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RESUMO

BERMUDEZ J.P. ADERENCIA DE ESCHERICHIA COLI EM DISCOS DE
TITANIO SUBMETIDOS A DIFERENTES TRATAMENTOS DE SUPERFICIE
ANTES E APOS ESCOVACAO SIMULADA. Dissertagdo — Mestrado em
Odontologia, Clinica Integrada. Ponta Grossa: Universidade Estadual de Ponta
Grossa; 2016.

Este estudo in vitro, avaliou a aderéncia microbiana em discos de titanio
submetidos a diferentes tratamentos de superficie antes e apds procedimentos de
escovagao simulada. Material e método: Grupo 1: Discos de titanio lisos (Li)
(n=21); Grupo 2: Discos de titdnio submetidos ao jateamento por ataque acido
(Jat) (n=21); Grupo 3: Discos de titanio submetidos a oxidacdo anddica (OA)
(n=21); Grupo 4: Discos de titanio submetidos ao jateamento seguido por ataque
acido e oxidagao anddica (JT) (n=21). Caracterizagao inicial: Microscopia de forga
atbmica (rugosidade superficial) (MFA), Microdureza Vickers (MV), Microscopia
Eletrbnica de varredura com emissdo de campo (FEG). Estas andlises foram
realizadas em diferentes fases — Fl: caracterizacao inicial; Fll- Apés formacao de
biofilme; Flll — apds escovacao; FIV: apds escovacido e formagao de biofilme. Os
espécimes tratados por oxidagao anddica foram obtidos por meio de um sistema
que consiste em fonte programavel DC 600 V 8 A microcomputador para controle,
osciloscopio e cuba eletrolitica. Analise da aderéncia de microrganismos antes e
ap6s escovacgao simulada: Espectrofotémetro e contagem das UFC/mL. Novas
avaliagdes: MV; MFA; FEG —avaliacdo qualitativa da aderéncia de E. coli. As
analises MV, MFA e FEG foram realizadas antes e apds formacéo de biofiime e
também antes e apds escovacdo simulada. A analise estatistica foi realizada
utilizando ANOVA de um fator e pos-teste de Tukey (a = 0,05) para os dados
considerados normais e o teste de Kruskal Wallis (a = 0,05) foi utilizado para os
dados que nao mostraram normalidade. Nos resultados observamos formacao de
biofiilme em todos os grupos avaliados, no entanto, uma leve diminuicdo na
aderéncia de E. coli foi observada apds realizacdo de escovacdo simulada.
Diferencas estatisticamente significantes foram encontradas entre: o grupo Li (FII)
e os grupos Jat e JT da (Fll); os grupos Jat e JT da (Fll) e o grupo Li (FIV); o
grupo Li da (FIV) e os grupos JT (Fll) e OA (FIV). Na analise de MV nao foi
encontrada diferenga estatisticamente significante entre os grupos nas diferentes
fases do estudo. Com relagdo a rugosidade superficial, os discos tratados por
jateamento seguido de ataque acido apresentaram-se mais rugosos. Conclui-se
que, os discos jateados apresentaram maior aderéncia de microrganismos quando
comparados aos demais discos avaliados. Embora os discos lisos tenham tido
menor acumulo de E. coli, as imagens em FEG mostraram aglomeragoes
sugerindo a presenca de formacao de biofilme. Diferentemente, nos discos



tratados as bactérias se apresentaram mais isoladas. A rugosidade influenciou na
quantidade de microrganismos aderidos aos discos. O tratamento de superficie
por oxidacao anddica demonstrou pequena aderéncia bacteriana.

Palavras-chaves: Biofilme, Titanio. Periimplantite, osseointegracao



ABSTRACT

BERMUDEZ J.P. Adherence of Escherichia coli in titanium discs with different
surface treatment before and after simulated brushing. Dissertation - Master in
Dentistry, Integrated Clinic. Ponta Grossa: Ponta Grossa State University; 2013.

This in vitro study evaluated the microbial adhesion on titanium discs subjected to
different surface treatments before and after simulated toothbrushing procedures.
Methods: Group 1: smooth titanium disks (Li) (n = 21); Group 2: titanium discs
submitted to blasting by acid etching (Jat) (n = 21); Group 3: Titanium discs
submitted to anodic oxidation (OA) (n = 21); Group 4: Titanium discs submitted to
blasting followed by acid etching and anodic oxidation (JT) (n = 21). Initial
characterization: Atomic force microscopy (surface roughness) (AFM), Vickers
Microhardness (VM), field emission scanning electron microscope (FEG). These
analysis were performed at different stages - Fl: initial characterization; Fll: After
biofilm formation; FIlII: after brushing; FIV: after brushing and biofilm formation.
The specimens treated by anodic oxidation have been obtained by a system
consisting of programmable source DC 600 V 8 A, microcomputer control,
oscilloscope and electrolytic tank. Analysis of microorganisms adhesion before and
after simulated toothbrushing: spectrophotometer and counting of UFC / mL. New
evaluation: VM; AFM FEG- qualitative evaluation of E. coli adhesion AFM, MV and
FEG analysis were performed before and after the biofilm formation and the
simulated toothbrushing procedures. Statistical analysis were performed using
ANOVA and posttest of Tukey (a = 0.05) for the data considered normal, and the
Kruskal Wallis test (a = 0.05) was used for the data that did not show normality.
The results showed biofilm formation in all groups evaluated, however a small
decrease in adherence of E. coli was observed after conductingsimulated
toothbrushing. Statistically significant differences were found between: the group Li
(FI) and the groups Jat and JT (FIl); the groups Jat and JT (FIl) and the group Li
(FIV); the group Li (FIV) and the groups JT (FIlI) and OA (FIV). The analysis MV did
not showed statistically significant differences between groups in different phases
of the study. Regarding the surface roughness, the discs treated by blasting
followed by acid attacks had become more wrinkled. We conclude that, the
sandblasted disc presented greater adherence of microorganisms when compared
to other evaluated discs. Although the flat discs have had less accumulation of E.
coli, the images in FEG showed agglomerations suggesting the presence of biofilm
formation. Differently, the disks treated bacteria performed more isolated. The
roughness influenced the amount of microorganisms adhered to the discs. The
surface treatment by anodic oxidation demonstrated small bacterial adhesion.

Keywords: Biofilm, Titanium. Periimplantite, osseointegration
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1. INTRODUCAO

Os implantes osseointegraveis sdo considerados uma alternativa viavel e
previsivel para a reabilitacdo de rebordos total ou parcialmente edéntulos,
apresentando elevados indices de sucesso (Branemark, R. et al.# 2001, Adell et
al.> 1981). Contudo, estes indices elevados estdo fortemente associados ao
processo de osseointegracao, caracterizado como o contato intimo entre o tecido
O0sseo vital e a superficie do implante, sem interposicao de tecidos moles na
presenca de carga funcional (Branemark, P. I. et al.® 1977, Magno Filho et al.”
2012).

Os implantes dentarios foram inicialmente desenvolvidos com superficie
lisa, sendo que estudos de acompanhamento com tais implantes revelaram altos
indices de sucesso, demonstrando boa previsibilidade (Adell et al.> 1981, Bryant e
Zarb® 2002). Contudo, foi demonstrado que as caracteristicas superficiais do
titanio interferem no processo de osseointegragdo (Buser et al.® 2004, Palmquist et
al.’22010).

Assim, visando otimizar o processo de osseointegracdo, diversas
modificagdes vém sendo realizadas nestas superficies (Bornstein et al.’ 2008, Lai
et al.’? 2009). Dentre estes tratamentos de superficie, 0 método mais utilizado é o
jateamento da superficie seguido por um ataque acido, visando aumentar a
rugosidade da superficie. O jateamento com particulas especificas resulta em uma
maior rugosidade, a qual € posteriormente atenuada pelo ataque acido (Rupp et
al.’™® 2006, Novaes et al.' 2010). Estudos revelam que superficies jateadas e
submetidas ao ataque acido apresentam maior contato entre a superficie do
implante e o tecido 6sseo quando comparados a superficies lisas (Trisi et al.’®
2003, Buser et al."® 1991, Celletti et al.’” 2006).

De fato, € bem descrito pela literatura que o aumento na rugosidade
superficial favorece a deposicdo éssea na superficie do implante (Trisi et al.’
2003, Buser et al.’® 1991, Celletti et al."” 2006). Entretanto, é importante salientar

que este aumento de rugosidade também pode favorecer a formacgao de biofilme,
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especialmente em casos de exposi¢cao das roscas do implante em decorréncia de
reabsorgdes no tecido ésseo periimplantar. De fato, alguns autores demonstraram
que superficies de titdnio com maior rugosidade facilitam a formagao do biofilme
(Dhir' 2013, Teughels et al.’® 2006, Subramani et al.?° 2009).

A escovacao é bem estabelecida como um método eficaz para a controle
de biofilme. Apesar da efetividade no controle de biofilme, a escovacao pode estar
envolvida no desgaste de estruturas dentarias, especialmente se o procedimento
de escovacao estiver associado ao uso de dentifricios, os quais podem apresentar
componentes abrasivos em sua composi¢ao, tais como carbonato de calcio e a
silica (Dhir'® 2013, Thomas e Nakaishi*' 2006). Com base nestes dados, seria
importante avaliar a influéncia do procedimento de escovacdo na formacgao do

biofilme na superficie de implantes de titanio.

Os dentifricios estdo entre os métodos de eliminacido/prevencdo do
biofilme. Sua férmula convencional apresenta componentes abrasivos, como
carbonato de calcio e a silica que auxiliam na remogao mecanica do biofilme e
componentes quimicos como o fluor e o triclosan que possuem acao
antimicrobiana; sendo que o triclosan pode reduzir o acumulo do biofilme
supragengival em até 36% comparado a um dentifricio contendo fluor (Lobene et
al.?? 1991). Esses resultados foram obtidos em dentes naturais e quando se fala
em implantes deve-se almejar os mesmos resultados, no entanto, pode haver
interacdo entre o material metalico (Ti) e os ions fluoretos do dentifricio, podendo

ocorrer corrosdo por exemplo (Lobene et al.?? 1991, Nakagawa et al.?®> 1999).

A adeséo inicial de microrganismos em implantes comega em areas de
elevada umectacgao (caracteristica do titanio) e no interior de cavidades e ranhuras
das superficies rugosas, a partir de onde é dificil a eliminagdo de microrganismos
(Teughels et al.” 2006). A falta de higiene bucal, histérico de periodontite ou
individuos fumantes s&o indicadores de riscos de periimplantite (Lang et al.?*
2004).

A microbiota da periimplantite € muito semelhante da periodontite

avancgada. Tem-se altos niveis de espiroquetas e anaerdbicos imoéveis. Da mesma



19

forma que os dentes naturais, os implantes dentais sdo colonizados pelas
bactérias do biofilme dental (Leonhardt et al.?> 1993, Mombelli et al.?® 1988,
Mombelli e Mericske-Stern?” 1990) e a relagéo de causa e efeito entre biofilme e o
desenvolvimento de lesdes inflamatérias como mucosite e a periimplantite, por
exemplo, podem se estabelecer caso haja perpetuagéo do biofilme (Pontoriero et
al.?2 1994, Zitzmann et al.?° 2002).

Berglundh et al.3® 2002 indicam que de 35 a 45% dos implantes
instalados podem apresentar mucosite ou periimplantite, tendo como um dos
principais sintomas a inflamacgao e migragao apical dos tecidos moles, o que pode
ocasionar a exposicdo das roscas ou espiras dos implantes. Até o presente
momento existem diferentes estudos que avaliam a rugosidade das superficies
dos implantes e 0 aumento da colonizagdo bacteriana. No entanto, (Barros e de
Gouvea®' 2010) demonstraram que a rugosidade superficial pode nao ter

influéncia significativa no aumento da colonizagdo microbiana.
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2. REVISAO DE LITERATURA.

2.1. OSSEINTEGRACAO

Existem relatos de substituicio de dentes por implantes desde a
antiguidade, tendo sido usados dentes de animais e metais. No entanto, os
implantes intradbsseos como os que conhecemos atualmente foram aprimorados a
partir de materiais que nao demonstravam sucesso a longo prazo, devido a falta
de formagao de uma interface biologicamente compativel com osso (lijima et al.%?
2012, Greenstein et al.>3 2013). Os fatores negativos relacionados aos primeiros

implantes desenvolvidos sdo os seguintes: (Moiseiwitsch* 2002):
. Incompatibilidade do material, gerando uma resposta inflamataria;

. Falhas no processo de confecgcdo dos implantes, tendo sido

observada presencga de contaminantes nas superficies;
. Procedimentos cirurgicos inadequados;

. Auséncia de um sistema protético que proporcionasse requisitos

estéticos e funcionais.

Mudancas foram observadas com a descoberta do fendmeno de
osseointegragdo descrito por (Branemark, P. I. et al.® 1977). Osseointegragdo é
definida como uma “conexdo direta estrutural e funcional entre o osso vital
organizado e a superficie de um implante submetido a carga funcional”’, além
disso, histologicamente observa-se uma anquilose funcional sem interferéncias do
tecido fibroso ou conjuntivo entre osso e implante (Albrektsson et al.®® 1981,

Carlsson et al.3¢ 1986).
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Fig.1. A. Contato direto entre osso e titanio (Ti) em todos os lados das
roscas (x 10). B. pequenas irregularidades na superficie do titanio (Ti) sao
ancoradas na superficie do osso, o que significa estabilidade melhorada ao

longo de uma interface (x25). Fonte: (Carlsson et al.3* 1986)

A interface do implante é extremamente dindmica e a complexa interagcao
entre implante e tecidos ndo s6 abrange questdes de biocompatibilidade, mas
também alteragbes mecanicas em torno do osso (Parithimarkalaignan e
Padmanabhan3®’ 2003).

O processo de osseointegragao implica em uma estabilidade primaria
entre 0 osso alveolar e o implante, ou seja, um travamento mecanico inicial. Na
sequéncia, ira se formar um embricamento biolégico por meio da aposi¢do e
remodelacdo Ossea sobre o implante, chamado de estabilidade secundaria
(Schenk e Buser3® 1998).
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Segundo Robert 2000, a osseointegragao tem diferentes etapas, sendo
que a ativagao biolégica se desenvolve através de uma lesdo da matriz dssea
preexistente. Esta se expde ao fluido extracelular, proteinas, proteinas nao
colagenas. Os fatores de crescimento séo liberados para ativar a reparagao
Ossea, atraindo as células osteoprogenitoras da medula éssea, do 0sso
endocortical e do peridsteo cortical no lugar da lesdo por meio da quimiotaxia. Eles
se proliferarao e se diferenciardo em osteoblastos, iniciando a deposicao 6ssea na
regiao do defeito 6sseo e possivelmente sobre a superficie dos implantes. Os
osteoclastos, nesta fase, sdo muitos poucos e nao participam no processo de

ativacgao.

A Ativacado da osseointegracado tem diferentes etapas apos instalagao do
implantes, consistindo em uma linha de processos, a seguir explicados (Schenk e
Buser3? 1998).

Incorporacgao do tecido 6sseo formado: nesta etapa ocorre a formagéao
de osso primitivo, desordenado, com fibras colagenas e com numerosos
ostedcitos, apresentando uma densidade relativa baixa. Este osso primitivo tem
uma excelente capacidade de crescer através de estruturas, como hastes e
placas, formando tecido 6sseo vascularizado ao redor dessas estruturas a uma
velocidade relativamente rapida. A formagcdao de tecido Osseo acontece
aproximadamente entre 4 e 6 semanas apo6s a instalacao do implante, iniciando o
crescimento 6sseo a partir do osso circundante em direcao ao implante, exceto em
aberturas estreitas, onde é simultaneamente depositado osso sobre a superficie

do implante.

Deposicdo de osso lamelar e fibras paralelas: Este € um osso mais
elaborado, entrelagado com fibras colagenas, possuindo maior forga de
resisténcia. Nao se forma a partir do tecido 6sseo primitivo como na primeira
etapa. Cresce por aposigao sobre uma base sdlida preexistente, concentrando-se
em grandes areas. Algumas vezes, por causa da interrupgao do fornecimento de
sangue pela cirurgia, este osso se torna necroético, posteriormente reforcado por

um revestimento ésseo novo, que é estimulado pela carga funcional do implante.
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Remodelagdo 6ssea e modelagem (Qahash et al.*® 2008): comeca
aproximadamente no terceiro més apos a instalacdo do implante e é continua
durante toda a vida do individuo, diminuindo um pouco depois da remodelacao e
modelagem inicial. , erosionada pela reabsorgdo 6ssea dos osteoclastos (Frost*°
1966), acompanhado por uma rede vascular e células osteoprogenitoras
perivasculares. A primeira linha de osteoblastos se concentra na parede da
cavidade reabsorvida pelos osteoclastos, e comeca a depositar camadas
concéntricas de osso lamelar (Geris et al.*' 2008), preenchendo o espago

reabsorvido com novo 0sso lamelar.

Os ostedcitos deixam residuos de DNA nas lacunas ou nos espacgos
vazios, quando morrem pelo processo de apoptose. Este leva a liberagdo de
produtos de degradacédo, os quais ativam os osteoclastos. Nesta fase ocorre uma
adaptacao da estrutura de osso, melhorando a qualidade dssea, e substituindo
tecidos preexistentes, como 0sso necrosado ou o0sso inicialmente formado por
0sso lamelar viavel, e substituindo de forma continua osso velho por osso novo, o

que impede o acumulo de micro lesdes e fadiga.

A osseointegracao requer materiais bioinertes ou bioativos, os quais levam
a deposicao 6ssea e podem ter como resultado o sucesso do implante. De acordo
com (Albrektsson et al.3® 1981), para ter sucesso na realizagdo de implantes

dentarios varios fatores devem ser considerados:

1. Biocompatibilidade dos materiais

2. A qualidade 6ssea

3. Técnica cirurgica

4. Fase curativa

5. Condig¢des de cargas

0. Natureza macroscopica como forma do implante, e microscopica

como tratamento de superficie.
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O material apresenta um papel decisivo na unido implante/osso. Material
bioinerte n&o libera qualquer substancia nociva e, por conseguinte, nédo provoca
reacoes adversas ao tecido. O material bioativo causa reacao tecidual favoravel
através do estabelecimento de liga¢gdes quimicas com os componentes de tecido,
gerando atividades celulares envolvidas na formagédo da matriz 6ssea (Schenk e
Buser3® 1998). O Titanio, comercialmente puro ou com certas ligagdes de aluminio
vanadio, € reconhecido por ter as propriedades de biocompatibilidade

(Steinemann#? 1998).

2.2. O TITANIO

O titanio € um metal de transigcdo que apresenta uma estrutura cristalina
pura do tipo hexagonal e € compacto a temperatura de 882,5°C. Este metal
apresenta propriedades tais como baixa densidade, alta resisténcia mecanica,
baixo médulo de elasticidade, elevada resisténcia a corrosdo e uma excelente

biocompatibilidade. (Barros e de Gouvea3' 2010).

A combinacao de todas as propriedades fisicas, mecanicas e quimicas do
implante, o tornam um dispositivo com elevado indice de sucesso na odontologia
(Massaro et al.? 2002, Steinemann*? 1998, Bayramoglu et al.**> 2000); Além de ser
usado na fabricagéo de implantes osseointegrados, o titanio também é empregado

para fabricacao de fios ortodénticos e limas endodénticas.

Apesar das descobertas sobre biocompatibilidade e osseointegracgao,
devemos levar em consideracdo que qualquer metal pode sofrer processos
corrosivos. A corrosao € um processo intrinseco ao atomo de um metal e quando
este estda em contato com organismos vivos pode provocar alteragcdo dos
processos metabdlicos do organismo. Os corpos estranhos modificam a

bioenergia nas reagdes de oxidagado-redugédo (reagdes redox) que envolvem
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elétrons, consistindo numa agressao quimica, fisica e fisioldgica ao organismo, e

gerando resposta imune e alérgica (Steinemann*? 1998).

Segundo Steinemann'? 1998, a corrosdo é um processo eletroquimico, no
qual a oxidagao do metal produz hidroxidos, 6xidos e sais, que podem ser soluveis

no fluido tissular gerando toxicidade para o organismo.

A caracteristica fundamental da corrosédo é a troca de elétrons na
superficie do metal, sendo que elétrons ndo existem como entidades livres. As
moléculas de agua se unem a ions do metal gerando a remogao de protons
(hidrdlise), resultando numa producao de hidroxila carregada negativamente, e
assim ha uma redugao da carga elétrica na unido da molécula de agua com o ion
metalico (“aquation”). A hidrélise dos produtos da corrosdo leva o tecido a
mudangas de pH, que podem causar desnaturagdo das matérias organicas. Isso
acontece com o niquel, cobalto, cobre e vanadio, nos quais os produtos de
corrosao sao convertidos em cations e anions. A presenca desses metais no
organismo pode levar a ligagao de ions a proteinas, formando antigenos, ou seja,

levando a resposta alérgica do organismo (Steinemann#? 1998).

A corrosao acontece de forma diferente com o titanio. Este reage em meio
aquoso e no ar, formando uma camada densa de 6xido na superficie, essa reacao
indesejada (corrosao) torna-se uma barreira contra a dissolugao potente do metal,
devido a solubilidade constante de didéxido de titAnio, num ambiente com variagao
de pH de 3 a 12 (Steinemann*? 1998).

O titdnio apresenta cations, ou seja, ions com quatro cargas positivas,
rodeado por quatro moléculas carregadas negativamente (hidroxila), isto faz com
que o produto de corrosédo hidrolisado ndo seja um anion (ion negativo), o qual
nao tem afinidade com moléculas organicas. Ou seja, a corrosao do titdnio ndo
apresenta nenhuma carga quimica, e nenhuma reagdo acontece nos tecidos,
colaborando para a biocompatibilidade deste material com o tecido (Yu et al.*
2004).
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Os implantes de titdnio tém uma elevada resisténcia a corrosdao em meio
fisioldgico e meios minerais acidos (Zavanelli et al.*> 2000), permitindo uma
interagdo de equilibrio com o organismo, uma vez que os produtos toxicos sao

dificilmente produzidos e estavel.

A pequena taxa de corrosao do titdnio ndo € uma condicao suficiente para
avaliar a biocompatibilidade com o tecido, porém é uma caracteristica que deve
ser considerada. Os produtos gerados durante a corrosdo podem ser absorvidos

pelas células, levando a toxicidade (Steinemann*? 1998).

Estudos investigaram o produto quimico e aspectos bioquimicos da
aderéncia de osteoblastos e fibroblastos observando que a resisténcia de
polarizacao (velocidade de corrosdo) de um metal é proporcional a resisténcia de
corrosdo. Além da proliferagao celular na presencga de muitos metais (Buser et al.®
2004, Steinemann*? 1998, Zavanelli et al.*> 2000, Uboldi et al.*® 2004) percebeu-

se que o titanio permite o crescimento de fibroblastos, gerando reacao inerte.

Os resultados com osteoblastos refletiram uma proliferacido fraca, os
autores consideraram que o metal estava em uma interagdo débil, ou seja, metal
diluido no meio celular. Quando o metal fica em contato direto com a célula, pode
gerar expressivas interacdes quimicas nos tecidos proximos ao corpo estranho e
na sua interface (Buser et al.® 2004, Steinemann*? 1998, Zavanelli et al.*®* 2000, Uboldi

et al.*® 2004).

A inibicdo do crescimento dos osteoblastos por qualquer metal, exceto
titdnio e zirconio, sugere que estes dois elementos tém a capacidade de
osseointegracdo devido a uma alta resisténcia de polaridade, ou seja uma alta

resisténcia a corrosao (Zavanelli et al.*®> 2000).

Listgarten et al.’® 1992, por meio do uso de microscopia eletrénica de
transmissao, afirmaram que ndo ha nenhuma evidéncia de qualquer espaco entre
a superficie metalica do titdnio e o osso. Esta constatagao sugere a possibilidade
de uma ligacdo quimica direta de distancias atbmicas, o que permite a

transferéncia de forgas verticais, horizontais e de torque (Trisi et al.’® 2003).
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A quimica da osseointegracdo acontece porque o titanio € um metal
reativo. Isto significa que, no ar, agua ou na presencga de qualquer outro eletrélito,
forma-se um 6xido espontaneo nativo, de espessura aproximada de 4 nm. Os ions
de oxigénio do exterior migram para o metal e reagem com ions do titanio,
ocorrendo a reacao de oxidagao, ou corrosao. A corrosdo por meio dos eletrélitos
do fluido corporal é dificultada, ou seja, a pelicula de oxido nativo do titanio € um
bom isolador, pois ndo permite que elétrons disponiveis na superficie externa do

titanio interajam com eletroélitos (Steinemann#? 1998).

O modelo de forca eletrostatica € um instrumento versatil para a
compreensao do verdadeiro mecanismo de osseointegragdo. O Oxido nativo em
titdnio € um receptor de curto e longo alcance para os fatores de promogao de
adesao de tecidos vivos, e interage com moléculas de matriz e com o material

externo (Wennerberg et al.#” 1993).

A excelente biocompatibilidade e osseointegragao esta relacionada com
as diferentes propriedades do titdnio e de sua superficie. Citamos o médulo de
elasticidade baixo, comparavel ao 0sso; a presenca de pelicula de 6xido denso,
altamente passiva que protege o metal subjacente da oxidagao; uma baixa taxa de
dissolucdo da pelicula de Oxido; e uma concentracdo extremamente baixa de

produtos de corrosdo de titanio (Buser et al.’® 1991).

A espessura e a estabilidade da pelicula de 6xido do titdnio sao
determinantes para o desempenho do implante na corrosdo e no processo de
liberacao e ions nos tecidos adjacentes, efeito este indesejavel para as células do

organismo.

Em resumo, quando os elementos de titanio sdo postos em contato em
meio fisioldgico, inicia-se uma cadeia de eventos que sdo dominados por adsorgéao
de proteinas e adesao de plaquetas, com subsequente presenga de macréfagos,
induzindo a inflamacédo da area afetada. Esta resposta, ndo especifica para o
implante, ndo é considerada 6tima para um bom desempenho do implante no

organismo (Kieswetter et al.*® 1996).



28

A cascata de reagdes desenvolvidas pelo sistema imunolégico humano
depende das propriedades fisico-quimicas da superficie. A aceitacdo de um
implante pelo corpo humano é dada pelas caracteristicas de durabilidade e
integridade da superficie do implante, assim como pelas reagdes quimicas e
biolégicas que ocorrem na interface tecido-implante (Anselme et al.*®* 2000,
Schneider et al.®® 2003).

Para melhorar o processo de osseointegragcao, foram desenvolvidos
diferentes tipos de tratamentos de superficie ao titdnio do implante. Segundo
(Steinemann*? 1998), os resultados indicam claramente que a rugosidade da
superficie e a textura € um fator primordial para a ancoragem dos implantes
dentarios, permitindo maior durabilidade, com maxima resisténcia ao cisalhamento
na interface implante-osso, o qual chega a 24 MPa para implantes usinados (liso)
e cerca de 50 MPa para implantes com preparagdes especiais (Buser et al.® 2004,

Steinemann*? 1998).

2.3. TRATAMENTOS DE SUPERFICIE DO TITANIO

Segundo (Bessone L' 2009), as superficies dos implantes sao
classificadas em lisas, de texturizagao por subtracdo, e texturizagdo por adicao.
Sabe-se que a superficie dos implantes tem diferentes niveis, tal como relatado
por Sykaras et al.’® 2000, Wennerberg et al.?° 1993:

1. Nivel 1: constituida por roscas e espirais, e € medida em
milimetros.

2. Nivel 2: observam-se ondulag¢des na superficie, e também se
mede em milimetros. Foi descrita por (Albrektsson et al.3® 1981), que
demostrou o crescimento 6sseo dentro das rugosidades através de

estudos histoldgicos.
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3. Nivel 3: descrita em micra e corresponde propriamente a
rugosidade do implante, no ocorre depésito de sustancia fundamental
nas irregularidades até 1 um.

4. Nivel 4: constituida por camada de 6xidos e porosidades, com

medidas nanométricas, o que permite o processo de osseointegragao.

%,
ALY

1. Escala milimétrica
2-3. Escala
micromeétrica

4. Escala nanométrica

Fig. 2. Diferentes caracteristicas da superficie do implante. Fonte: (Bessone
L' 2009).

A. A SUPERFICIE LISA, segundo (Bessone L' 2009) (usinada) esta
superficie tem microssulcos e circunferéncias paralelas e perpendiculares. Além
disso, macroscopicamente observa-se lisa e brilhante, tendo uma rugosidade

média aproximada de 2 ym a 8 uym.

B. SUPERFICIE POR TEXTURIZACAO: a texturizacdo é qualquer
alteragcao ou modificagao feita no implante por tratamento topografico ou quimico,

podendo ser:

B.1. TEXTURIZACAO POR SUBTRACAO: o tratamento da superficie

consiste na remocao fisica, quimica ou fisico-quimica das particulas de metal da
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superficie dos implantes. Microscopicamente tem formas pontiagudas.(Sykaras et
al.>' 2000).

B.1.1. TRATAMENTO ACIDO: consiste na eliminacdo de particulas
metalicas das superficies dos implantes por imersdo em acidos fortes, tais como
acido fluoridrico, sulfurico ou cloridrico. Este tratamento gera picos de rugosidade,
com depressdes de 1 a 2 um, o que pode auxiliar na retencdo e formagao de

coagulos na matriz éssea.

B.1.2. JATEAMENTO DE PARTICULAS: Varias particulas de materiais
sao colocadas sobre as superficies dos implantes usinados. Essas particulas
geralmente sao 6xido de aluminio, silica, éxido de titdnio e hidroxiapatita. Estes
elementos tém uma dureza maior do que a do material de implante, formando
macroretengdes. As desvantagens sao a impossibilidade de se obter uma
superficie homogénea devido aos diferentes tipos de metais jogados na superficie.
Também existem jateamentos reabsorviveis, como a base de fosfato de calcio,
que permite gerar uma topografia, melhorando o processo de formacédo Gssea
(Abron et al.>? 2001).

B.1.3. JATEAMENTO DE PARTICULAS ASSOCIADAS AO
TRATAMENTO COM ACIDO (SLA): os dois tratamentos de superficies foram
associados, para obter macroretengdes por parte do jateamento e microrretengdes
por um ataque acido. A superficie recebe particulas de silica grandes (250 a 500

micrémetros), seguido por tratamento com &cido cloridrico / acido sulfurico.

Esta técnica é osteocondutora, o que promove a aposicdo 6ssea dando
excelente estabilidade em poucas semanas. (Rupp et al.”® 2006, Raghavendra S%
2005).

B.1.4. TRATAMENTO A LASER: este tratamento cria rugosidades com
profundidade, tamanho, e direcdo de orientacdo controladas. Além disso, ele tem
um baixo nivel de contaminacido porque nao existe contato de produtos quimicos
com implantes. Estudos IN VIVO demonstraram que o crescimento do osso sobre

superficies do laser € maior do que em superficies tratadas com método de
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subtracdao. A superficie tratadas da laser produzem o crescimento de células

orientado a matriz extracelular, além do crescimento 6sseo (Sul et al.>* 2008).

B.2.1. TEXTURIZACAO POR ADICAO: sdo superficies sintetizadas por
colocacado de material em forma de particulas esféricas, geralmente de 44 ym a
150 um de tamanho, como por exemplo pé de titdnio ou hidroxiapatita, gerando
poros na superficie do implante, o que aumenta a area total e funcional da

superficie para a osseointegragao.

B.2.2. TRATAMENTO COM PULVERIZACAO DE PLASMA DE TITANIO
(TPS) OU HIDROXIAPATITA (HA): o processo se da em alta temperatura, onde
particulas finas de titdnio ou hidroxiapatita sdo parcialmente fundidas e sao
movidas por um plasma ou gas ionizado. Particulas de titanio / HA aderem na
superficie do implante tratado, tendo como resultado o aumento do revestimento e
da durabilidade, bem como melhorada biocompatibilidade. No entanto, os
depositos apresentam modulos de elasticidade diferentes, trazendo o implante a
falha no momento dos movimentos de mastigagcdo. Além disso, este é o mais
utilizado como tratamento de superficie porque gera excelente proliferacao e
diferenciacao de células osteoprogenitoras, como osteoproteginas e osteocalcina
(Galli et al.%®> 2005).

B.2.3. TRATAMENTO POR OXIDACAO ANODICA: o método usado para
a preparagao da superficie por 6xido poroso € a oxidacdo anddica, que é um
método eletroquimico. Titanio deve ser protegido por uma camada de 6xido de
titdnio, que é formada em contato com ar ou agua. A espessura da camada de

oxido se produz em poucos segundos (Balshi et al.%® 2005, Brechter et al.%” 2005).

B.2.4. DEPOSICAO DE iON: é obtido com o bombardeio de ions de
hidroxiapatita em alta velocidade e alta temperatura, resultando em uma camada
nanométrica sobre a superficie do implante. Esta técnica também pode ser

realizada em ceramica (Kim et al.®® 2005, Lacefield®® 1998).
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Dependendo do fabricante existem diferentes tipos de tratamentos de
superficies que podem combinar um tipo de tratamento com outro, ou ser aplicado

um deles em uma parte mais coronal, e outra numa parte mais apical do implante.

A nova tendéncia para tratamento de superficie de implantes combina os
tratamentos ja explicados com peptideos, fatores de crescimento ou ceramica de
fosfato de caélcio, permitindo uma rapida e previsivel osseointegragdo, além da
integragao de tecidos moles, e diminuicdo da perda de osso, entre outros fatores,

a fim de garantir um plano de tratamento ao paciente a longo prazo.

Fig. 3. Fotografia de cinco implantes com diferentes tratamentos de
superficie. (A) Liso; (B) SLA;(C) TPS;(D) Com bordas cortantes nas roscas;

(E). Com microtexturas. Fonte: (Massaro et al.2 2002)
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As conclusées dos varios trabalhos com diferentes tratamentos de
superficies mostraram maior do contato osso-implante em comparagdo com as
superficies lisas (usinadas), o que pode levar ao acumulo de mais bactérias, como
demonstraram nos estudos de (Dhir'® 2013, Teughels et al.'® 2006, Subramani et
al.?0 2009, Nelson et al.?° 1997).

Essa aderéncia bacteriana pode ser devido ndo sO as caracteristicas da
superficie do titanio, mas também por um pobre selamento biolégico na area de
conexao entre o implante e as proteses (ma adaptagado do pilar transmucoso ao
implante), como consequéncia de reabsor¢cdao 6ssea acompanhada pelo tecido
gengival (que clinicamente permite que sejam visualizadas as roscas ou espirais
dos implantes), e nos casos de profundidade de sondagem maior que 3 mm pela
dificulta higienizagdo. Nesses casos, a retencdo de biofilme é facilitada e a sua
remocao € dificultada, levado ao acumulo de biofilme com predominio de bactérias
Gram negativas, o que gera produgao de endotoxinas, como lipopolissacarideos,
permitindo o desenvolvimento de doengas, como mucosite ou periimplantite, que
se nao sao controlados levam a perda de osso, com comprometimento da

funcionalidade e da estética, diminuindo qualidade de vida do paciente.

2.4 . MICROBIOLOGIA PERIIMPLANTAR

Em pacientes com implantes, o sulco periimplantar possui bactérias
similares ao do sulco periodontal (Papaioannou et al.6' 1996). Segundo (Lindhe e
Meyle®? 2008), as estruturas periimplantares ndo tem uma capacidade
regenerativa tao rapida e eficiente quanto o tecido de protegcdo e suporte dos
dentes, sendo esta uma das diferengcas entre o tecido periodontal e tecido

periimplantar.

A auséncia de ligamento periodontal e fibras de Sharpey no tecido
periimplantar é outra das diferengas entre tecidos periodontais e periimplantares.
Quando o estabelecimento da doenga periimplantar se faz presente, caracteriza-

se por ter uma maior extensao de infiltrado inflamatoério e resposta imunoldgica
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inata do que a periodontite, tendo como resultado uma maior destruicdo dos

tecidos e uma progressao mais rapida da doenga (Belibasakis®® 2006).

O valor de testes microbiolégicos € muito importante apds os sinais
clinicos ou radiolégicos da doenga periimplantar terem sido detectados, e o
dentista tem que decidir como lidar com o problema de acordo com os diferentes

tipos de tratamentos existentes (Mombelli et al.* 1987).

As bactérias frequentemente vivem em comunidades mistas organizadas,
denominadas biofilmes, que estéo ligados a uma superficie, podendo ser tanto do
dente quanto de um material como o implante. O biofilme é definido como uma
comunidade séssil de células que estao irreversivelmente ligados a um substrato,
incorporadas a uma matriz extracelular de substancias poliméricas (Costerton et
al.®> 2005), gerando um ambiente resistente ao sistema imunitario local e aos
antibiéticos (Lang et al.?* 2004, Mombelli et al.5* 1987, Zitzmann et al.?® 2004),
sendo necessaria a remogao mecanica do biofilme para diminuir os sinais das

doencas.

A colonizacdo bacteriana e maturacdo do biofime depende de um
ambiente ecoldgico favoravel que disponha dos nutrientes necessarios para a
sobrevivéncia das bactérias, levando a mudangas na composicdo e
comportamento da microbiota enddgena, que pode se tornar intoleravel pelos
tecidos, originando doencgas periimplantares. Os cimentos de proteses, que ficam
nos tecidos periimplantares, podem servir como retentores de presenca
bacterianas e desenvolvimento do biofilme, o que pode levar ao desenvolvimento

da periimplantite ou mucosite (Thomas e Nakaishi?' 2006).

Saude periodontal e periimplantar é representada pela existéncia de um
equilibro entre as bactérias do biofilme e a resposta do hospedeiro.(Marsh®” 2003).
De acordo com a hipotese de placa ecolégica quando mudangas no ecossistema
do biofilme alteram o equilibrio entre biofiime e resposta do hospedeiro, pode
instalar-se um processo patolégico. Umas das carateristicas do biofilme na

cavidade bucal é o ecossistema dinamico, e as espécies predominantes podem
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mostrar uma maior viruléncia e atuar como patégenos oportunistas, causando

doengas no hospedeiro (Costerton et al.?® 2005).

A formacédo da biopelicula nos implantes dentais segue os mesmos
padrdées da colonizagdo microbiana dos dentes. (Kalykakis et al.?® 1998) Porém,
as superficies dos implantes iniciam a colonizagao bacteriana alguns minutos apés
a instalacao, diferentemente do que acontece com os dentes, os quais estédo
constantemente expostos aos microrganismos chamados colonizadores primarios

ou iniciais (Li et al.%® 2004).

A aderéncia bacteriana inicial € fraca e reversivel na superficie do
implante, o que posteriormente ajuda nessa interacdo bactéria/superficie, pela
forca de adesdo e coesdo, definidas ambas como energia de superficie livre
(SFE), que determinam as propriedades de umectagdo, aumentando a

colonizagdo bacteriana dos pilares de titanio (Quirynen et al.”® 1994).

Depois da instalacdo do implante na boca do paciente, ele esta recoberto
com plasma e matriz extracelular do organismo, que juntamente as bactérias

competem pelas superficies do implante (Herrmann et al.”! 1993).

Segundo (Furst et al.”? 2007), a biopelicula se faz presente no implante 30
minutos depois de exposto ao meio bucal. A presenca de albumina fornece
nutrientes que permitem a colonizacao primariamente pelos cocos Gram positivos,
bacilos e espécies de Actinomyces. Posteriormente colonizados por
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia, microrganismos responsaveis

por causar e levar a progressao da periimplantite e da periodontite.

A osseointegracado ao redor dos implantes dentais € muito influenciada
pela rugosidade da superficie (do Nascimento et al.”® 2008), sendo este um fator
para aumentar a taxa de formacdo microbiana ao redor do implante. A unido dos
microrganismos a superficies duras (dente / implante), além da interagcdo com os
componentes dos tratamentos de superficie, também requer caracteristicas
especificas como umectacgao, hidrofobicidade e energia superficial (SFE). Este fato

foi demostrado no estudo de (Quirynen et al.”* 1993) pois maior aderéncia de



36

cocos (81%) foi observada na superficie de titanio lisa, em relagdo a superficie

tratada (64,2%), a qual apresentou maior rugosidade.

Em um estudo anterior, (Quirynen et al.”® 1990) relacionaram rugosidade
superficial do titAnio com a formacao de biofime em uma avaliagao de 96 horas.
Os resultados demostraram um aumento de crescimento microbiano, ressaltando
a contribuigao significativa que a rugosidade da superficie pode apresentar para o

aumento do acumulo de biofilme.

A microbiota de tecidos periimplantares saudaveis €& geralmente
composta por cocos Gram positivos, facultativos e bacilo (Mombelli et al.®* 1987),
além disso (Harris et al.”® 2002), mostraram a presenga de Staphylucocos aureus
ao redor do implante, microrganismo este que nao € encontrado no biofilme dos

dentes.

Outro fator importante para o acumulo de biofilme no implante é a
presenga dos elementos (abutment) de interface entre o implante e a protese.
Segundo (Zitzmann et al.?® 2002), existem microespagos de 40 a 60 micrometros
entre estas pegas o que podem levar a colonizagdo por microrganismo e a
presenca de infiltrado de células inflamatérias. A adesao inicial de biofilme nos
implantes comega em areas de elevada umectagao (caracteristica do titanio) e no
interior de cavidades e ranhuras das superficies rugosas, dificultando a eliminagao
do biofilme (Teughels et al.'® 2006).

Os microespacos, encontrados entre o implante e o pilar transmucoso,
permitem micromovimentos nos momentos de funcionalidade ou mastigacdo, o
que leva a uma infiltracdo de liquido e ao aumento da colonizagao bacteriana no
local. Com isso, estes microespacos se tornam fonte potencial de contaminacgao
microbiana, e afeta a saude e integridade dos tecidos biolégico ao redor do

implante osseointegrados. (Quirynen’” 1994, do Nascimento et al.”® 2009).

A microbiota nos casos de periimplantite tém alta prevaléncia de a P.
gingivalis, T. forsythia, T. denticola, F. nucleatum e P. intermedia. Sendo que, no
estudo IN VITRO de (Blankenship e Mitchell”® 2006), Candida albicans também
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apresentam maior aderéncia em implantes de titdnio. A transicdo da saude a
doenca na periimplantite provoca uma mudanga da microbiota, a predominancia
de microrganismos Gram-positivos da lugar para o predominio de microrganismos

Gram-negativos. (Nelson et al.®% 1997).

A inflamacao periimplantar pode resultar da interagao entre os materiais e
bactérias Gram-negativas, produzindo macromoléculas toxicas como LPS nos
sulco periimplantar (Massaro et al.? 2002, Nelson et al.?° 1997). Estudos IN VITRO
relatam que P. gingivalis e Escherichia coli tem afinidade por materiais protéticos.
Esta afinidade esta relacionada a alguns fatores, tais como, tipo de LPS, tipo de
materiais, propriedades de superficie e pH. O aumento da concentracdo de LPS
dentro do sulco periimplantar pode levar ao aumento dos niveis de fluido
crevicular, gerando um processo inflamatdério e uma resposta imunoldgica

desfavoravel.(Knoernschild et al.8% 1994).

No estudo de Sedgley 1994 foram avaliados 300 pacientes e determinou-
se a prevaléncia bucal | de bactérias aerébicas, anaerdbias facultativas Gram
negativas e leveduras. Observou-se uma prevaléncia de 41, 7 %, sendo que as
Enterobacteriaceae compdem 73% das bactérias isoladas, entre elas E. coli, com
uma prevaléncia global de 32% (Sedgley e Samaranayake®' 1994). Na Escécia se
encontrou 12 % de 103 adultos com Enterobacteriaceae, a diferenga em
comparagao com o estudo anterior pode ser devido a habitos culturais e dietéticos
(Samaranayake et al.8? 1989). Segundo (Laforce et al.®3 1976),a E. coli foi
encontrada na cavidade bucal de voluntarios saudaveis, podendo ser um
patdégeno oportunista e agravar o quadro de doenga periodontal e tém sido

implicados em casos de doencas periodontais refratarias (Santos® 2002).

2.5 DOENCAS PERIIMPLANTARES

A proliferagdo dos microrganismos Gram negativos na superficie do

implante acontece nos primeiros 14 dias apds a cirurgia. Aos 28 dias do poés-
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cirurgico pode-se observar a colonizagdo de aproximadamente 50% de
Porphyromonas gingivalis na composi¢do do biofiime (Koka et al.?> 1993), o que
pode conduzir a uma periimplantite. Estas bactérias podem ter uma associacao
maior com casos de periimplantite devido a producdo de endotoxinas, como o
lipopolissacarideos (LPS), que estad associado a patogénese da doenca
periodontal. Estas toxinas geram efeitos significativos sobre as células
inflamatdrias, fibroblastos e osteoblastos, levando a um processo inflamatério,
inibicdo do crescimento celular, e cicatrizacdo demorada, além da reabsorgao

0ssea, 0 que pode provocar a migragao dos tecidos moles para a apical.

A afinidade do LPS ao titanio parece ser principalmente devido a energia
superficial. As energias de superficie de 20 a 30 dines/cm exibem uma minima
adesao bioldgica, enquanto que as energias de superficie mais elevadas levam ao
crescimento da colonizagao bacteriana. O aumento da rugosidade superficial pode

aumentar a energia superficial (Quirynen’” 1994).

Dentre das doencas periimplantares temos a periimplantite, definida como
processo inflamatério que afeta os tecidos em torno de um implante
osseointegrado em funcionamento, resultando em perda de suporte ésseo. Outra
entidade é a mucosite, que é uma inflamacao dos tecidos moles, apresentando
sangramento e supuragao na bolsa, sem sintomas de dor, a mesma pode ser
reversivel, como relatado na conferéncia por Albrektsson em 1994. Entdo, com a
hipdétese da colonizagdo microbiana dos implantes, a infeccdo dos tecidos
periimplantares pode levar a destruicido Ossea e, portanto, ao fracasso do

implante.

Implantes bem sucedidos mostraram colonizacao por cocos Gram positivos,
enquanto que nos implantes fracassados ou com complicagdes bioldgicas foi
encontrada uma grande quantidade de bactérias Gram negativas anaerdbias,
fusobactérias, espiroquetas, e uma alta porcentagem de Prevotella intermedia nos

sitios doentes (Fardal et al.®® 1999, van Steenberghe et al.®” 1993). Maior



39

reabsorgao 6ssea foi observada em pacientes desdentados com ma higiene bucal

do que em individuos com uma boa higiene (Lindquist et al.® 1988).
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Fig. 4. (A) Radiografia de dois implantes com periimplantite, (B) Avaliagao
periodontal (PS - 8 mm) em um dos implantes com periimplantite. Observe o

sangramento e supuracao a sondagem. Fonte: (Klinge et al. 2005)

Além da relagdo de causa-efeito entre periimplantite e acumulo de
bactérias ou sobrecarga oclusal, a periimplantite pode ser correlacionada com
histérico de periodontite, tabagismo e também com ma higiene bucal. (Subramani
et al.?° 2009).

Portanto, similarmente aos dentes, os implantes sédo desafiados por
bactérias, seguindo padrées muito similares ao tecido periodontal (Leonhardt et
al.?> 1993). Em uma revisdo de literatura, foi observado de 35 a 45% de
complicagdes biolégicas dos implantes por periimplantite em proteses totais,
proteses parciais fixas e overdentures. (Klinge et al.> 2005, Berglundh et al.*®
2002).

A mucosite periimplantar se caracteriza pela inflamagdo, que ocorre no

epitélio escamoso estratificado com projecdes ao estroma, perdendo tecido
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conjuntivo, alterando a microvascularizagdo e aumentando infiltragbes de

neutrofilos, macrofagos e células T e B. (Dhir'® 2013).

A mucosa periimplantar pode apresentar menos células dentriticas e
células de Langerhans, as quais podem gerar uma resposta inflamatéria na
superficie do implante. As caracteristicas histolégicas sao proporcionais a uma
resposta inflamatéria mais pronunciada. Em caso de uma periimplantite, se
acumulam muito mais rapidamente as células de resposta imunoldgica inata, além
de células T e B em comparagao com a mucosite e periodontite, estimulando a
perda 6ssea através da ativacdo dos osteoclastos, por meio das diferentes
citosinas (Zitzmann et al.?% 2004, Lindhe et al.8% 1992, Berglundh et al.?® 1992). O
tecido de granulacdo nos sitios de periimplantite, exibem maior expressao de
RNAm de citosinas proinflamatérias como IL6, IL 8 e TNFa, do que nos sitios de
periodontite. (Klinge et al.3 2005).

Os fibroblastos fora do tecido de granulagdo aumentam a produgao de
fatores de vascularizacdo e da matriz metaloproteinases além dos receptores do
complexo C1qg. Além disso, ocorre uma redug¢ao da producao dos inibidores de
metaloproteasa (TIMP’s) e também uma diminui¢gdo dos fatores de crescimento

que estimulam a sinteses de colageno (Venza et al.®! 2010).

A falta de higiene bucal, € um indicador de risco de periimplantite (Lang et

al.?* 2004), porem a higienizagao pode alterar ou nao a superficie do titanio.

2.6. HIGENIZACAO DA CAVIDADE BUCAL COM IMPLANTES DE TITANIO

O titdnio como anteriormente dito, tem propriedades favoraveis que
permitem a biocompatibilidade (Sivakumar B% 2010). Umas delas é a formacgéo da
camada de oxido (TiO2) que ndo é soluvel ao meio bucal, além disso apresenta
forma amorfa e de baixa cristalinidade, mesmo quando o implante é exposto ao ar

ou a solucgoes.
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A camada de 6xido atua como uma barreira de protecao contra a corrosao
(Huang® 2007, Ehrensberger et al.®* 2008), no entanto, ela ndo consegue manter
a estabilidade da superficie do titanio devido a complexidade quimica da cavidade
bucal, podendo ser destruida ou eliminada. Desta forma, alguns autores sugerem
que os ions de fluor que se encontram nos dentifricios, géis e enxaguatorio bucais
podem causar efeitos sobre o titanio puro ou titAnio associado a outros metais,
que s&o propensos a corrosdo, (Stajer et al.®® 2008). Além disso, estes ions
podem afetar a composigdo quimica (Mabilleau et al.®® 2006, Huang® 2002),
topografica, rugosidade e as propriedades mecanicas (Popa et al.®® 2008). No
entanto, as estruturas que contem titanio como implantes, proteses e fios
ortoddnticos quando instalados na cavidade bucal, precisam ser higienizados por
meio da escovagcdo em combinacdo com dentifricios para evitar a colonizacao
microbiana, e assim, evitar um possivel desenvolvimento de doencgas

periimplantares e periodontais.

A escovacao é bem estabelecida como um método eficaz para o controle
de biofilme. Apesar da efetividade no controle do biofilme, a escovacao pode estar
envolvida no desgaste de estruturas dentarias, especialmente se o procedimento
de escovacao estiver associado ao uso de dentifricios, os quais podem apresentar
componentes abrasivos em sua composi¢ao, tais como carbonato de calcio e a
silica (Dhir'® 2013, Balshi et al.>® 2005), que podem afetar também a superficie do

titAnio no implante.

Em um estudo controlado por (Fais et al.*® 2012), superficies de titanio
foram submetidas a escovacao simulada (correspondente a cerca de 10 anos),
utilizando dentifricio com fluor (1500 ppm) e sem fluor. As analises foram
realizadas por meio de microscoépio eletrénico de varredura com espectroscopia
de energia dispersa de raios X, a fim de comprovar a presenga de fluor, titanio
puro e TI-6Al-4V, (Al aluminio, V vanadio). Os resultado demonstraram que a agao
abrasiva das cerdas da escova ndao mudaram a rugosidade média e a topografia
do Ti-6Al-4V, apresentando pequenas alteragdes no Ti puro. No entanto, a analise

com o dentifricio contendo fluor demostrou mudancas significativas na rugosidade
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superficial para os diferentes tipos de titanio testados. Diferente das analises
realizadas por (Nogues et al."® 2008), que ndo mostraram diferengas significativas

na rugosidade do titanio depois do uso do dentifricio com fluor.

Outro fator importante no meio bucal é o pH, que combinado com ions
flior podem degradar a camada de didxido de titanio (Toumelin-Chemla et al.’"’
1996, Campus et al.'®? 2003) demostraram a presencga de fltor por 24 horas na
saliva apos escovacdo, o que pode reduzir a rugosidade e aumentar a
homogeneidade da superficie de titanio, tornando-se mais lisa. Com isso pode-se
diminuir a colonizagdo bacteriana, como relatado por (Barros e de Gouvea®
2010). Porém, existem na literatura trabalhos que indicam o aumento da
rugosidade quando a superficie de titdnio se encontra em contato com a saliva e
ions de fltor (Huang®’ 2002).
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3. PROPOSIGAO

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo geral comparar a formagao de
biofilme bacteriano em discos de titanio submetidos a diferentes tratamentos de
superficie antes e apds procedimentos de escovagao simulada, aplicando teste de
contagem de crescimento bacteriano de E. coli, teste de rugosidade através do
microscopio de forga atdbmica, teste de microdureza e teste de microscopia de

varredura do campo (FEG).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICO

1. Comparar a formagcao de biofiime de E. coli em discos de titanio
submetidos a diferentes tratamentos de superficie antes e apds o

procedimento de escovacgao simulada.

2. Analisar a possivel influéncia do procedimento de escovagao simulada
na rugosidade superficial de discos de titanio antes e apés formagao do

biofilme.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram avaliados discos de titdnio comercialmente puro grau IV com 6
mm de didmetro e 2 mm de espessura, os quais foram divididos em grupos

1,2,3 e 4 de acordo com as caracteristicas da superficie.

Grupo Li: Discos de titanio lisos, os quais ndo foram submetidos a qualquer tipo
de tratamento de superficie (n=21).

Grupo Jat: Discos de titdnio submetidos ao jateamento seguido por ataque acido
(n=21).

Grupo OA: Discos de titanio usinados com superficie lisa submetidos a oxidagao
anddica (n=21). A oxidagao anddica foi realizada por meio de um sistema que
consiste em fonte programavel DC 600 V 8 A microcomputador para controle,
osciloscopio e cuba eletrolitica. Os parametros de tratamento (tenséo, densidade
de corrente, tempo, eletrdlitos) foram definidos no decorrer das atividades.

Grupo JT: Discos de titanio submetidos ao jateamento seguido por ataque acido e
oxidagao anddica (n=21). Os discos alocados neste grupo foram fornecidos
pela Neodent (Curitiba, Brasil) e foi feito o tratamento da superficie de
oxidacao pelo Laboratério de Fisica de Materiais do DEFIS com os elementos

antes indicados no grupo OA.

Os discos de titanio foram fornecidos pela Neodent® (Curitiba, Brasil).
Sendo que um dos grupos é caracterizado como disco de superficie lisa (Li) e
outro grupo apresenta discos caracterizados comercialmente como discos com
superficie Neoporos (Jat). O tratamento de superficie por oxidagdo anddica foi
realizado pelo Laboratério de Fisica de Materiais do DEFIS da Universidade

Estadual de Ponta Grossa.
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Fig. 5. Espécimes de Titanio e seus diferentes tratamentos de superficie. A
disco Liso (Li), B disco jateado (Jat), C disco liso tratado (OA) e D disco

jateado tratado (JT). Fonte: autor
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Figura6. Fluxograma da fase experimental da pesquisa. Na fase inicial

realizou-se a avalicdo de microdureza (MV); avaliagao por microscépio de

varredura por emissao de campo (FEG) e microscopia de forgca atomica

(MFA). Demais espécimes foram submetidos a formagao de biofilme. Na fase

Il foram realizadas as contagens de microrganismos aderidos (UFC/ml),
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sendo que alguns espécimes foram analisados em microscoépio de forga
atomica (MFA), microdureza e FEG. Demais espécimes foram submetidos a
escovagado simulada. Na fase Illl os espécimes submetidos a escovagao
tiveram suas superficies avaliadas com MV e FEG. Demais espécimes foram
submetidos a aderéncia microbiana e na fase IV foram realizadas a contagem
de microrganismos aderidos a superficie dos espécimes, FEG, MFA e

microdureza. Fonte: Autor

4.2. FORMAGAO DO BIOFILME:

Os espécimes foram confeccionados no fluxo laminar e colocados em uma
placa de Petri esterilizada, cada amostra imersa em alcool 70° por 10 minutos,
logo colocou-se hipoclorito a 1 % por 3 minutos, novamente os espécimes foram
imersos em alcool 70° por 10 minutos, foram lavados com solugao fisioldgica
estéril por 1 minuto, sempre em constante agitagdo manual. Apds secagem, a
desinfeccao foi finalizada por meio da exposi¢ao em luz ultravioleta durante 45 min
(cada lado) no fluxo laminar (Yu et al.** 2004). Antes da desinfeccdo dos
espécimes ser realizada, os tubos de ensaio com caldo BHI (Brain Heart Infusion
Agar, BHI, Difco) foram mantidos em estufa por 24hs a 37°C, com o objetivo de
testar a esterilidade do meio. Apds a desinfeccdo dos espécimes, estes foram
transferidos para estes tubos de ensaio com caldo BHI, que novamente foram
mantidos em estufa por 24hs a 37°C, com o objetivo de avaliar se a desinfecgéo
aconteceu de forma adequada. Os tubos foram avaliados quanto a turbidez, nao
havendo crescimento de microrganismos o proximo passo foi realizado: os
espécimes foram colocados assepticamente em tubos de ensaio contendo 5 mL
de caldo BHI, e aos tubos foi adicionado 1 mL de suspensao de Escherichia coli
(ATCC 25922) em uma concentragdo de 108 células/mL. Esta suspensédo foi
obtida a partir de col6nias de E. coli cultivadas em placas de Petri contendo o meio

de cultura BHI, diluindo em solugao salina estéril em tubo de ensaio e agitados em
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vortex até obter a turvagao equivalente ao tubo niumero um da escala de Mac
Farland 0,5. O resultado foi comprovado por meio de analise em
espectrofotbmetro. Apdés os tubos contendo E. coli foram levados a estufa
bacteriolégica a 37°C/24 h, com a finalidade de se promover aderéncia dos

microrganismos aos discos de titanio.

Apos 24 horas iniciou-se a remog¢ao das ceélulas nao aderidas: os
espécimes foram lavados por imersdo agitando a placa levemente por 40
segundos. Em seguida, as espécies foram colocadas em tubos de ensaio
contendo 5 mL de solugédo salina estéril e agitados em vortex por 1 min para
desprendimento das células aderidas. O grupo controle foi incubado em caldo
estéril por um dia. A ndo contaminacao foi verificada por meio da analise da

turbidez do meio.

Com a finalidade de se verificar o numero de células aderidas de E. coli
aos espécimes, os tubos contendo o material desprendido dos materiais testados
foram lidos em espectrofotdbmetro. A quantificagdo dos microrganismos aderidos
aos materiais também foi realizada por meio da diluicdo da suspensao obtendo-se
aliquotas de 0,1 mL da suspenséo pura (10" e 10?) em tubos com 0,9 mL de
solugao fisioldgica. Entdo foram semeadas em duplicatas em placas de Petri
contendo meio de cultura BHI mantidos em estufa bacteriolégica a 37°C/24 h
(Barros e de Gouvea3' 2010). Apos este periodo foi realizada a contagem das

UFC/mL por dois examinadores previamente calibrados.
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Fig. 7. Crescimento de E. coli nomeio de cultura - agar BHI. Fonte: autor
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4.3. ESPECTROFOTOMETRIA

E a medicdo da quantidade de energia radiante que absorve ou transmite
um sistema quimico em fungdo do comprimento de onda. O espectrofotdbmetro é
utilizado como instrumento que permite fazer a comparacdo da radiacdo
transmitida ou absorvida de uma solugao com conteudo de soluto desconhecido e
uma quantidade conhecida da mesma sustancia, ou seja, esta técnica mede a
quantidade de luz absorvida com a fungcdo do comprimento de onda. Neste estudo
utilizamos 580 nm de comprimento de onda, esta, é a luz visivel que vai de 380 a
780 nm. Com esta técnica, verificou-se a turbidez da solugdo salina apods
desprendimento das células bacterianas aderidas nos discos de titAnio e seus

diferentes tratamento de superficie.

micronal

se0
colorimetro fotoelétrico B220

sousTas smasoma

Fig. 8. Espectrofotdmetro analégico (Micronal, Brasil). Fonte: autor
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Fig. 9. Funcionamento do espectrofotometro.Fonte: autor
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4.4, ESCOVAGAO SIMULADA

Os espécimes foram submetidos a escovagdo por meio de uma maquina
de escovagao (MSEt — 1500W de poténcia e tensao de 220 Vac-60 Hz + terra,
peso aproximado de 70Kg), a 20.000 movimentos (Tanoue et al.’® 2000), que
correspondem a dois anos de escovagdo, com uma carga de 400gf (Kawai et al.'%
1998). As escovas utilizadas foram de cerdas de nylon (cabega 25 e 32 mm por 8
e 11 mm de largura; tufos: 3x6,3x8 fileiras; cerdas artificiais de nylon macias com
pontas arredondadas). Os espécimes foram submetidos a escovagdo com
dentifricio Colgate®MFP por ser consumido em larga escala no comércio nacional,

classificado como de média abrasividade.

Fig.10. Maquina de escovagao (Mset, Brasil). Fonte: autor

4.5. TRATAMENTO POR OXIDAGCAO ANODICA

Para fazer o tratamento de superficie dos discos de titanio procedeu-se da

seguinte forma:
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4.5.1. PREPARO DA SOLUGAO DA Ca/P

Esta solucdo foi utilizada para fazer o tratamento de superficie por

oxidacao anddica.
1. 0,14 mol/L acetato de calcio monohidratado (CH3COO), COH20

2. 0,06 mols/ L monofosfato de sédio (Na H2 PO4 H20)

1. MM acetato: 4(12) +8(1) +5(16) +40(1) = 176 g/mol
2. MM monofosfato: 23(1) +4(1) +31(1) +5(16) = 138 g/mol

1. Massa acetato = 1L X 0,14mol X 176 g = 24,64 g de acetato

1L 1mol

2. Massa monofosfato = 1L X 0,06mol X 138 g = 9,36 g de monofosfato

1L 1mol

4.5.2. ACABAMENTOS DOS ESPECIMES

e Os espécimes lisos foram lixadas com uma pressao constante a 60 RPM,
giro 90 ° e foram lavadas no ultrassom com o seguinte protocolo:
v" Acetona 15 minutos.
v" Alcool isopropilico 15 minutos.

v Agua destilada 15 minutos.

e Os espécimes com tratamentos jateado foram lavadas no ultrassom com o

seguinte protocolo:
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v" Acetona 15 minutos.
v" Alcool isopropilico 15 minutos.

v Agua destilada 15 minutos.

Espécimen Densidade da corrente /= 90 wA/cm?

Area exposta

| =0,0989 A
d=3,74mm = 0,374 cm
r=0,187 cm
A=mr?=0,1099 cm? I=A.]

Fig.11. Férmula de intensidade e area exposta para fazer o tratamento de

superficie de titanio. Fonte: autor

O Tratamento com oxidagdo anddica € o método utilizado para a
preparacao da superficie de 6xido de titanio. Este tratamento € uma técnica
eletroquimica, ou seja, consiste em obter uma camada de 6xido de titanio de
maior espessura com melhores caracteristicas de protecdo por meio dos
processos quimicos e eletroliticos. O oxigénio vem da dissociagao eletrolitica da
agua para fazer a oxidagado. O processo foi por meio de corrente continua, com
uma densidade de corrente de 90 wA/cm? determinados por trabalhos anteriores
(V. Zwilling a'® 1999), a carga elétrica foi aplicada durante 100 seg. com uma

corrente continua de 0,03 A.
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Para fazer a oxidagdo anddica os espécimes foram adaptados em uma
caixa de acrilico confeccionada para tal fim. Uma borracha foi utilizada para vedar
0 espacgo entre o espécime e o acrilico para evitar o vazamento da solugao de
fosfato de calcio. Colocou-se a solugdo de CaP na caixa até cobrir a amostra. O
eletrodo foi lixado e colocado no interior da caixa acrilica paralelamente ao

espécime, este eletrodo € o condutor ou polo negativo.

A caixa acrilica tinha um pistilo, o qual ajudava a manter a solugéao
homogénea com o agitador (Tecnal, Brasil). O polo negativo foi posicionado no
parafuso da caixa em contato com o espécime a ser tratado e o polo positivo foi
colocado no eletrodo que estava dentro na caixa de acrilico. Uma vez conferido
todo o equipamento, o processo de tratamento foi iniciado utilizando-se um
computador de 220V com o programa Chorma 62000P Solt Panel o qual produziu

a corrente continua para se obter a oxidagao.

Fig.12. O tratamento de superficie por oxidagao anddica foi realizado pelo
Laboratério de Fisica de Materiais do DEFIS da Universidade Estadual de

Ponta Grossa. Fonte: autor
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4.6. MICRODUREZA

O ensaio de Microdureza foi feito para medir a dureza ou a oposi¢ao que
oferece as diferentes superficies tratadas das amostras de titdnio e ver suas
alteragbes de rasgadura, penetracdo, cortaduras, deformagdes permanentes,
entre outras, ou seja, a resisténcia a deformacgéo plastica localizada sendo ela
permanente ou n&o recuperavel (W.D'% 1999) Utilizou-se uma ponta Vickers em
forma de uma piramide de diamante com angulo de diedro de 136°, com uma
forga de 50 gf,100 gf, 200 gf e 300 gf, contra a superficie do material de titanio por
15 segundos, as avaliagbes realizadas foram realizadas na fase de controle sem
formacao de biofilme, na fase apds a formacao de biofilme, na fase de escovacao

sem formacéao de biofilme e na fase escovacao e apds formacgao de biofiime.

N N
ﬁ 7 ° Hv= 1,854°P

136

D=D1 ;Dz (mm)

Fig.13. Imagem da angulagdao da ponta de diamante do microdurémetro.

Fonte: autor
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Fig. 14. Microdurémetro. O equipamento utilizado foi Shimadzu modelo
(HMV-2. Japao). Fonte: autor

As amostras foram marcadas e divididas com uma caneta em trés partes.
Indentagbes foram realizadas em cada uma das partes, com as cargas
anteriormente citadas. Os espécimes foram fixados na plataforma do
microdurébmetro com cera de utilidade para evitar a movimentagdo no momento da

indentacgao.

50 50
100 100
200 200

300 300

50 300 200 100

Fig.15. Imagem da divisao das amostras de titanio para o teste de

microdureza. Fonte: autor
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Os ensaios de Microdureza de Vickers das amostras tratadas e lisas foram
realizadas no Laboratério da Pés Graduagdo em Odontologia na Universidade

Estadual de Ponta Grossa.

4.7. MISCROCOPIA DE FORGCA ATOMICA

Para avaliagao da rugosidade superficial, os espécimes foram escaneados
por um microscopio de forca atdbmica em 3 diferentes areas, para obter 15
medidas de rugosidade para cada grupo teste. Um microscoépio de for¢ca atbmica
(SHIMADZU SPM 9600) foi utilizado para avaliar as altera¢des nas superficies dos

materiais (Giessibl'%” 2003).

Ja obtidos os resultados, estes foram expressos em rugosidade media
(Ra), que é a média aritmética dos valores absolutos das alturas e medida a partir

de uma linha central para fazer a estatistica.

Rugosidade média Ra

Linha Central

Comprimento de amostragem

Fig. 16. Esquema da definicao de rugosidade média. Fonte: autor
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Resumidamente, o funcionamento do MFA é baseado na medida da
forca de interagdo entre uma sonda muito fina e a superficie lisa ou tratada dos
discos de titdnio. A sonda € um cantilever flexivel com uma ponta aguda em uma
de suas extremidades. Quando sonda - amostra interagem, a forga que pode ser
inicialmente de Van de Waals ou de atracdo € repulsada pelas forcas de
coulombiana, ou seja, interacdo nucleo — nucleo, elétron — elétron, com a
aproximacao da ponta na superficie da amostra, ocorre flexdo do cantilever e esta
deflexdo ou movimento pode ser detectada por um feixe de laser (Giessibl'"”
2003).

Detector de
— feedback e
3 eletrdnica

—_— Cantilever e ponta

\‘“' Superficies dos espécimenes

Digitalizador PZT

Fig. 17. Desenho do funcionamento da microscopia de forga atdmica. Fonte.
Autor

O MFA possui dois modos de uso: contato e semi — contato.

Contato: o apice da ponta esta em contato direto com a superficie, a forca
entre os atomos da ponta e da amostra é contrabalanceada pela forga elastica

devido a deflexao do cantilever. A forga repulsiva de curto alcance que ocorre no
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apice da ponta é mais sensivel as carateristicas topograficas das amostras e
proporciona alta resolugdao da imagem, mas o contato direto pode causar danos na

superficie e é inapropriado para as amostras macias (Giessibl'% 2003).

Semi — contato: o cantilever oscila perto da frequéncia de ressonancia,
com amplitude de 10 a 100 nm. O cantilever é aproximado da superficie de forma
que a ponta entra em contato com a superficie no ponto mais baixo da oscilagéo e
as variagdes na amplitude e na fase da oscilagdo durante a varredura sao
registradas. (Giessibl'%” 2003).

A ponta do MFA utilizada nesta pesquisa foi a de semi contato, permitindo
que o0s mesmos espécimes sejam utilizados para avaliar rugosidade e

microdureza.

Fig.18. Microscopia de Forga Atomica. (Shimadzu SPM 9600, Japao). Fonte:

autor
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4.8. FEG. MISCROCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA POR EMISSAO DE
CAMPO

Este equipamento permite a obtencdo de imagens da superficie de uma
amostra com alta resolucdo e elevada profundidade de foco. Esta analise foi
utilizada para avaliar as caracteristicas superficiais dos espécimes antes e apés a

formacao de biofilme.

O canhao de elétrons por emissdo de campo do microscopio envia um
feixe fino de elétrons de alta energia através de diferentes lentes magnéticas que
controlam sua focalizagdo na superficie das amostras. Enquanto o feixe de
elétrons primario vai varrendo a amostra, produz-se elétrons secundarios, que sao
coletados e amplificados para fazer o sinal elétrico, ou seja, fornece a imagem da
topografia da superficie. Geralmente emite uma feixe de alta corrente com
didmetros de 5 a 10 nm, o que proporciona uma maior resolucao evitando ruidos
na imagem. Para a analise os espécimes foram fixados por meio do seguinte
protocolo (Ichinokawa'®® 1989).

[

~|«'

Fig. 19. Imagem do FEG (Shimadzu, Japao). Fonte: autor
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4.8.1. FIXACAO DE BACTERIAS NOS ESPECIMES PARA A LEITURA NO FEG
(Castillo et al.’® 2005)

Fixou-se os espécimes por 4 horas com glutaraldeido a 2.5%.
Lavou-se por quatro (4) vezes com PBS. (1 minuto).

Lavou- se por duas vezes com agua destilada. (1 minuto).

> Dd -

Desidratou-se com alcool etanol a 60 %, 70%, 80%, 90% e por ultimo trés
vezes com 100%, cada uns deles por 10 minutos.

5. Colocou-se no dessecador com silica por 48 horas.

Fig. 20. Dessecador contendo silica. Fonte: autor

Observou-se as caracteristicas estruturais da superficie de titdnio no
microscépio FEG com magnitude entre 5 Kx, 10Kx e 15 Kx e para analisar o

microdureza uma magnitude de 4 Kx.
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4.9. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram submetidos a um teste de normalidade para
determinar se sdo paramétricos ou ndo. Posteriormente, os dados da formacéao de
biofiilme com E. coli, rugosidade e microdureza foram submetidos ao teste
estatistico ANOVA de um fator e teste de Tukey para contraste das médias. Todos
os testes estatisticos foram realizados utilizando o programa GraphPad Prisma.
Para os dados anormais da aderéncia medidos em espectrofotdmetro utilizou o

teste estatistico Kruskal Walllis e pds-teste de Dunn’s com um valor de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

Crescimento e adesao do biofilme aos espécimes antes e apés

escovacao

20000+

15000~

Contagem (UFC)
2
=

Grupos de tratamentos de superficie

Fig. 21. Grafico demonstra a média e o erro padrao das UFC/ ml — Aderéncia
de E. coli antes e apés escovagao simulada dos diferentes tratamentos de
superficie testados foram submetidos a um ANOVA de um fator e pos-teste
de Tukey (p < 0,05), tendo como resultado um p 0,0004. Diferencas
significativas foram indicadas com letras (A, B, C, D, E): entre o grupo Li (Fll)
e os grupos Jat e JT (Fll); o grupo Li (FIV) e os grupos Jat e JT (Fll); o grupo
Li (FIV) e o grupo OA (FIV). Tratamentos de superficie: Li= Liso, Jat =

Jateado, OA= Oxidagcao anddica, JT= Jateado com oxidagado anddica. Fases
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dos experimentos: Fll= Fase antes da escovagdo e apo6s formagao de

biofilme, FIV= Fase ap6s escovagao e apés formagao de biofilme.

Quadro 1. Avaliagao da aderéncia de E.coli nas superficies dos discos de titanio

antes e apds escovacdo com dentifricio, medicdo feita por meio da técnica de

espectrofotometria com uma comprimento de onda de 580 nm.

Aderéncia de E. coli medicao com espectrofotometro

Espécimes/Grupos

1 0 0,01 0 0 0 0 0 0
2 0,01 0,03 0 0,01 0,1 0 0 0,01
3 0 0,02 0,01 0 0 0 0
4 0 0,02 0 0 0,02 0 0
5 0 0 0,01 0,01 0,05 0 0
6 0,05 0,04 0,01 0 0,01 0,01 0 0
7 0,05 0,01 0,07 0,01
8 0,01 0,06 0,01 0
9 0,01 0,09 0,04 0,01
10 0 0 0,03 0,01
11 0,01 0,01 0,02 0
12 0 0,01 0,03 0,01
*
Média 0,01166 | 0,025 | 0,01916 | 0,005 |0,018333| 0,005 *0 0
Desvio padrao 0,0185 |0,0268 | 0,02065 |0,005222 | 0,04021 | 0,01966 0 0,004082

Por meio do teste de Kruskal Wallis P < 0,05, diferencas significativas p= 0,0093
e por meio do poés-teste de Dunn’s * diferenca no grupo Jat (Fll) e OA (FIV)
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Rugosidade antes e apds escovagao

250+

200-

150-

100+

50+

Rugosidade média Ra (nm)

Grupos de tratamentos de superficie

Fig. 22. Grafico demonstra a média e erro padrao da rugosidade nas fases de
aderéncia microbiana antes e apdés escovagao simulada (Il e IV) para os
diferentes tratamentos de superficie testados. Analise estatistica: ANOVA de
um fator e poés-teste de Tukey (p < 0,05) tendo como resultado p < 0,0001 nas
diferengas significativas indicados com letras (A, B, C, D, E, F, G): entre os
grupos Li, Jat, OA, JT da (FIl) e o grupo Jat (FIV); os grupos Li, OA, JT (FIV) e
o grupo Jat (FIV). Tratamentos de superficie: Li= Liso, Jat = Jateado, OA=

Oxidagao anddica, JT= Jateado com oxidagdao anéddica. Fases dos
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experimentos: Fll= Fase antes da escovagao e apdés formacgao de biofilme,

FIV= Fase ap6s escovagao e apés formagao de biofilme.

Microdureza nas diferentes fases

500

400

300

200

100

Microdureza de Vickers 200 gf

0 ] | | | | |
AN IONIONSENTEN NN TN TN PR PR TR SO PN RN
<( 5 Q VQ Q ((\\((\«8 «((\ ((\\ ((\\ 8\?& ((\\ 8\ 8\ 8\ 8\
)O 5\’30\,\) 5007'5 5’?}\';\\3&

Grupos de tratamentos de superficie

Fig. 23. Grafico demonstra a média e erro padrdao da microdureza dos
tratamentos de superficie testados nas fases de referéncia (I e lll) e das fases
de aderéncia microbiana antes e apés escovagao simulada (Il e IV). Analise
estatistica: ANOVA de um fator e pés-teste de Tukey (p < 0,05) tendo como
resultado p =0,0924, nao houve diferenga significativa entre os grupos antes
e apos escovagcao e entre grupos antes da escovagcao e depois da
escovacgao. Tratamentos de superficie: Li= Liso, Jat = Jateado, OA=
Oxidagdao anddica, JT= Jateado com oxidagdao anéddica. Fases dos
experimentos: Fll= Fase antes da escovagao e apdés formagao de biofilme,

FIV= Fase ap6s escovagao e apdés formagao de biofilme
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Quadro 2. Correlagédo entre aderéncia de E. coli e Microdureza Vickers antes e
apo6s escovacgao de todos os grupos de tratamentos de superficie.

Correlagao de Pearson Contagem UFC Microdureza de Vickers
Contagem UFC 0,294*
Microdureza de Vickers 0,294*

Valor de r Pearson= - 0,170. * Valor de p>0.05: Nao houve correlagao entre
aderéncia bacteriana e microdureza Vickers.

Quadro 3. Correlacao entre aderéncia de E.coli e rugosidade (Ra) antes e apds
escovacao de todos os grupos de tratamentos de superficie.

Correlagao de Contagem UFC Rugosidade
Spearman

Contagem UFC 0,006
Rugosidade 0,006*

Valor de r Spearman= 0,425. * Valor de p<0.05: Houve correlagdao entre
aderéncia bacteriana e Rugosidade (Ra).

Quadro 4. Correlagédo entre Microdureza Vickers e rugosidade (Ra) antes da
escovacao e formacao de biofilme e apds da escovacao e formacao de biofilme.

Correlagao de Microdureza de Vickers Rugosidade
Spearman
Microdureza de Vickers 0,136*
Rugosidade 0,136*

Valor de r Spearman= - 0,240. * Valor de p>0.05: Nao houve correlagao entre
microdureza Vickers e Rugosidade (Ra).
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Fig. 24. Fotomicrograficas obtidas por microscopia eletronica de varredura
(FEG). Espécimes com formagao de biofilme antes da escovagao simulada
(Fase Il). (A) Li. (B) Jat. (C) OA. (D) JT.
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Cc D

Fig. 25. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura
por emissao de campo (FEG). Espécimes com aderéncia microbiana apés
escovacgao simulada ( Fase IV). (A) Li. (C) OA. (D) JT

As imagens representativas dos discos das diferentes superficies de
titdnio mostram aderéncia de E. coli. No grupo Liso (Li) uma menor quantidade de
bacterias foi observada. No entanto, as bactérias estavam distribuidas em forma
de aglomeracées (formacgéao de biofilme), diferente dos outros grupos (crescimento

microbiano mais isolado).
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Fig. 26. Fotomicrograficas obtidas por microscopia eletronica de varredura
por emissao de campo (FEG) para o teste de microdureza Vickers de 200 gf
por 15 seg. nos diferentes tratamentos de superficie, fase I. (A) Li. (B) Jat. (C)
OA. (D) JT. Este teste foi realizado também em fase Il, fase lll e fase IV.
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6. DISCUSSAO

Este estudo comparou a aderéncia de E. coli em diferentes tipos de
tratamentos de superficie em discos de titdnio antes e apds escovacao.
Escherichia coli € uma bactéria do grupo Enterobacteriaceae, Gram negativa, ou
seja, libera uma endotoxina chamada lipopolissacarideo (LPS). Esta endotoxina
esta diretamente associada a doenga periodontal e periimplantar (Sedgley e
Samaranayake®' 1994, Slots et al.'"® 1988). No entanto, é importante lembrar que
estas bactérias também podem estar presentes em sitios saudaveis (Laforce et
al.8 1976). Sua prevaléncia é maior em individuos que apresentam
imunossupressao (Samaranayake et al.8? 1989, Santos® 2002). Devido as suas
caracteristicas, existe grande importancia em conhecer o potencial de colonizagao
da E. coli nos diferentes tratamentos de superficies de titdnio antes e apods

escovacao.

Autores como (Dhir'® 2013, Thomas e Nakaishi?' 2006) estabeleceram
que a escovagao € um método eficaz para o controle do biofiime, porém a
escovagcdo pode estar envolvida no desgaste de estruturas dentarias,
especialmente se o procedimento de escovacido estiver associado ao uso de
dentifricios, os quais podem apresentar componentes abrasivos em sua
composicao, tais como carbonato de calcio e a silica. O mesmo acontece em
superficies de metal expostas ao meio bucal (Lindholm-Sethson e Ardlin'" 2008),
o0 qual apresenta condicbes de umidade, pH e dieta que podem contribuir para
alterar a superficie topografica do metal. Muitos estudos in vitro tém demonstrado
corrosdao em titdnio comercialmente puro por causa de agentes profilaticos
contendo flior (Stajer et al.®® 2008, Siirila e Kononen''? 1991). No entanto, os
resultados de microdureza apresentados neste estudo demonstram que nenhuma
alteracao significativa na superficie dos discos de titdnio foi detectada,
independentemente do tipo de tratamento que foi realizado. Demonstrando que, a
utilizacdo da escovagao e dentifricio, ndo interferiu de forma significativa na
corrosao deste metal. Este resultado pode ter ocorrido devido aos parametros de

escovagao simulada utilizados (carga 400 gf, 20000 ciclos) e também ao
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dentifricio utilizado. Estudos que demonstraram corrosao do titanio utilizaram um
tempo maior de exposicdo do metal a escovacdo e também ao dentifricio, ou
apenas ao flior (Nakagawa et al.?3 1999, Mabilleau et al.®® 2006, Huang®’ 2002).

Segundo (Burgers et al.'® 2010, Morgan e Wilson''* 2001) a adesé&o e
extensao bacteriana inicial nas superficies de titdnio com diferentes texturas é
influenciada principalmente pela rugosidade. Portanto, nosso estudo relaciona
diferentes tratamentos de superficie de titdnio com caracteristicas especificas de
rugosidade em cada grupo, antes e apdés escovagdao em associagdo com um
dentifricio. Observou-se uma correlacdo diretamente proporcional entre
rugosidade da superficie de titdnio e a contagem da aderéncia bacteriana,
confirmando o que ja foi relatado anteriormente na literatura. (Barros e de
Gouvea®' 2010, Fais et al.®® 2012, Morgan e Wilson'4 2001).

A rugosidade em nosso estudo foi analisada por meio de microscopia de
forca atbmica utilizando pontas de semi contato (0o que permitiu a utilizagcao
novamente dos espécimes para o teste de microdureza). Este tipo de ponta é
capaz de registrar com mais detalhes a topografia, a nivel escalar sub-
nanomeétrica de um espago ou longitude determinado da superficie de titanio,
quando comparada a outras metodologias que também avaliam rugosidade como

o perfildmetro ou rugosimetro (Rivera Moises''® 2001, Sosa Oswaldo''® 2006).

Estudos (lijima et al.®? 2012, Huang® 2002, Toumelin-Chemla et al.’®!
1996, Koike e Fuijii'"” 2001, Reclaru e Meyer''® 1998) demostraram um aumento
na rugosidade superficial em presencga de altas concentragbes de fluor e/ou com
pH baixo, levando a um processo de degradacdo do titdnio. Neste estudo
observamos um resultado contrario para a maioria dos grupos, ou seja, uma
diminuicdo da rugosidade apds escovagdo com dentifricio foi encontrada. Com
excegao dos discos tratados por jateamento e ataque acido, estes, quando
submetidos a escovagao, demonstraram um aumento significativo na rugosidade
superficial média, porém sem interferir no acumulo de microrganismos. Menor
aderéncia de bactérias foi demonstrada na fase apds escovacao na maioria dos

grupos, sendo que diferengas significativas foram encontradas entre os grupos Jat
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e JT (FIl) em relagao ao grupo Li (FIV), enfatizando a importancia de higienizagao
bucal por parte do paciente para o controle do biofilme dental. Os discos tratados
por oxidagdo anddica demonstraram um aumento da aderéncia bacteriana, porém
este aumento foi estatisticamente significante apenas em relagédo ao grupo sem

tratamento de superficie (Li).

O titdnio possui propriedades fisico-quimicas que podem permitir
aderéncia celular e bacteriana (Massaro et al.? 2002, Steinemann*?* 1998,
Bayramoglu et al.** 2000), sendo que estas sdo influenciadas pela energia
superficial, pureza, topografia e a rugosidade do material, os quais séo fatores
determinantes para o sucesso da osseintegragdo (Yeo''® 2013). Os implantes
protéticos endo-6sseos inicialmente eram parafusos de superficie lisa, os quais
demoravam para apresentar estabilidade secundaria e sucesso na instalacdo do
implante. Entdo, desenvolveu-se diferentes métodos para modificar a topografia
ou a quimica da superficie de titdnio, em busca da melhora desse contato intimo
entre 0o osso e a superficie de titanio sem interferéncia de tecido fibroso
(osseintegragdo) em menor tempo (Yamagami et al.'?® 2014). A técnica de
jateamento com ataque acido demostrou um alto sucesso a longo prazo
compativeis com outros sistemas de implantes ja consolidados no mercado
internacional (Yeo'"® 2013). Neste trabalho, o grupo Jat apresentou uma maior
rugosidade depois da escovagao, mas nao se observou diferenga significativa nas
diferentes fases com os diferentes grupos na aderéncia de bactérias. Para tentar
melhorar de forma eficaz o sucesso da instalacdo dos implantes dentais, novas
técnicas estdo sendo desenvolvidas em sua fase experimental, como a oxidacao

anddica.

A oxidacao anddica na superficie do implante de titdnio aumenta, nao
somente a rugosidade da superficie, mas também a espessura do 6xido da
superficie de titdnio, o qual é importante para a resposta do osso bioldgico
(Ellingsen'?' 1998, Larsson et al.’?? 1996). Estudos em osso humano e de animais
mostraram resultados histomorfométricos favoraveis a resposta Ossea
(Yamagami et al.’?® 2014, Ivanoff et al.'®® 2003, Yeo et al.’* 2008, Zechner et
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al.’?5 2003). Em nosso estudo realizou-se o tratamento de oxidagdo anddica com
parametros controlados para ter uma padronizagao, em superficie de titanio liso e
superficie jateada com ataque acido, mostrando um aumento de rugosidade.
Evidenciou-se um aumento de aderéncia bacteriana apenas apds escovagao com
dentifricios, tendo diferencga significativa com o grupo Li (FIV), o qual n&do sofreu
nenhum tipo de tratamento de superficie. A rugosidade dos discos tratados por

oxidacdo anddica antes e apds escovacao nao apresentou variabilidade.

Em estudo realizado por (Barros e de Gouvea®' 2010), no qual utilizaram-
se discos de titanio lisos com rugosidade média (Ra) de 2mm, armazenados com
saliva fluoretada, demostrou-se uma homogeneizagao da superficie por particulas
de fluor, o que diminuiu a aderéncia do microrganismo (S. mutans). Em nosso
estudo observamos uma diminuicdo da aderéncia no grupo que nao sofreu
tratamento de superficie (Li — FIl). Esta colonizagdo microbiana foi ainda menor
apo6s a escovacao (Li — FIV), o que pode ser explicado pela presenga de particulas
fluoretadas na superficie dos discos, embora a analise da presenca de flior ndo
tenha sido realizada nesta pesquisa. A rugosidade superficial foi muito semelhante
antes e apos escovagao com dentifricios no grupo Li, demonstrando, neste caso,

ter tido pequena influéncia na aderéncia microbiana.

Observamos, pela andlise em FEG, no grupo Liso (Li) uma menor
quantidade de bactérias, as quais estavam distribuidas em forma de
aglomeracdes (formagado de biofilme), diferente dos outros grupos que tinham
aderéncias de bactérias isoladas. A formacdo de biofilme, observada pela
aglomeragao bacteriana, leva a um aumento das endotoxinas, que podem ser

prejudiciais para os tecidos adjacentes.

A presente pesquisa demonstrou que a rugosidade de superficie pode
estar relacionada ao aumento quantitativo da colonizacéo por E. coli. No entanto,
superficies lisas também podem apresentar aderéncia de microrganismos e maior
formacdo de biofilme. Pesquisas ja comprovaram que bactérias quando em
comunidades podem ter uma exacerbacdo de seus efeitos deletérios ao nosso
organismo (Furst et al.”?> 2007, Blankenship e Mitchell”® 2006, Koka et al.8> 1993).
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Portanto, o tratamento de superficie pode ndo ser o principal fator relacionado a
presenca de doencgas periimplantares. Bactérias quando isoladas podem n&o vir a
apresentar efeitos patogénicos como descrito por (Rosier et al.’?® 2012). Neste
artigo os autores comentam sobre a presengca do modelo PSD (“Polymicrobial
Synergy and dysbiosis) para explicar doengas periodontais, enfatizando a
importancia de patégenos chave no desenvolvimento da doenga, no entanto se
estes estiverem isolados nao conseguem desenvolver de forma adequada seu
potencial patogénico. Os autores citam como exemplo a presenga do
Streptococcus gordonii agindo como um patdgeno acessorio para o aumento da
viruléncia da Porphyromonas gingivalis. Portanto, ndo é apenas a quantidade de
microrganismos que deve ser considerada, mas também sua capacidade de

formar biofilme.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que todos os grupos
tiveram aderéncia de E. coli, o que pode ser um fator de risco para o
deselvovimento de doengas periimplanteres. O grupo sem tratamento de
superficie (Li) teve uma maior formacgéo de biofilme do que aderéncia de bactérias
isoladas podendo apresentar um maior potencial para o desenvolvimento de
doengas periimantares em comparagdo com O0S grupos que apresentaram

bactérias isoladas.

Menor aderéncia bacteriana foi encontrada apds a realizacdo da
escovagcao com dentifricios demostrando mais uma vez a importancia da
higienizagdo na diminuigdo da formagdo de biofime e aderéncia de

microrganismos.

Sobre a rugosidade superficial, os discos tratados por jateamento seguido
de ataque acido apresentaram-se mais rugosos. Existe uma correlagdo entre a
rugosidade encontrada nos grupos e a formacao de biofilme. Demonstrando que a
rugosidade pode ter um efeito na quantidade de microrganismos aderidos na
superficie de implantes. Porém, os discos lisos demonstraram maior formacgao de

biofilme.

A microdureza dos discos de titdnio das diferentes superficies tratadas nao
tiveram uma variagao antes e apods escovagao e antes e apods formacido de
biofilme, o que leva a pensar que estas superficies apresentam um material de alta
resisténcia, podendo ser utilizados em implantes dentais na tentativa de substituir

a perda dentaria e cumprir as necesidades funcionais e estéticas do paciente.
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