA
SUPERFICIE
DUPLO ATAQUE ACIDO Cone Morse (CM) 3,8x11,5mm
DUPLO ATAQUE ACIDO Cone Morse (CM) 3,8x11,5mm
+ HANANO
OXIDACAO ANODICA Cone Morse (CM) 3,8x11,5mm
IMPLANTES SEM PLATAFORMA DIAMETRO/COMPRIMENTO
TRATAMENTO DE PROTETICA
SUPERFICIE
USINADO Cone Morse (CM) 3,8x11,5mm

Fonte: autora (2024)

4.2 TRATAMENTOS DE SUPERFICIE

Os implantes avaliados possuem suas respectivas especificidades, sendo
que os usinados (U) ndo possuem nenhum tratamento de superficie, apenas
sofreram o processo de fabricagcdo e em seguida foram lavados, embalados e
esterilizados. Os seguintes citados, variam conforme seu tratamento de superficie,
sendo que no duplo ataque acido (DAA), os implantes sofreram a combinagao de

dois acidos para remover e posteriormente estabilizar a camada de o6xido.
Conforme informado pela empresa fabricante, os acidos utilizados sao o acido

sulfurico e nitrico. Ja na técnica que associa subtracdo com adicdo, DAA + HANano
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(HN), além dos acidos citados anteriormente, € aplicado nanocristais de
hidroxiapatita, cujo tamanho e forma sao semelhantes aos do osso humano sobre
a superficie. E na técnica reproduzida pelo presente estudo, oxidacdo anddica
(AO), os implantes foram disponibilizados igualmente aos usinados e em seguida
sofreram o processo correspondente. Esse tratamento foi realizado pelo
departamento de Fisica e sera detalhado a seguir:

PEO (plasma electrolytic oxidation) ou MAO (micro-arc _oxidation) - Oxidacao

anddica ou oxidagao por micro-arco ou oxidacao por plasma eletrolitico

Conforme protocolo estabelecido na literatura, os implantes utilizados para
realizar o tratamento de superficie foram os usinados, que ndo possuem nenhum
tratamento de superficie, como visualizado na fig. 7. Foi utilizado como eletrdlitos
as solucdes de acetato de calcio mono-hidratado e bifosfato de sddio di-hidratado
e uma fonte de poténcia DC programavel com tensdo maxima de 600 volts (V) e
corrente maxima de 8 ampere (A). Nesse sistema fechado, o polo positivo esta
conectado ao implante e o negativo ao cilindro de ago que o circunda,
representados nas figuras 8 e 9. Realizou-se o processo no modo potenciostatico
com voltagem constante de 350 V no tempo de 60 segundos. Apss esse periodo,
o tratamento esta finalizado, sendo possivel observar a texturizagdo do implante,
segundo a figura 10. Em seguida, os implantes foram colocados em estufa por 24
horas (h), para remover o excesso de eletrdlitos nos poros. Ao total foram tratados
12 implantes com essa superficie.

Apods 24 h, os implantes foram retirados da estufa e levados a microscopia
eletrénico de varredura (MEV) (marca Tescan, modelo Vega 3, Sdo Paulo/SP) para
a visualizagdo minuciosa do tratamento de superficie realizado, observado nas
figuras 11, 12, 13 e 14.
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Implante antes do tratamento Figura 8. Sistema pronto para o processo

Figura 7.

Fonte: autora (2024).

Fonte: autora (2024).

Figura 9. Implante posicionado no sistema Figura 10. Implante apds o tratamento de superficie
e S— - finalizado

a1/ bbb
) g:ll h, w-tm:p -

Y

Fonte: autora (2024). Fonté: autor (2024).
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Figun:a _1 1. Fotomicrografias obtidqs por microscopia Figura 12. Fotomicrografias obtidas por MEV do
eletrbnica de varredura (MEV) do implante com implante com tratamento de superficie OA em
tratamento de superficie oxidagéo anddica (OA) em aumento de 60x/

aumento de 17x

SEM HV: 15.0 kV WD: 19.69 mm | MIRA3 TESCAN

SEM HV: 15.0 kV WD: 19.64 mm MIRA3 TESCAN SEM MAG: 100 x Det: SE 500 pm
SENMAG: 17X Lot RS £ mm View field: 2.07 mm Date(mid/y): 08/10/23 Performance in nanospace
View field: 11.9 mm  Date(m/d/y): 08/10/23 Performance in nanospace
Fonte: autora (2024). Fonte: autora (2024).
Figura 13. Fotomicrografias obtidas por MEV do Figura 14. Fotomicrografias obtidas por MEV do
implante com tratamento de superficie OA em implante com tratamento de superficie OA em
aumento de 10000x aumento de 20000x

SEM HV: 15.0 kV WD: 19.08 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV | WD: 19.08 mm MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 10.0 kx Det: SE 5um SEM MAG: 20.0 kx | Det: SE
View field: 20.8 ym Date(m/d/y): 08/10/23 Performance in nanospace View field: 10.4 pm |Dale(m{dfy): 08/10/23 Performance in nanospace

Fonte: autora (2024). Fonte: autora (2024).
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4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os implantes de titanio, foram divididos em grupos |, Il, lll e IV de acordo
com as caracteristicas da superficie. Os testes realizados foram de adeséo de
microrganismos, onde foi inserido cada implante numa suspensao da bactéria
Pseudomonas aeruginosa e a adesao de células sanguineas, sendo aplicado uma
gota de sangue sobre a superficie de cada implante, como observado na figura 24.
Esse microrganismo foi selecionado por fazer parte da microbiota bucal e de ser de
facil cultivo. A amostra foi de seis implantes em cada grupo, sendo vinte quatro
implantes ao total para cada um dos testes realizados. No caso dos implantes
usinados, duplo ataque acido e HANano, foi realizado o controle negativo para

avaliacdo da esterilizagdo com raios gama executados pela industria.

Figura 15. Fluxograma dos grupos com os respectivos testes avaliados

W 4

ADESAO DE MICRORGANISMOS ADESAO DE CELULAS SANGUINEAS

USINADO +
|
DUPLO ., =
ATAQUE > 4
AcIDO =
I ——
I
OXIDAGAO
ANODICA 'I'

Fonte: autora (2024).
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4.4 FORMACAO DO BIOFILME

Os implantes foram colocados assepticamente em tubos de ensaio contendo
5 mL do caldo BHI (Brain Heart Infusion Agar, BHI, Difco) previamente esterilizados.
Em seguida, esses tubos foram preenchidos com 1 mL da suspensdo de
Pseudomonas aeruginosa contendo 3x10 células/mL. Esse microrganismo foi
selecionado por fazer parte da cavidade bucal e por ser de facil cultivo. A
numeracao da cepa é PSDO 27853. Essa suspenséo foi obtida a partir de col6énias
cultivados em placas de Petri contendo o meio de cultura Cetrimide. Esse meio de
cultura é seletivo para essa espécie de bactéria gram-negativa, tornando-se azul
ou azul-esverdeado na presenga do microrganismo. Foi necessario diluir em
solucao salina estéril em tubo de vidro e agitar em voértex até obter a turvagao
equivalente ao tubo numero um da escala de Mac Farland e o resultado foi
comprovado por meio de analise em espectrofotdmetro. O comprimento de onda
utilizado foi de 625 mm. Foi realizado também controles negativos para os grupos:
usinado, duplo ataque acido e HANano para verificar a esterilizagdo advinda da
empresa que nos disponibilizou os implantes. Os implantes foram depositados
dentro do tubo de ensaio com caldo BHI sem inocular o microrganismo de escolha.
Apds, os tubos contendo os implantes imersos em Pseudomonas aeruginosa e 0s
controles negativos foram levados a estufa bacterioldgica a 37 °C/24 h, com a
finalidade de se promover a aderéncia dos microrganismos aos implantes de titanio
e checar o processo de esterilizagdo, como observados na fig. 16.

Aposs 24 h na estufa bacterioldgica, os tubos foram removidos e foi realizado
a avaliagao macroscopica. Dessa forma, foi observado a turbidez do meio em todos
os tubos. Posteriormente, os implantes contaminados foram retirados com uma
pinca e colocados dentro de uma placa de Petri estéril. Para a remocao das células
bacterianas nao aderidas os implantes foram lavados por imersao agitando a placa
levemente por 10 segundos e aguardando por mais 1 minuto. Este passo foi
repetido 3 vezes. Em seguida, os implantes foram colocados em tubos de vidro
contendo 5 mL de solugao salina estéril e agitados em vortex para desprendimento
das células aderidas. Com a finalidade de se verificar a aderéncia de Pseudomonas
aos implantes, os tubos contendo o material desprendido dos materiais testados
foram lidos em espectrofotdbmetro. O espectrofotdmetro determina os valores de
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transmitancia (luz transmitida) e absorbancia (luz transmitida) de uma solugado em
um ou mais comprimentos de onda.

Figura 16. Controles negativos (CN) ANTES de serem colocados na
estufa bacterioldgica

CN HN CNU CN DAA

| | |

Legenda:

A — CN do grupo HANano

B — CN do grupo usinado

C — CN do grupo duplo ataque acido
Fonte: autor (2024).

Todos os implantes vieram esterilizados de fabrica, porém ao realizarmos o

tratamento de superficie oxidacao anddica, foi perdido a esterilidade das amostras,

pois foram manipuladas durante o processo, sendo necessario realizar a
desinfeccdo antes da contaminagdo com os microrganismos. Esse processo de
desinfeccéo foi realizado imergindo os implantes em alcool 70° por 10 minutos, logo
apos colocando hipoclorito a 1% por 3 minutos e novamente imergindo em alcool
70° por 10 minutos e lavados com solucao fisiolégica estéril por 1 minuto, como
visto na figura 32, sempre em constante agitacdo manual e apds secagem, 0s
implantes foram esterilizados por meio de luz ultravioleta durante 45 min (cada

lado), observado nas figuras 17 e 18.
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4.5 ADESAO DE CELULAS SANGUINEAS

Figura 17. Implantes durante as lavagens Figura 18. Implantes na luz ultravioleta

-7\

5
.

Fonte: autora (2024).

As células sanguineas foram obtidas por meio de coleta de sangue de um
voluntario. Esse voluntario era do sexo masculino e ao ser selecionado, precisou
realizar um hemograma para verificar seus padrées hematoldgicos. O resultado foi
satisfatorio. Reiteramos que previamente a coleta dos 10 mL de tecido sanguineo,
por meio de pung¢ao com auxilio de seringa e agulha descartavel, o voluntario, leu
e assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e realizou um
hemograma, para checagem de seus parametros sanguineos. A retirada do sangue
e realizagao dos exames de coagulacao foi realizada pelo Laboratério Escola da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, UEPG, por pessoal capacitado.

Em todos os grupos experimentais, apds o preparo dos implantes, como
visto na figura 19, o sangue foi depositado com auxilio de seringa e agulha (1 gota)
sobre os implantes e mantidos por 20 minutos em camara umidificadora apos
aplicagao do sangue, segundo a fig. 20. Em seguida foram lavados 3 vezes durante
5 minutos com solugdo de tampao fosfatado (PBS) pH 7,0 por meio de agitagéo,
observado na fig. 21. A seguir, os implantes foram identificados e fixados em
solucao de formaldeido 1% em solu¢ao de tampéao fosfatado por 15 minutos. Apos
3 lavagens de 5 minutos com solugao de tampéo fosfatado, foram incubados por
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10 minutos em 0,02 mol de glicina em solugdo de tampéao fosfatado e lavados
novamente. A seguir foram fixados em 2,5% de glutaraldeido em solugéo de
tampao fosfatado durante 30 minutos e lavados novamente. Na sequéncia, foram
desidratados em série de etanol: 25%, 50%, 75%, 95% e 100% durante 10 minutos
em cada solugdo. Toda a sequéncia de lavagens esta detalhada no quadro 2. Em
seguida, as amostras foram mantidas dentro do dessecador a vacuo e

permaneceram por mais de 24 h, conforme a fig. 22.

Figura 20. Implantes submersos no sangue

Figura 19. Implantes preparados
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Fonte: autora (2024). Fonte: autora (2024).

Figura 21. Implantes imersos em tampéo fosfatado

Figura 22. Implantes dentro do dessecador a vacuo
(PBS)

Fonte: autora (2024). Fonte: autora (2024).



Quadro 2. Sequéncia da lavagem e fixacdo das amostras
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LAVAGENS TEMPO
Tampao fosfatado (PBS) 5 minutos
PBS 5 minutos
PBS 5 minutos
Formaldeido 1% 15 minutos
PBS 5 minutos
PBS 5 minutos
PBS 5 minutos
Glicina 0,02M 10 minutos
PBS 5 minutos
Glutaraldeido 2,5% 30 minutos
PBS 5 minutos
Etanol 25% 10 minutos
Etanol 50% 10 minutos
Etanol 75% 10 minutos
Etanol 95% 10 minutos
Etanol 100% 10 minutos

Fonte: autora (2024).

ApoOs a remocdo do dessecador, os implantes foram colados em stubs

metalicos e foi realizada a metalizagao por "sputtering", em um aparelho Balt-Tec

SCD-050, no tempo de 120 segundos. Os implantes foram entdo levados para

analise em microscopio eletrbnico de varredura (Jeol-JSM) com 20kV e foram

obtidas fotomicrografias com aumentos de 500x, 1000x e 2000x. A seguir, as fotos

foram analisadas por 1 examinador calibrado, experiente e “cego” quanto a

identificacdo dos implantes, o qual realizou a descricdo morfolégica da superficie

por meio do indice de adesao de elementos sanguineos, como observado na figura

23.
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Figura 23. Indice de adeséao de células sanguineas

a7

A- (0) auséncia de rede de fibrina e de células sanguineas;
B

(1) escassa rede de fibrina e/ou de células sanguineas;

C- (2) moderada quantidade de células sanguineas e rede de fibrina mais fina com pequeno
entrelacamento;

D- (3) densa rede de fibrina com grande entrelagamento e células sanguineas aprisionadas.

4.6 TESTE ESTATISTICO

O teste estatistico utilizado para avaliagdo dos microrganismos e indice de
adesao de elementos sanguineos foi o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, sendo

o valor significativo de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 ADESAO DE MICRORGANISMOS
Apds 24 h na estufa bacteriologica, os tubos foram removidos e foi realizado

a avaliagdo macroscopica.

Figura 24. Grupo usinado apds 24 horas na estufa

TMU T2U T3U T4U T5U

Fonte: autora (2024).

Figura 25. Grupo duplo ataque acido apos 24 horas na estufa

T1 DAA T2 DAA T3 DAA T4 DAA T5DAA T6 DAA

Fonte: autora (2024).
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Figura 26. Grupo HANano apds 24 horas na estufa

TTIHN T2HN T3HN T4HN T5HN T6 HN

Fonte: autora (2024).

Figura 27. Grupo Oxidagao anddica apds 24 horas na estufa

T10A T20A T30A T4 O0A T50A T6OA

Fonte: autora (2024).

Figura 28. Controles negativos (CN) apds 24 horas na estufa bacteriologica

CN HN CN U CN DAA
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Legenda:

A — CN do grupo HANano

B — CN do grupo usinado

C - CN do grupo duplo ataque acido
Fonte: autora (2024).

Tabela 1. Valores encontrados no espectrofotdmetro para todas as amostras de cada grupo

SALINA: 0,032
DUPLO ATAQUE ACIDO = USINADO HANANO OXIDAGAO ANODICA

0 0,003 0,004 0,013

0 0,009 0,026 0,02
0,008 0,046 0,009 0,043
0,01 0,015 0,007 0,02
0,001 0,096 0,014 0,029
0,031 0,098 0,002 0,007

Fonte: autora (2024).

A partir dos valores encontrados na respectiva tabela, foi realizado o teste
nao-paramétrico de Kruskal-Wallis com o objetivo de avaliar se ha ou ndo
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos avaliados. O valor
encontrado foi p=0.089, ndo havendo diferenga estatisticamente significativa entre

0S grupos.

Tabela 2. Valor de “p” encontrado pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para os quatro
grupos avaliados

Kruskal-Wallis Test

Kruskal-Wallis Test

Factor Statistic df p

TRATAMENTOS 6.516 3 0.089
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Grafico 1. Mediana dos valores encontrados para os quatro grupos avaliados
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USINADO ATAQUE HANANO OXIDAGAO
ACIDO ANODICA

Mediana (Intervalo-interquartilico) dos valores de absorbancia do
crescimento bacteriano obtidos no meio de cultura com os implantes
de titAnio com diferentes tratamentos de superficie. Diferenca nao
significativa, p=0,089 (teste de Kruskal-Wallis).

5.2 ADESAO DAS CELULAS SANGUINEAS

Apos remocao das amostras do dessecador a vacuo, os implantes foram
colados em stubs metalicos e foi realizada a metalizagao por "sputtering”, em um
aparelho Balt-Tec SCD-050, no tempo de 120 segundos. Os implantes foram entéo
levados para analise em microscopio eletrénico de varredura (Tescan/Vega 3, Sao
Paulo) com 20kV e foram obtidas fotomicrografias com aumentos de 500x, 1000x
e 2000x, como observado nas figuras 29, 30, 31 e 32.



e GRUPO USINADO

Figura 29. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) do implante | com
tratamento de superficie usinado (U) em aumento de 500x e 2000x
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Legenda:
Hemacias envolvidas em fibrinas
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e GRUPO DUPLO ATAQUE ACIDO

Figura 30. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) do implante |
com tratamento de superficie de duplo ataque acido (DAA) em aumento de 500x e 2000x

SEM HV: 15.0 kV WD: 9.79 mm

SEM MAG: 2.00 kx Det: SE
View field: 104 ym |Date(m/dly): 10/30/23 mmem: e

View field: 415 pm _ Date{midiy]: 10130123 CLABMU UEPG

Legenda:
Rede de fibrinas




e GRUPO HANANO

Figura 31. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) do implante | com
tratamento de superficie HANano (HN) em aumento de 500x e 2000x

3
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SEM MAG: 2.00 kx Det: SE 20 pm

View field: 104 pm Date(m/d/y): 11/22/23

Legenda:
Rede de fibrinas e hemacias




e GRUPO OXIDAGAO ANODICA

Figura 32. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) do implante | com
tratamento de superficie oxidagdo anddica (OA) em aumento de 500x e 2000x
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Como observado nas fotomicrografias obtidas pela microscopia eletronica
de varredura (MEV) dos implantes apés a aplicagao do sangue, houve formagao de
fibrinas e ades&o de hemacias nas superficies de todos os grupos. Em seguida,
todos os grupos passaram por avaliagdo do examinador calibrado, experiente e
‘cego” quanto a identificagdo dos implantes, o qual realizard a descrigdo
morfolégica da superficie por meio do indice de adesao de elementos sanguineos.

Os grupos foram identificados com letras aleatérias, de forma que o
examinador nao tinha conhecimento de quais eram e definiu as amostras conforme
o indice. Na tabela abaixo, € possivel visualizar os valores determinados apds a

analise do examinador.

Tabela 3. Valores determinados pelo examinador para cada grupo avaliado.

Y= HANANO Z = OXIDAGAO ANODICA G = DUPLO ATAQUE ACIDO M = USINADO
2 3 3 0
3 2 2 1
2 3 2 2
3 3 2 2
3 3 3 2
2 2 3 2

Fonte: autora (2024).

Em seguida, os valores foram submetidos ao teste nao-paramétrico

Kruskal-Wallis, onde foi significativo a diferenga entre os grupos.

Tabela 4. Valor de “p” encontrado pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para

0s quatro grupos avaliados.

Kruskal-Wallis Test

Kruskal-Wallis Test

Factor Statiztic df p

Tratamento 5.318 3 0040




indice de adesdo de elementos sanguineos
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Grafico 2. Mediana dos valores encontrados para os quatro grupos avaliados
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Média dos valores obtidos pelo indice de adeséo de elementos sanguineos
para cada implante de titanio com diferentes tratamentos de superficie apbs
adesdo das células sanguineas. Diferenca significativa, p=0.040 (Teste de
Kruskal-Wallis)
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6 DISCUSSAO

Anadlises da adesao de microrganismos e células sanguineas sao
elaborados com o objetivo de avaliar ou prever quais tratamentos de superficie
possuem maior capacidade de evitar a contaminacdo do implante na cavidade
bucal, prevenindo a periimplantite e acelerar sua cicatrizagdo, facilitando a

reabilitacdo bucal.

Os resultados da pesquisa revelaram diferengcas nao significativas na
adesdao de microrganismos e células sanguineas em relacdo aos diferentes
tratamentos de superficie avaliados. No que diz respeito a adesdo de
microrganismos, A superficie usinada foi o que mais favoreceu a adesdo de
microrganismos, seguido pelo tratamento de oxidagdo anddica. A superficie
usinada ndo possui tratamento em sua superficie, portanto, este resultado pode ser
atribuido a presenca de microcavidades em sua superficie, que podem
proporcionar locais de ancoragem favoraveis para os microrganismos.

Na superficie de oxidagao anddica, a impedancia oferecida pela camada de
Oxidos varia na medida em que aumenta sua espessura (que néo é linear).
Portanto, forma-se uma camada de 2-3 micrbmetros, facilitando a adesdo do
microrganismo no interior de seus poros. Apesar de na presente pesquisa, a
oxidagao anddica apresentar a segunda maior adesdao de microrganismos, foi
demonstrado que o tratamento de anodizagdo aumenta o diametro do nanotubo do
titdnio, reduzindo a atividade bacteriana (Rigotti, 2023).

Em contraste, os tratamentos de HANano e duplo ataque acido
apresentaram uma menor adesao de microrganismos. Isso pode estar relacionado
as caracteristicas especificas desses tratamentos, como mudangas na composi¢cao
quimica da superficie ou a formacgao de estruturas de nanoescala que dificultam a
adesao dos microrganismos.

A superficie HANano, embora possa ser indicada para reduzir o periodo
inicial de osseointegracdo, o que é clinicamente relevante para a terapia de
implantes com protocolos de carregamento imediato/precoce, essas superficies
tém um efeito anti-biofilme limitado devido a auséncia de agentes antimicrobianos

(Barao, 2022). A superficie do implante nanomodificada ganha a vantagem de uma
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area de superficie aumentada para adeséo celular, embora essa mesma superficie
também desenvolva complexidades, como permitir a adesao e o

crescimento de outras células, bem como patdégenos microbianos (Schwarz et

al., 2021).

Em relagao ao tratamento de duplo ataque acido, ao eliminar contaminantes
e a camada de 6xido que se forma no implante, a limpeza acida ajuda a estabelecer
uma superficie consistente e higiénica. Acidos, incluindo acido sulfurico de
hidrogénio (H2S04), acido nitrico (HNO3), acido fluoridrico (HF) e acido cloridrico
(HCI) sao frequentemente utilizados (Takeuchi et al., 2003).

Este resultado sugere que a oxidagao anddica pode promover uma maior

interacdo entre as células sanguineas e a superficie, possivelmente devido a
alteragdes na topografia ou na composigdo quimica da superficie induzidas por
esse tratamento.
A oxidagao anddica, trata-se de um método relativamente simples e barato de
formar revestimentos (geralmente filmes de 6xido). Os revestimentos formados tém
alta porosidade, o que contribui para a melhoria da osteogénese dos implantes.
Permite obter uma superficie hidrofilica, o que contribui para a melhor
osseointegracao (Sotova, 2023).

Seu desempenho é resultado de ser responsavel comprovadamente por
aumentar a fixagdo das células osteoblasticas e as propriedades desejadas,
acelerar a formacgao de hidroxiapatita e influenciar a atividade celular para melhorar
a integracgao tecidual (Alamoudi, 2024) Superficies de titanio geradas pela oxidagao
anédica mostraram propagar adesao, proliferacdo e deposicdo de matriz
extracelular de fibroblastos gengivais humanos. Apesar do aumento da rugosidade
da superficie anodizada, a superficie de 6xido poroso nao facilita a formacao
aprimorada de biofilme (Smeets, 2016).

A anodizagao surgiu como uma técnica util para alterar a morfologia da
superficie de titadnio ou ligas de titdnio para melhorar o desenvolvimento ésseo,
porque € barata, simples de aplicar e facil de controlar. A anodizagcao pode fornecer
uma morfologia de superficie com uma estrutura de poros em uma escala
micronano, bem como aumentar o desgaste e a resisténcia a corrosdo dos

implantes de titanio puro (Inchingolo, 2023).
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A oxidacdo anddica aumenta a espessura do TiO2 camada do implante e
lhe confere uma rugosidade moderada, melhorando a osteocondutividade e
osseointegracdo (Oliveira et al., 2002; Oliveira et al., 2015). Portanto, implantes
com superficies anodizadas apresentam a melhor taxa de sobrevida (98,5%) com
um periodo de seguimento de pelo menos dez anos (Oliveira et al., 2018).

Os tratamentos de ataque acido e HANano apresentaram resultados
semelhantes em termos de adesao de células sanguineas, enquanto o tratamento
usinado/liso demonstrou a menor adesao. Isso provavelmente ocorreu porque um
coagulo se contrai em uma superficie lisa, produzindo uma micro-lacuna (Davies,
2003). Quando uma micro-lacuna esta presente, um novo 0osso comega a se formar
distante do implante, pois as células osteogénicas sao incapazes de alcangar a
superficie do implante. Portanto, a osseointegragdo ocorre mais rapidamente em
superficies texturizadas, visto que as superficies texturizadas aumentam a adesao
ao coagulo sanguineo e o crescimento 6sseo no implante (Aneksomboonpol,
2023).

A superficie HANANO, que obteve resultado similar ao duplo ataque acido, € uma
técnica que demonstrou que a condigao celular melhorou muito em torno dos
implantes revestidos com hidroxiapatita (HA). (Alamoudi, 2024). A hidroxiapatita
(HA) é uma forma biolégica muito estavel de CaP e fortalece a matriz organica por
mineralizagcdo. Essa técnica de superficie biomimética tenta promover a
osseointegracdo pela integracdo do componente sozinho ou uma combinagéo
desses elementos na superficie do implante (Smeets, 2016).

Nessa superficie, a hidroxiapatita € incorporada a superficie de titanio, alterando as
propriedades da superficie do material e melhorando diretamente suas respostas
biolégicas. Em comparagédo com superficies de controle (superficies usinadas ou
ataque acido ou de jateamento), essa técnica revelou-se um bom comportamento
mecanico, desempenho anticorrosivo superior, com capacidade estimulante de
células 6sseas e crescimento mais rapido de apatita in vitro. Também promovem
maior deposicdo de matriz éssea na interface implante- tecido, como bem
documentado em modelos animais (Barao, 2022).

A técnica duplo ataque acido, modifica os produtos quimicos de superficie,
alterando a morfologia e incorporando componentes quimicos que podem melhorar

a bioatividade e a propriedade anticorrosido e fornecer purificacdo da superficie. A
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capacidade osteogénica dos implantes dentarios foi melhorada adicionando
algumas dezenas de faixa de nandmetros ou alguns micrdmetros de oOxido de
superficie (Alamoudi, 2024).

O tratamento quimico produz corrosao, que expande a area de superficie e
melhora o contato entre osso e o implante (Takeuchi et al., 2003). O
condicionamento acido desinfeta, aumenta a area de superficie e melhora o contato
do osso com um implante. (Furtsev et al., 2023).

Comparativamente, a superficie acida levou a geracdo mais rapida de uma
rede de fibrina densa e uniformemente distribuida, enquanto na superficie usinada
apenas uma rede de fibrina limitada e heterogeneamente distribuida poderia ser
vista. A superficie mostrou formacéao de rede de fibrina intermediaria (Lackington et
al., 2022) A superficies induzem uma ativagdo plaquetaria mais forte e mais
formagao de antitrombina (Li et al., 2023).

O resultado pode indicar que a rugosidade superficial desempenha um papel
importante na adesdo de células sanguineas, com superficies mais asperas
favorecendo uma maior adeséo.

Os resultados do presente estudo, sugerem, portanto, que superficies
tratadas aderem menos microrganismos e mais células sanguineas, dificultando a
adesao bacteriana e facilitando a osseointegracao. Dessa forma, conclui-se que a
rugosidade do implante dentario pode n&o ter influéncia no desenvolvimento de
doencas causadas pela aderéncia de microrganismos, como a periimplantite.
Entretanto, estudos clinicos sao necessarios para comprovagao desses dados.

Além disso, os resultados destacam a importancia da compreensao dos
mecanismos subjacentes a adesdo bioldgica em superficies tratadas. Isso pode
abrir caminho para o desenvolvimento de estratégias de design de superficie mais
sofisticadas, visando controlar seletivamente a adesao de microrganismos ou
células em diferentes contextos. Essas descobertas tém implicagdes significativas
nao apenas no campo biolégico, mas também em &reas como tecnologia de
revestimento, engenharia de materiais e fabricacdo de dispositivos na area da
saude.

Essas descobertas ressaltam a importancia de considerar multiplos fatores
ao selecionar um tratamento de superficie para uma aplicacdo especifica. A

rugosidade superficial, composi¢do quimica e propriedades fisicas resultantes de
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cada tratamento podem ter impactos significativos na adesao biolégica, que por sua
vez influencia a biocompatibilidade e a eficacia do material.

Em resumo, os resultados da pesquisa fornecem discussdes sobre as
interagcbes complexas entre superficies tratadas e organismos biologicos, e
destacam a necessidade continua de pesquisa nessa area em evolugdao. Ao
entender melhor essas interagdes, podemos avangar no desenvolvimento de
materiais e tecnologias que promovam a saude e o bem-estar em uma variedade
de aplicacgoes.

Em conjunto, esses resultados destacam a complexidade das interagdes
entre superficies tratadas e microrganismos/células sanguineas. Mais pesquisas
sd0 necessarias para elucidar os mecanismos subjacentes a essas interagbes e
para desenvolver estratégias de tratamento de superficie mais eficazes em uma

variedade de contextos bioldgicos e industriais.
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7 CONCLUSAO

A presente pesquisa investigou os efeitos de diferentes tratamentos de
superficie em comparagéo a oxidagdo anddica na adesao de células sanguineas e
microrganismos. Os resultados revelaram padrées distintos, sendo
estatisticamente relevante apenas os dados obtidos para adesao das células
sanguineas. A superficie que mais aderiu microrganismos foi a usinada e a que
mais aderiu células sanguineas, a oxidagdo anddica. A pesquisa apresenta
limitagdes, como o estudo ser in vitro e tratar-se de uma microbiota monoespécie
sem condi¢des similares como a cavidade bucal com a presenca da saliva. Na
sequéncia da exploragao e entendimento dessas interacbes complexas, pode-se
avancgar no desenvolvimento de materiais mais seguros, eficientes e sustentaveis.
E fundamental projetar implantes com superficie que apoie a osseointegracéo e

impeca a adesao e crescimento bacteriana.
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Iddias as dovidas esdareodas sobme a3 una‘lnpa;ﬁnm&hmm.ﬂmcmdemm
podera entrar em contato com gualtyer wm dos membros da pESquisa ou com a Comiss3o de
Etica e Pesguisa da UEPTS:

Noms do pesquisador: Shelon Cristina Souza Bandeca

Fua: Ermelino de Ledo, 1087, apto 33 - Pormta Geossa PR Telelone : (04.2) 566244198
Nome do pesquisador: Marcelly Anny Gongalves de Oliveira

Fisa: Afonso Pena, 332, aplo 22 - Ponla Grossa (PR Telelone: (042) SS80S80TT

Comitt de Etica em Pesquisa
LEPS campus Uvaranas, Bloco B, sala 100 Tedefone- (42) X220-3108.

w " wllion Thade

Assnabuira do convdado paa a pesguisa

gl.!j-ﬁ"'lﬁ"“jm _|'-.-| N pL-_E-I'.-I.J. -J;;J:-.-':.ﬂ:-:-.._-.-'

Assnalura pesquisador responsdved Assnatura pesquisadol parbopante

Porta Grossa, 25 de outubro de 2023,



