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RESUMO

As caracteristicas da superficie dos implantes podem influenciar na adeséao
microbiana. Recentemente, a nanotopografia foi avaliada quanto a capacidade de
osseointegracdo, mostrando melhores resultados em relagdo as superficies com
microtopografia e usinada. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a influéncia da nanotopografia de superficies de titdnio no processo de
adesao microbiana em modelo de estudo in situ. Dezoito participantes utilizaram por
24 h os dispositivos bucais contendo os discos de titanio. Apés esse periodo, os
discos foram avaliados pelo método de cultura microbiana por meio de contagem
total de aerdébios e anaerobios, e por microscopia eletrbnica de varredura, para
visualizacdo da estrutura dos biofilmes. Os dados de contagem bacteriana foram
transformados em logaritmo e submetidos & comparacdo pelo teste ANOVA. Os
valores de média e desvio padrao do logaritmo das unidades formadoras de coldnia
(ufc/disco) para as bactérias aerdbias foram: usinados (6,65 + 0,38), micro (6,72 *
0,32) e nano (6,70 £ 0,44). Para a contagem de anaerodbios, os valores de logaritmo
da média e desvio padréo foram: usinados (6,86 + 0,27), micro (6,80 = 0,50) e nano
(6,94 + 0,41). Nao foram encontradas diferencas significativas entre a contagem de
microrganismos entre 0s grupos, tanto para a quantificacdo de anaerdbios quanto
para a de aerdbios (p>0,05). Na analise por MEV, 0s grupos apresentaram uma
distribuicdo bacteriana semelhante entre si, com predominancia de cocos e poucos
bacilos. Dessa forma, concluimos que a superficie com nanotopografia ndo altera a
adesdo bacteriana em relagdo a superficie usinada e a superficie com
microtopografia, considerando um periodo inicial de formacé&o de biofilme.

Palavras-chaves: Titanio, Biofilme Dentario, Contagem Bacteriana



ABSTRACT

The surface characteristics of implants can influence the microbial
adhesion.Recently, the nanotopography was evaluated about its osteointegration
competence, showing better results in comparison tomicrotopography and machined
surfaces. Thus, this study aimed to evaluate the influence of titanium surface
nanotopography in the microbial adherence process in situ. Eighteensubjects wore
the buccal devices containing the titanium disks for 24h. After this period, the disks
were evaluated through microbial culture method by quantifying aerobic and
anaerobic bacteria and through scanning electron microscopy, to visualize biofilm
structures. Bacterial counting data were converted to logarithm and submitted to
comparison through ANOVA test. Mean and standard deviation values of the colony-
forming units’ logarithm (log of ufc/disk) for the aerobic bacteria were 6.65 + 0.38 for
machined surface, 6.72 = 0.32 for microtopography and 6.70 = 0.44 for
nanotopography. For anaerobic bacteria, mean and standard deviation values were
6.86 = 0.27 for machined surface, 6.80 £ 0.50 for microtopography and 6.94 + 0.41
for nanotopography. There were no significant differences among the groups, neither
for anaerobic or for aerobic bacteria quantification (p>0.05). In SEM images,the disks
presented similar bacterial distribution throughout the surfaces, with predominance of
cocci and few bacilli. Therefore, we concluded thatnanotopographymay not alter
bacterial adherence when compared tomicrotopographyand machined surfaces,
considering initial biofilm formation period.

Key words: Titanium, Dental Plaque, Bacterial Load
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1 INTRODUCAO

Como uma ciéncia em evolucéo, a odontologia tem sido contemplada com o
desenvolvimento de novos materiais e descobertas cientificas que fazem com que
esta continue a ter seu valor de destaque dentro da ciéncia médica. Dentre estas
descobertas, a introducdo dos implantes dentarios como método terapéutico para
repor dentes perdidos foi talvez o maior salto evolutivo da odontologia nestas ultimas
décadas. O uso de implantes dentarios na odontologia comprovadamente apresenta
um alto grau de sucesso (ASTRANDet al., 2008; LEKHOLM et al., 1999;; Lekholm et
al., 2006) e é uma das ferramentas clinicas que os profissionais da mesma
rotineiramente utilizam para repor a perda de dentes e devolver as funcfes estética,
fonética e mastigatoria.

Apresentado ao mundo cientifico por George Zarb (1982), os primeiros
implantes criados por P. I. Branemark na década de 1960 apresentavam-se com
superficie lisa (usinada). Em busca de melhorias técnicas, muitos fabricantes
modificaram esta superficie, alterando sua rugosidade seja com técnica de
jateamento abrasivo, irradiacdo ultravioleta de superficie cristalina de TiO2, ablacdo a
laser, oxidacdo anddica, condicionamento acido, etc., sendo que estas alteracdes de
superficie geram rugosidades mensuraveis em escalas milimétricas, micrométricas e
nanometricas (SCHWARTZ-FILHO et al., 2011b).

Essas modificacbes nas superficies dos implantes, comprovadamente
aumentam a area de contato com 0 0sso (LAZARA et al., 1999;LANG e JEPSEN,
2009) e estas superficies rugosas e moderadamente rugosas normalmente
aumentam a osseointegracdo, quando comparadas com superficies lisas (Lang e
Jepsen, 2009). No entanto, apesar do aumento de rugosidade favorecer a
osseointegracdo, ainda € desconhecido o quanto este fator esta relacionado ao
aumento da colonizacdo bacteriana na superficie dos implantes.

Como toda técnica terapéutica, os implantes dentarios também apresentam
insucessos e fracassos. Nesta parte negativa da implantodontia, a mucosite e a peri-
implantite tém se mostrado presente em muitos estudos: mucosite foi diagnosticada
em 48% dos implantes acompanhados por 09 a 14 anos (ROOS-JANSAKER et al.,
2006). Em outro artigo deste mesmo estudo, a peri-implantite foi diagnosticada em
6,6% dos casos (ROOS-JANSAKER et al.,, 2006b). Outro estudorealizado por



Fransson et al. (2005) relata que 12,4% de 3143 implantes em fun¢cdo no minimo h&
cinco anos apresentavam perda 0ssea progressiva, assim como estudos de revisédo
de literatura mais recente conduzidos por Mombeli et al.(2012) e Atieh et al. (2013),
a peri-implantite foi diagnosticada em 10% dos implantes e em 20% dos pacientes e
9,6% dos implantes e 18,8% dos pacientes , respectivamente..

Se por um lado uma recente revisao de literatura relata que ndo existem
evidénciasde que as caracteristicas da superficie do implante possam ter um
significante efeito na iniciacdo da peri-implantite (RENVERT et al., 2011), muitos
trabalhos (AL-AHMAD et al., 2013;BURGERS et al., 2009; QUIRYNEN e BOLLEN,
1995; RIMONDINI et al., 1997; SUBRAMANI et al., 2009,) demonstram uma relacao
direta entre quantidade de biofilme e grau de rugosidade da superficie de titanio.

Alguns trabalhos tem demonstrado que as modificacbes na superficie de
tithnio em escala nanométrica apresentaram resultados significativamente
superiores em relacdo a maior formacdo de matriz mineralizada (SCHWARTZ-
FILHO et al.,2011 a), aumento no contato osso-implante (SCHWARTZ-FILHO et al.,
2011b) e modulacdo de expressdo de genes relacionados com a osseointegacao
(SCHWARTZ-FILHO et al., 2011c), assim como outros estudoscom nanotopografia
tem demonstrado um aumento da aderéncia de tecidos moles com uma possivel
reducdo de perda 6ssea (WENNERBERG et al.,, 2009) e ndo alteracdo de sua
biocompatibilidade(DE WILDE et al., 2013).

Considerando os oOtimos resultados em relacdo a osseointegracdo e
osteogénese da superficie com nanotopografia, assim como seu comportamento
favoravel em relacdo a adesdo aos tecidos moles, é necessario investigar mais
afundo essa superficie com caracteristicas promissoras. Existem poucos relatos na
literatura de como ocorre a adesdo microbiana e a formacdo de biofilme nessa
superficie. Sendo assim, é necessario conhecer o perfil de colonizacdo bacteriana
nas superficies com nanotopografia em comparacdo com as superficies lisas e
micro-estruturadas. A hipotese do presente estudo foi a de que o grupo com
nanotopografia apresentaria menor adesado microbiana na superficie na sua
superficie em relacdo ao grupo com microtopografia, sendo equivalente a superficie

usinada.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Tratamento de superficie dos implantes

Originariamente, os implantes introduzidos por Branemark utilizavam titanio
comercialmente puro graul, mas atualmente o que mais se utiliza é o titanio grau 4 e
também algumas ligas de titanio (grau 5) (SCHWARTZ-FILHO et al., 2011b). Em
virtude de alguns estudos revelarem insucessos significativos destes implantes de
superficie lisa quando instalados em maxilas com rebordos alveolares com pouca
altura e baixa densidade o6ssea (osso tipo 1V), incrementou-se a pesquisa e
desenvolvimento por superficies texturizadas (NAGEN FILHO et al., 2009).

Wennerberg et al.(1998) avaliaram o torque de remocao dos implantes com
diferentes grau de rugosidade. A superficie dos implantes foram jateadas com
particulas de Oxido de aluminio de diferentes tamanhos que resultaram em
diferentes graus de rugosidade média e encontraram maiores torque de remocao
para os implantes tratados com particulas entre 25 e 75 uym. Lazara et al.(1999)
instalaram mini implantes (2mm x 5mm) usinados e implantes que sofreram duplo
ataque acido na maxila posterior de 11 pacientes (um de cada lado) e, na analise
histologica apos 06 meses, encontraram um maior valor de contato osso-implante
para a superficie com tratamento de superficie. Atualmente dispomos de vérias
tecnologias para tratamento de superficie dos implantes dentarios que resultam em
superficies lisas ou usinadas, superficies macrotexturizadas, microtexturizadas,
superficies nanotexturizadas e superficies biomiméticas ou: superficie lisa (Sa< 0,5
um), superficie com rugosidade minima (S a = 0,5-1,0um), superficie com
rugosidades moderado (Sa = 1-2um) e superficie rugosa (Sa >
2um)(ALBREKTSSON e WENNERBERG 2004)

Dentre essas tecnologias, 0 proprio processo de torneamento ou usinagem
nos fornece um tipo de superficie. Superficies torneadas ou usinadas comumente
sao lisas (Sa< 0,5 pm) ou minimamente rugosa (Sa 0,5-1,0um). Atualmente este
processo é mais usado para obter o macrodesign do implante, que depois sera
tratado superficialmente (SCHWARTZ-FILHO et al., 2011b). Os tratamentos destas
superficies podem ser considerados como tratamento de adicdo (quando
acrescentam algo a superficie do implante ou de subtracdo quando removemos
parte da camada superficial) (GROISMAM e VIDIGAL, 2005).
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Um método de tratamento de superficie é a oxidagdo anddica ou
anodizacdo. Este método é o utilizado para a superficie TiUnite® (Nobel Biocare —
Gothenburg, Suécia). Neste processo o implante é colocado em uma célula
eletroquimica servindo como anodo e um potencial elétrico é aplicado a amostra,
gerando transferéncia de carga e ions resultando no fluxo continuo destes ions na
célula elétrica. Em condi¢bes controladas, o campo elétrico guiara o processo de
oxidacdo e, com a adicao de ions fosfato(P) resultara em uma camada de dioxido de
titanio maior, potencializando o processo de osseointegracdo (DE BRANDAO et al.,
2010).

O Plasma Spray foi talvez um dos métodos mais comuns de modificacdo de
superficie. Essa tecnologia pode ser usada para aplicacdo de uma camada de Ti ou
hidroxiapatita, formando rugosidades devido a aderéncia destas particulas a
superficie do implante. O valor da rugosidade superficial para Ti plasma spray € Ra=
1,82um e para Ha plasma spray € Ra= 1,59 a 2,94um (SYKARAS et al., 2000).

A tecnologia sol-gel € um método que utiliza alcoxidos metalicos ou sais
inorganicos como fonte de cétions e anions, agua como agente de hidrélise e alcoois
como solventes. Esta técnica permite a deposi¢cdo sobre superficies com controle
relativamente facil, em grande quantidade para um grande numero de implantes.
Uma solucgédo especifica é preparada e quase sempre retém a fase liquida e solida. A
amostra é entdo mergulhada varias vezes, com um processo de secagem entre elas.
ApoOs este procedimento é aquecida, solidificando e sinterizando o recobrimento.
Esta técnica € usada para obtencdo de nanotopografia e um exemplo disso é a
superficie nanotite (Biomet 3I®), que tem sua superficie tratada com uma discreta
deposicdo de fosfato de calcio derivado de um sol-gel (SCHWARTZ-FILHO et al.,
2011b.).

Outro processo utilizado para aumentar a rugosidade superficial é o ataque
acido. O implante é submergido em uma solucéo &cida, subtraindo componentes e
alterando a sua superficie com a criacao de irregularidades de dimensdes e formas
especificas. A concentracdo da solucdo acida, tempo e temperatura sdo fatores
determinantes do resultado do atague quimico e microestruturas de superficie
(Sykaras et al., 2000), Em 1996 um implante foi introduzido no mercado e tinha sua
superficie condicionado duplamente com acido hidrocloridrico e acido sulfurico (HCI

— H2S04). Este implante (Osseotite, Implant Innovation, Palm Beach Garden Florida)
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apresentou resisténcia ao torque quatro vezes maior quando comparado com
implante de superficie usinada (SYKARAS et al., 2000).

Um processo bastante utilizado € o processo de jateamento abrasivo, que
pode originar superficies com diferentes médias de rugosidade, dependendo das
particulas utilizadas no procedimento (SCHWARTZ-FILHO et al., 2011b). TiOblast®
e Osseospeed® sdo superficies produzidos pela Astra Tech Dental AB Méindal,
Suécia. Ambas sdo tratados com jatos do Oxido de titanio e com valor de Sa =
1,1um, sendo que a segunda recebe um tratamento quimico de ions fluoridricos
(ROCCI et al., 2008). O jateamento abrasivo também pode ser associado ao ataque
acido, como por exemplo na superficie SLA® e SLA active®, onde a superficie de
titanio é tratado com jatos de 6xido de aluminio de grande diametro e posteriormente
tratado com acido hidrofluoridric (NAGEM FILHO et al., 2007).

Outra tecnologia que pode ser citada é o processo de ablacdo a laser: neste
procedimento é utilizada uma fonte de laser de alta poténcia (CO2 Nd-YAg ou Nd-
glass). O processo rapido de fusdo e solidificacdo cria diferentes rugosidades e
porosidades sobre as superficies que resultam na formacédo de uma fina camada de
oxido e favorece propriedades das superficies como a dureza e resisténcia a
corrosdo. A camada de TiOz formada sobre a superficie favorece a adesdo de
apatita gracas a alta afinidade quimica que existe entre TiOz e hidroxiapatita
(SCHWARTZ-FILHO et al., 2011b).

Um trabalho interessante dentro deste assunto, € o trabalho de Svanborg et
al.(2009), no qual os autores realizaram a caracterizacdo de implantes dentais de
conhecidas marcas comerciais (Lifecore® usinado, Astra Tech Tiobast®, Lifecore,
RBM®, 3i Osseotite parte polida,3i Osseotite parte tratada, Astra Tech Osseospeed,
3i Prevail, 3i nanotite®, Southern Implant®, Nobel Biocare TiUnite®, Strauman
SLA®, Dentatus® usinado e Dentatus® jateado) em nivel nanométrico e
compararam com as ja conhecidas caracteriza¢gées em nivel micrométrico. Nenhuma
evidente correlacéo entre a rugosidade micrométrica e a rugosidade nanomeétrica foi
observada. Os resultados mostraram que um implante considerado liso em nivel

micromeétrico, ndo era necessariamente liso em nivel nanométrico.
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2.2 Relagéo da superficie de implante e adeséo bacteriana

De acordo com Subramani et al.(2009), a sequéncia de colonizagéo
bacteriana nos implantes dentais e formacé&o de biofilme € semelhante a que ocorre
nos dentes e as espécies que colonizam os implantes dentais incluem as mesmas
espécies que sao encontradas na gengiva sadia e sitios de gengivite, ou seja, 0
esmalte do dente é recoberto por uma pelicula salivar (pelicula adquirida) segundos
apos uma limpeza e sua superficie € rapidamente colonizada por bactérias da
cavidade oral presentes na saliva (108 bactérias por ml). As bactérias comecam a
colonizar a superficie dental entre 0 a 4 horas apos a formagdo da pelicula
adquirida. Nas proximas 4 a 24 horas, essas bactérias aderidas se multiplicam e
crescem, levando a formacdo de microcolonias distintas. Nos proximos 1-14 dias,
essa placa de bactérias dominada por Streptococcus muda para uma placa
dominada por Actinomyces. Entre duas a quatro semanas as espécies bacterianas
se tornam mais diversas, com um alto nivel de bactérias filamentosas gram-
negativas anaerobicas e a placa amadurece em um biofilme.

Nyvad e Fejerskov(1987) estudaram in situ a colonizagdo bacteriana em
superficies de cemento e esmalte dentario nos periodos de 4, 8,12 e 24 horas e
concluiram que a colonizacdo bacteriana precoce € determinada pela estrutura
superficial do dente. Observaram também uma coloniza¢do predominada por cocos
apos um periodo de 24 horas e no periodo de 48 horas obsevaram uma grossa
camada aderente formada por cocos e bactérias filamentosas.

Com o objetivo de saber como as caracteristicas da superficie do implante
influenciam a doenca peri-implantar, Renvert et al.(2011) revisaram a literatura,
encontrando treze estudos, incluindo estudos em humanos e estudos de peri-
implantite induzido em animais; na analise criteriosa dos estudos, ndo encontrou
nenhuma evidéncia comprovando uma relacdo direta entre as caracteristicas da
superficie do implante e a iniciagdo da peri-implantite.

Em busca de uma resposta sobre como a rugosidade superficial e a energia
livre de superficie de implantes e componentes protéticos influenciam a formacéo do
biofilme, Quirynen e Bollen(1995), revisaram a literatura e analisaram 19 trabalhos
publicados entre 1961 e 1993 e concluiram que para o biofilme supra gengival, a
rugosidade superficial do implante e a energia livre de superficie,nesta ordem, sao

os dois fatores que mais influenciam a formacédo do biofilme, quanto maior a
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rugosidade superficial do implante ou a energia livre de superficie, uma colonizacéo
mais rapida da superficie e uma maturacdo mais rapida do biofilme foi verificada. Na
visdo dos autores, para o biofilme subgengival esses fatores sdo menos influentes,
pois 0 ambiente oferece mais nichos para adeséo bacteriana e sobrevivéncia desta.

Nakazato et al.(1997) estudaram a exposicdo de diferentes materiais de
implantes in situ no meio bucal (alumina cristal simples, zircénia policristal
parcialmente estabilizada, hidroxiapatita, titanio puro e resina acrilica), apos 4 horas
demonstraram que 50 por cento das bactérias eram formadas por Strepococcus e
gue a adesdo precoce de bactérias tendiam a ser afetadas pela rugosidade do
material, porém apos 48 horas, nenhuma diferenca foi encontrada entre os
materiais. Eles observaram ao microscopio eletrbnico de varredura que apos 4
horas, no material com maior rugosidade superficial, a superficie foi coberta por uma
pelicula fina e que a rugosidade diminuia acentuadamente com a aderéncia de
Streptococcus, verificaram também que a quantidade de anaerdbios aumentava
para todos os materiais apos 48 horas.

Rimondini et al. (1997) avaliaram in situ a formacao de biofilme em trés tipos
de superficies de titanio com variados graus de rugosidades para determinar o grau
de polimento ideal para inibir a formacgéo precoce de biofilme e concluiram que uma
superficie de titanio com rugosidade média menor ou igual a 0,088 um inibe
significantente o acumulo e maturacao do biofilme num periodo de 24 horas.

Para avaliar in vitro modificacdes na superficie de implantes em relacédo a
adesdao precoce de bactérias (1 hora), GroBner-Schreiber et al.(2001) utilizaram dois
conhecidos iniciadores do biofilme (Streptococcus mutanse Streptococcus sanguis)
e modificaram discos de titAnio da seguinte forma: deposicdo fisica de vapor ,
cobertura com nitreto de titdnio ou com nitreto de zirconia ,oxidacdo térmica e
estruturagdo com radiagcdo a laser; tendo superficie polida de titanio como
controle.As rugosidades de superficie (Ra) variavam entre 0,14 e 1,0um. Os
resultados mostraram uma menor adesao de bactérias as superficies com cobertura
de nitreto de titanio e nitreto de zirconia.

Scarano et al.(2004) realizaram um estudo, onde dez voluntarios sadios
usaram uma placa acrilica contendo dois discos de zircbnia no lado direito e dois
discos de titanio no lado esquerdo por 24 horas. A rugosidade superficial (Ra)

verificada foi de 0,73 um para os discos de titanio e de 0,76 um para os discos de
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zirconia. Os resultados mostraram um percentual de 12,1% da area dos discos de
zircbnia coberta por bactéria contra 19,3% das areas dos discos de titanio.

Numa revisdo sistematica para avaliar o impacto das caracteristicas da
superficie (energia livre de superficie, rugosidade e composicdo quimica na
formacao do biofilme), Teughels et al.(2006) analisaram 36 estudos publicados entre
1966 e 2005 e concluiram gque aumentando a rugosidade média da superficie acima
do limiar de 0,2um e ou a energia livre de superficie, facilita-se a formacédo do
biofilme nos materiais restauradores e, quando ambas interagem uma com a outra, a
rugosidade de superficie mostrou-se como o fator dominante. A formacdo do
biofilme também é influenciada pelo tipo de biomaterial (composi¢cao quimica).

Procurando avaliar o efeito da molhabilidade e da microtopografia de
superficie dos implantes de titanio na formacédo inicial do biofiime, Schwarz et
al.(2007),realizaram um estudo, onde trés voluntarios utilizaram um dispositivo oral
contendo cinco discos de titanio que receberam um dos seguintes tratamentos:
polimento, resultando em uma Ra = 0,04um (P); ataque acido com HCI/H2SOa4,
resultando em uma Ra= 0,83um(A); ataque acido com HCI/H2SO4, e enxaguado sob
protecdo de N2, e guardado em uma solucéo isotonica de NaCl(modA); jateado com
granulos grandes e ataque acido com HCI/H2SO4, resultando em uma Ra = 3,22um
(SLA)e mesmo tratamento anterior, porém, lavado protegido contra N2 e guardado
em solucéo isotbnica de NaCl (modSLA). Os resultados mostraram uma menor
formacao de biofilme para os grupos A e modA e entre os grupos modificados e nao
modificados a molhabilidade ndo parece influenciar na formacao de biofilme.

Com o objetivo de revisar a literatura com relacdo a influéncia das
caracteristicas de superficie (quimica, energia livre de superficie e rugosidade) dos
implantes dentais e materiais de pilares protéticos na formacdo do biofilme,
Subramani et al.(2007) analisaram cinquenta e trés artigos publicados entre 1966 e
junho de 2007 e concluiram que um aumento na rugosidade superficial e na energia
livre de superficie facilitam a formacao de biofilme. A quimica de superficie e as
caracteristicas do desenho da configuracdo implante-pilar também desempenham
um importante papel na formacao do biofilme.

Em um estudo in situ e também in vitro, Blrgers et al.(2009) analisaram a
adesao de bactérias a superficie de titanio usinada e superficie de titanio tratada

com jato de areia e ataque acido in situ apés 12horas e in vitro a adeséo de S.
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sanguini apos duas horas, concluindo que a adesédo de bactérias as diferentes
texturas de titanio é primariamente influenciada pela rugosidade superficial, ficando
a energia livre de superficie em segundo plano.

Al-Ahmad et al.(2010) estudaram in situ, apés trés dias e apés cinco dias, a
formacdo de biofilme em seis diferentes superficies: titnio usinado, titanio
modificado, zirconia modificada, alumina usinada temperada com zircOnia, zircOnia
usinada e esmalte dental bovino. A rugosidade meédia dos materiais variou de
14,3nm (esmalte bovino) a 544,2nm (titanio modificado). Doze voluntarios sadios
usaram dispositivos bucais com os materiais, que foram analisados apdés trés e cinco
dias. Com excec¢do de titdnio usinado, os resultados apos trés dias mostraram uma
correlacdo entre rugosidade superficial e espessura do biofilme, ao passo que apos
cinco dias esta correlacao diminuiu significantemente.

Para avaliar in situ a formacédo de biofiime em diferente superficies, apos
duas e 14 horas, Frojd et al.(2011) utilizaram superficies de titanio jateadas, jateadas
e subsequentemente oxidadas na presenca de acetato de calcio, superficie de
titAnio comercialmente puro usinada e superficies de titanio oxidadas na presenca
ou auséncia de acetato de calcio. Foram utilizadas as seguintes bactérias:
Streptococcus sanguinis, Actinomyces naeslundiie e Lactobacillus salivarius. Foi
observado que superficies mais porosas apresentaram até sete vezes mais
bactérias que a superficie usinada apos duas horas, apesar de que a incorporacao
de calcio reduziu a adesdo de bactérias apés o periodo de duas horas, mas o
volume de biofilme foi similar para todas as superficies apds 14 horas.

Dorkhan et al.(2011) estudaram in vitro a adesao precoce de Streptococcus
oralis ao titanio com superficie lisa (Sa = 0,1um) ou moderadamente rugosa (Sa =
1,4um) e a influéncia da saliva ou cobertura de soro. Os resultados mostraram uma
adesdo mais que duas vezes maior para a superficie moderadamente rugosa
coberta com saliva.

Para verificar in situ num periodo de 24horas a adesdo bacteriana a trés
tipos diferentes de superficies: titanio usinado (MPT), titanio fundido e polido (CPT) e
zircOnia usinada (Zr) Nascimento et al.(2013) confeccionaram 3 placas para cada um
dos 6 pacientes nas quais foram fixados 4 discos da mesma espécie em cada uma.

Os resultados mostraram uma sensivel diferenca na contagem de bactérias para os
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trés grupos; CPT apresentou maior média de contagem, seguido de MPT e Zr. A
posicdo anterior ou posterior dos discos nao alterou os resultados.

Ribeiro(2013) estudou in situ a influéncia de diferentes tratamentos de
superficie em discos de titanio comercialmente puro sobre a formacdo e aderéncia
do biofilme inicial. Para esse trabalho, a autora utilizou 60 discos de titanio, divididos
em trés grupos: Ti CP, superficie duplamente condicionada com acido (Masters
Pours Implant®) e superficie submetida a irradiacdo laser-anodizada (Vulcano
Actives®; a rugosidade superficial verificada (Ra) foi de 0,771 pm, 0,735um e
1,423um respectivamente. Os resultados ndo evidenciaram diferencas significantes
entre as quantidades de bactérias entre as diferentes superficies.

Em outro estudo, Al-ahmad et al.(2013) estudaram in situ, a adesao
bacteriana (Eubacteria, Veillonella spp., Fusobacterium nucleatum, actinomyces
naeslundii e Streptococus spp) a superficies de diferentes rugosidades e
composicdo quimica, sendo as superficies de 544,2nm e 488,7nm as mais porosas
e a superficie de esmalte bovino(14,3nm), a mais lisa. As superficies foram
analisadas ap6s 30 e 120 minutos de exposi¢cdo na cavidade bucal. Seus resultados
mostraram uma correlagdo significante entre adesdo precoce de bactérias e
rugosidade superficial do material.

Lin et al.(2013), estudaram in vitro a influéncia da rugosidade superficial do
implante na formac&o do biofilme bacteriano e sua interferéncia no tratamento com
antimicrobianos. Foram utilizadas uma superficie uma superficie lisa (PT) e uma
superficie moderadamente rugosa (SLA®). As médias de rugosidades (Sa) foram
respectivamente 0,3 um e 1,4um. Foram utilizadas colénias de Streptococcus
mutans (01 e 03 dias) e Porphyromonas gingivalis(03 dias). Os autores concluiram
que uma superficie moderadamente rugosa nao incrementa a formacéao do biofilme,
porém diminui a eficacia do tratamento com clorexidina.

Como apresentado, existem varios estudos utilizando superficies de titanio
com diferentes tratamentos e utilizando diferentes metodologias para avaliar a
adesao microbiana. De forma geral, na maioria dos estudos a rugosidade e o grau
de energia livre de superficie parecem influenciar a adeséo bacteriana inicial, sendo
que esses fatores influenciam positivamente na formacéo inicial do biofilme. No
entanto, apesar dessas evidéncias, ainda ndo ha um consenso na literatura cientifica

de qual o grau de rugosidade, ou grau de energia livre ou mesmo o tipo de
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topografia que realmente influenciam de forma significativa a adesdo bacteriana.
Sendo assim, estudos comparando diferentes superficies de titdnio ainda séo
necessarios para elucidar o quanto as caracteristicas de uma superficie podem
influenciar a formacdo do biofilme bacteriano, considerando que todas essas

superficies estdo em constante evolugéo.
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3 PROPOSICAO

Levando em consideracdo a constante evolucdo das superficies dos
implantes, o objetivo deste estudo foi avaliar a adeséo bacteriana em superficie de
tithnio com nanotopografia, tendo como comparativo as superficie com

microtopografia e superficie usinada, em estudo in situ .
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Desenho Experimental

No presente estudo, 18 participantes utilizaram dispositivos bucais de
acrilico contendo os discos de titanio com 3 diferentes tipos de tratamento durante
24 h. Apos esse periodo, foi quantificada a formacgédo de biofilme por contagem
microbiana total de aerdébios e anaerdbios (pela técnica de cultivo). A adesao
bacteriana também foi verificada qualitativamente por microscopia eletrénica de
varredura.
4.2 Obtencéo dos discos de titanio e caracteriza¢cdo da superficie

As amostras de discos de titanio (10 mm x 2 mm) utilizadas nesse trabalho
foram confeccionadas e cedidas pela empresa NEODENT (Curitiba, Parana, Brasil),
Figura 1. Trés tipos de superficie de titanio foram analisadas: A — usinado; B-
microtopografia e C — nanotopografia. As amostras de titanio comercialmente puro
(grau 4) foram usinadas no formato de discos e submetidas a um processo de
modificacdo de superficie. A microtopografia foi obtida por um processo de
jateamento com particulas de oxido de aluminio, seguido de um procedimento de
condicionamento acido (propriedade comercial). A nanotopografia foi obtida pelo
tratamento com volumes iguais de uma solugéo de H2SO4 e de H202 30% (Nanci et
al.,1998)

Figura-1: discos de titanio 10 X 2mm, fornecidos pela Neodent®. Superficie com
Microtopografia, superficie usinada e com nanotopografia (da esquerda para direita)
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A caracterizacdo da rugosidade, quimica e morfologia desses discos de
titAnio ja foi realizada por um trabalho previamente conduzido por um dos
colaboradores do presente estudo (prof. Dr. Humberto Osvaldo Schwartz Filho,
professor do curso de mestrado em Implantodontia da UNISA). A caracterizacao da
topografia das amostras foi feita no nivel micrométrico usando interferdbmetro 6tico
(MicroXam; ADE Phase Shift Technology Inc., Tucson, EUA) e microscopia de forca
atbmica (Dimension 3000 SPMTM, Digital Instruments, Santa Barbara, EUA) para
avaliacdo na escala nanométrica. Microscopia eletrénica de varredura (SEM) (LEO
440 - Zeiss, Oberkochen, Alemanha) foi utilizada para a avaliacdo da morfologia das
superficies. E para avaliacdo da quimica de superficie foi utilizada a espectroscopia
por energia dispersiva de raios X (EDS; LEO 440). Os resultados encontram-se
publicados também no artigo: Schwartz-Filho HO, et al. Titanium surfaces with
nanotopography modulate cytokine. J Biomed Mat Res A. 2012 Oct;100(10):2629-36
e alguns desses resultados encontram-sena secdo ANEXOS.

As caracteristicas de topografia e de rugosidade desses discos foram utilizadas para

a comparacao com os resultados microbioldgicos.

4.3 Sujeitos do estudo, critérios de incluséo e excluséo

O projeto foi enviado ao Comité de Etica da Universidade de Santo Amaro,
via plataforma Brasil, foi avaliado sob o numero CAAE 25698614.8.0000.0081 e
aprovado com o parecer n°544.111 (Anexo). ApOs a aprovacao do projeto pelo
comité de ética da Universidade de Santo Amaro, foram selecionados dezoito
voluntarios adultos sem comprometimento de saude sistémica e/ou bucal para
participar do estudo. Todos os sujeitos foram informados do objetivo e da
metodologia da pesquisa e aqueles que concordaram em participar da mesma
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Os participantes selecionados apresentavam idade acima de 18 anos,
saudaveis sistemicamente (auséncia de distarbios endoécrinos, hematologicos,
imunes, alteragées nutricionais ou portadores de patologias) e nao fumantes.
Somente pacientes com excelente saude bucal foram selecionados, ou seja,
pacientes que tinham denticdo completa, auséncia de periodontite, auséncia de

bolsas periodontais maiores do que 4 mm, que nao apresentavam perda de insercao
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clinica e inflamacao gengival (LOPES, SMITH E GUTIERREZ, 2002). Os pacientes
deveriam apresentar um fluxo salivar de 1,2 + 0,2 ml por minuto e nao terem
alteracdes nas glandulas salivares. Os critérios de exclusdo foram consumo de
alcool, consumo de nicotina, uso de antimicrobianos ou enxaguatorios bucais nos
altimos 3 meses, uso de aparelho ortodéntico, gravidez e lactacdo (AL-AHMAD et
al., 2013;BURGERS et al., 2010). Também foram excluidos aqueles que
apresentavam qualquer tipo de comprometimento sistémico e/ou bucal, os que eram
desdentados totais ou e usuarios de protese removivel em qualquer uma das

arcadas.

4.4 Confeccéao dos dispositivos bucais e fixacdo dos discos de titanio

Para confeccdo dos dispositivos bucais (DB), foi realizada a moldagem da
arcada superior de todos os participantes. As moldagens foram realizadas com
auxilio de moldeiras de aco tipo Vernes pré-fabricadas para dentados (Tecnodent®,
S&o Paulo, Brasil, ou similar) e hidrocol6ide irreversivel (Jeltrat, Dentsply® Ind. e
Com. Ltda., Petropdlis, RJ, Brasil). Para confeccdo dos modelos de gesso, foi
utilizado gesso pedra amarelo (Herodent, Vigodent S/A Industria e comércio, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), o qual foi vertido no interior do molde e, posteriormente, sobre o
modelo obtido, foi confeccionada a moldeira com resina acrilica Palaton®, Dencril
Comercio de Plasticos Ltda, Pirassununga, SP, Brasil), sendo estes dispositivos
bucais similares aos utilizadas por Al-Ahmad et al. (2010), com algumas

modificacdes, figura 2.
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Figura 2 —Dispositivo bucal (DB) contendo os discos de titanio alocados nos nichos

preparados nas faces vestibulares

Nesses dispositivos foram incluidos os discos de titanio, em nichos de 11
mm por 4 mm de profundidade, previamente preparados. Os discos foram alocados
na face vestibular de cada dispositivo bucal, em ambos os lados, em regides de pré-
molares e molares, sendo colocado um disco de cada grupo em cada lado do DB
(Al, B1, C1 no lado direito e A2, B2, C2 no lado esquerdo, totalizando dois discos de
cada grupo por paciente). Os discos foram fixados de acordo com uma combinacéo
previamente estabelecida, de forma que todos foram distribuidos equitativamente
nas posi¢cdes mesiais, mediais e distais, tanto do lado direito, como do lado
esquerdo. A fixagdo dos corpos de prova foi realizada com resina macia para
reembasamento (Soft Confort®, Dencril Comércio de Plasticos Ltda, Pirassununga,
SP, Brasil) tomando-se o cuidado de vedar todos os outros lados dos discos,
mantendo-se somente a face interessada exposta.

Apos os discos serem fixados nos dispositivos bucais, os mesmos foram
imersos em uma solugdo de alcool 70° GL durante 50 minutos, ap6s o qual foram
friccionados com gaze estéril por 1 minuto e, ap0s evaporacdo do alcool, foram
armazenados em caixas plasticas para aparelhos ortodbnticos (Tecnident
Equipamentos Ortodénticos Ltda, Sdo Carlos, SP, Brasil), que também passaram

previamente por um processo de desinfec¢éo por friccdo com gaze estéril embebida
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com alcool 70 durante 1 minuto (VENTURELLI et al., 2009). A figura 3 ilustra o
processo de desinfeccdo dos dispositivos.

Figura 3 — Dispositivos bucais contendo os discos de titanio em processo de
desinfeccdo em alcool 70 ° GL.

4.5 Experimento in situde adesé&o bacteriana nas superficies de titanio

Dezoito participantes iniciaram o estudo apresentando-se com condi¢des de
saude bucais semelhantes e padronizacdo dos cuidados de higiene oral. Uma
semana antes de iniciar o estudo, todos os participantes receberam tratamento de
Oral raspagem supragengival para remocdo de calculo e biofilme. A rotina de
instrucdo de higiene oral foi estabelecida e os participantes receberam um kit de
higiene oral composto por escova de dente (B, Procter &Gamble do Brasil S.A.
Manaus, AM, Brasil), fio dental (Hillo®, Hillo Ind. E Com.LTDA, Aperibé, R.J. Brasil),
creme dental sem triclosan (Oral B, Procter & Gamble), um pacote com gaze estéril
e duas embalagens de 10 ml cada contendo agua destilada estéril (agua para
injecdo, Samtec sorologia), para hidratar as gazes, além de serem instruidos a nao
utilizar nenhum tipo de enxaguatdrio bucal (Scarano et al., 2004). Os participantes
utilizaram os DB com os discos de titanio durante 24 h, s6 removendo-as para as
refeicbes e higiene dentaria, devendo nessas ocasides guarda-las nas caixas

ortoddnticas, as quais continham duas gazes estéreis que foram embebidas com
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agua destilada estéril para evitar a desidratacdo do biofilme. Durante o periodo de
uso da moldeira os voluntarios foram orientados a manter seus habitos alimentares e
de higienizacdo bucal rotineiros, utilizando o material de higiene bucal fornecido
pelos pesquisadores (GROSSNER-SCHREIBER et al.,, 2009). Além disso, foram
instruidos a ndo escovar a regidao dos DB onde os discos estavam localizados(figura
4).

Figura 4 — Sujeito da pesquisa utilizando o dispositivo bucal contendo os

discos de titanio.

ApoOs 24 h de utilizacdo dos DB, os participantes entregaram os dispositivos
bucais aos pesquisadores. Os discos de titanio foram removidos das moldeiras de
forma que ndo houvesse contato com a superficie onde o biofilme foi formado. Como
cada participante utilizou a moldeira contendo dois discos de cada grupo, tivemos ao
final do estudo 36 discos para cada grupo (ou seja, n=36/grupo, total de discos =
108). Desses 36 discos/grupo, 06 discos/grupo foram utilizados para a analise de
MEV e outros 30 discos/grupo foram utilizados para as andlises de cultura
microbiolégica.

Uma parte dos discos (n=6/grupo) foi colocada em um recipiente com gaze
estéril umedecida para evitar a desidratacdo do biofiilme e foram em seguida
tratados para a analise de MEV. Os outros discos (n=30/grupo) foram colocados

individualmente em tubos estéreis de poliestireno contendo 5 ml de solucado de NaCl
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0,9% estéril. Os discos de titdnio foram removidos dos DB de forma que néo
houvesse contato com a superficie onde o biofilme foi formado, sendo ejetados
diretamente nos tubos de poliestireno com a solucdo de NaCl 0,9% estéril. Esses
discos foram submetidos a agitacdo em vortex por 1 minuto, para o desprendimento
total do biofilme e a suspenséo dele na solucdo salina. Em sequéncia, uma aliquota
foi utilizada para analise de cultivo microbioldgico e o restante foi congelado a -80°C

para futuras analises por gPCR.

4.6 Quantificacdo de microrganismos aderidos ao disco pela técnica de cultivo

Foi utilizada a técnica de cultivo bacteriano para a quantificacdo dos
microrganismos viaveis (aerébios e anaerébios) aderidos aos discos de titanio num
periodo de 24 h. Para isso, uma aliquota de 100 pL da suspensao bacteriana
formada a partir da disperséo dos biofilmes dos discos de titanio foi diluida 10, 100 e
1000 vezesem solugdo de NaCl 0,9% estéril. As diluicbes foram cultivadas em
placas de Petri em dois meios de cultura:

1- Para cultivo de anaerdbios: Meio de cultura Schaedler Blood Agar —
SBA (Difco®, Detroit, MI, EUA), acrescido de hemina 5ug/mL, menadiona 1 pg/mL e
5% de sangue de carneiro;

2- Para cultivo de aerdbios: Meio de cultura Tryptic Soy Agar — TSA

(Difco), acrescido de 5% de sangue de carneiro.

As placas de SBA foram incubadas em jarras de anaerobiose contendo
sistema de geragéo de atmosfera de anaerobiose Anaerobac (Probac do Brasil, Sdo
Paulo). As jarras foram colocadas em estufa comum com temperatura a 37°C, por 7

dias (figura 5).
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Figura 5 - Preparacdo da jarra de anaerobiose previamente a incubacéo,
com adicao de 4gua destilada ao gerador de anaerobiose.

As placas de TSA foram incubadas em estufa de aerobiose, a 37°C, por 03
dias. Apds os respectivos periodos, foi realizada a contagem de colonias para a
determinacao das unidades formadoras de col6nias contidas em cada disco.

4.7 Analise qualitativa da adesdo bacteriana por Microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

Apbs 24 horas os dispositivos bucais de 3 participantes foram removidos e
seis discos de cada grupo foram analisados no microscoépio eletrénico de varredura
(MEV - modelo JSM 5600LV, Jeol, Téquio, Japao) da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba,com o objetivo de avaliar qualitativamente a adesdo microbiana sobre as
superficies de titanio.

Para a visualizagdo no MEV, os discos foram metalizados. Para isso, as
amostras foram inseridas em placas de 24 pocos, e fixadas em solucdo de PBS pH
7,4 acrescido de glutaraldeido a 3%por 24 h em temperatura ambiente. Apds esse
periodo, o fixador foi removido, os discos desidratados em concentragfes
crescentes de etanol (60%, 70%, 80%, 90%, e alcool absoluto), permanecendo 5
minutos em cada concentracdo de etanol. Apds a desidratacdo, os discos foram
secos a temperatura ambiente. Apds a secagem, os discos receberam 3 ciclos de

cobertura ouro-paladio no metalizador com ouro a 50 mA por 3 minutos. Apés a
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metalizagdo os discos foram analisados no MEV em aumentos de 1.200, 2.500 e
4.000 vezes.

4.8 Analise estatistica

Os dados de contagem microbiana (unidades formadoras de col6nia por disco -
ufc/disco) foram transformados em logaritmo na base 10, obtendo-se valores de log
de ufc/disco. Esses dados foram submetidos a analise de distribuicdo pelo teste de
Shapiro-Wilk e de homocedasticidade pelo teste de Levene. Como, apés a
transformacao dos dados, os mesmos apresentaram-se com distribuicdo normal e
com equivaléncia nas variancias, o teste ANOVA foi utilizado para comparar as
diferencas entre os grupos usinado, com microtopografia e com nanotopografia. Nao
foi necessario utilizar um pos teste, ja que ndo houve diferencas entre os grupos. O
valor de alfa foi estabelecido em 0,05 e o programa estatistico utilizado foi o Bioestat

(versédo 5.0, Instituto Mamirauda, Belém, Para).
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5 RESULTADOS

5.1 Quantificacdo da adesao de microrganismos aerobios e anaerdbios

A quantificacdo de microrganismos aerdbios e anaerébios foi realizada através
de contagem total de microrganismopor disco, apés o0s voluntarios utilizarem os
discos por 24 horas. Os dados de logaritmo de unidades formadores de colonia de
aerobios e anaerobios estédo representados nas figuras 6 e 7 respectivamente.

Os valores de média e desvio padrdao do logaritmo da contagem de aerébios
para os discos usinados, micro e nanotopografia foram: usinados (6,65 + 0,38),
micro (6,72 + 0,32) e nano (6,70 + 0,44). Em valores de ufc/disco, a contagem
microbiana foi representada pela média de 6,86 x 10° para o grupo usinado, 7,33 x
108 para o grupo micro e 7,56 x 10° para o grupo nano.

Para a contagem de anaerodbios, os valores de logaritmo da média e desvio
padrdo foram: usinados (6,86 = 0,27), micro (6,80 + 0,50) e nano (6,94 = 0,41). Em
valores de ufc/disco, a contagem microbiana foi representada pela média de 8,70 x
108 para o grupo usinado, 1,13 x 10’ para o grupo micro e 1,27 x 107 para o grupo
nano.

Tanto a quantificacdo de aerdbios (p=0,848) quanto para a quantificacdo total
de anaerdbios (p=0,6703), ndo houve diferengca entre o0s grupos usinado,
microtopografia e nanotopografia, ou seja, ndo houve incremento na quantidade de
bactérias em decorréncia da topografia da superficie dos discos (ANOVA).

Ainda, de acordo com a caracterizacdo prévia das superficies dos discos
(tabela-1 em anexo), a rugosidade também néo interferiu na adesédo microbiana nas
24 h de exposicao dos discos a cavidade bucal. Através da avaliacdo dos valores de
Sa (rugosidade média- ym), Sds (referente a densidade de picos - mm?) e Sdr (%
area de superificie) (tabela-1), os discos com micro e nanotopografia possuem uma
maior rugosidade do que o disco usinado; fato que né&o interferiu de forma

significativa na adesédo microbiana.
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Figura 6 - Quantificacdo de microrganismos aerdébios por disco
representados pelos valores de média e desvio padrdo do logaritmo das unidades
formadoras de colbnia/ disco. Nao foram encontradas diferencas significativas entre
os grupos (ANOVA, p>0,05).

Figura 7 - Quantificacdo de microrganismos anaerdbios por disco
representados pelos valores de média e desvio padrdo do logaritmo das unidades
formadoras de colbnia/ disco. Nao foram encontradas diferencas significativas entre
0s grupos (ANOVA, p>0,05).

5.2  Microscopia eletronica de varredura (MEV)
Além da quantificacdo bacteriana por cultivo, foi realizada a microscopia
eletrbnica de varredura para a visualizacdo da aderéncia dos microrganismos na

superficie dos discos. As imagens estdo representadas em aumento de 2500 vezes,
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para os discos usinado, com microtopografia e com nanotopografia (figura 8).
Nessas imagens, foi possivel observar a adesdo de microrganismos de forma
uniforme em toda a superficie dos 03 grupos experimentais. Houve a predominancia
de cocos, em sua grande maioria, com uma pequena representacdo de bacilos
aderidos as superficies. Ainda, corroborando o0s resultados encontrados na
quantificacdo bacteriana, foi possivel observar que a colonizagdo bacteriana foi

semelhante entre as superficies lisa, com micro e nhanotopografia.
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Figura 8 — Micrografias realizadas por MEV em aumento de 2500 vezes,
representando a adesédo bacteriana nos discos A (usinado), B (microtopografia) e C

(nanotopografia).
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6 DISCUSSAO

As modificacbes nas superficies dos implantes tém sido empregadas a fim
de aumentar a area de contato com o 0sso (LAZARA et al., 1999;LANG JEPSEN,
2009), sendo que as superficies rugosas e moderadamente rugosas normalmente
aumentam a osseointegracdo quando comparadas com superficies lisas (LANG e
JEPSEN, 2009). Recentemente, uma superficie de titdnio com nanotopografia
caracterizada em escala nanométrica foi avaliada em relacdo aos parametros de
osteogénese e de osseointegracdo, demonstrando bonsresultados quanto a esses
parametros (SCHWARTZ-FILHO et al., 2011a). No entanto, apesar do aumento de
rugosidade e a topografia favorecerem a osseointegracdo, ainda € desconhecido o
qguanto estes fatores estéo relacionados ao aumento da colonizacdo bacteriana na
superficie dos implantes, em especial para essa superficie com nanotopografia.O
presente mostrou que, as superficies com nanotopografia sdo semelhantes em
quantidade total de bactérias aderidas quando comparadas as superficies com
microtopografia e superficie lisa, o que indica que a topografia e a rugosidade nesse
caso parecem nao interferir na adesao bacteriana.

No presente estudo, a formacéo de biofilme em discos de titanio instalados
em dispositivos orais usados por 18 voluntarios no periodo de 24 horas foi
analisada. Embora os trabalhos de Nascimento et al.(2014) tenham evidenciado que
a posicao dos discos na placa nao influencia na quantidade de bactérias aderidas,
optamos por uma distribuicdo das mesmas toda biomassa bacteriana a superficie,
ou seja, em combinacdo de modo que todas se localizassem equitativamente nas
posicdes mesiais, mediais e distais, tanto do lado direito, como do lado esquerdo
pela facilidade proporcionada pelo numero de sujeitos (n=18). A distribuicdo
equitativa dos discos foi feita a fim de reduzir a interferéncia de parametros como a
secrecdo salivar mais abundante préoximo a regido do segundo molar, que €
secretada pelo ducto parotideo, assim como uma possivel desidratacdo dos discos
localizados nas regifes mesiais de alguns voluntarios que eram respiradores bucais
(n=2).

O periodo de 24 horas para avaliacdo da adesdo bacteriana foi escolhido
com o intuito de avaliar a formacédo inicial de um biofilme, ja que sdo os

colonizadores iniciais 0s primeiros microrganismos a entrar em contato e interagir



33

com a superficie de titanio. Portanto, modificacbes nas superficies, em principio,
poderiam interferir na adesdo desses microrganismos que iniciam a adesdo a
pelicula adquirida, ou seja, das bactérias que irdo interagir mais diretamente com as
proteinas da saliva aderidas em toda a superficie do material. Ainda, sabe-se que o
perfil de colonizag&o inicial pode determinar a forca de adesao de toda biomassa
bacteriana a superficie, ou seja,na constituicdo de todo o biofilme maduro (Rimondini
et al., 1997). Além disso, a escolha de um periodo que caracteriza a formacao inicial
do biofilme foi feita levando em consideracdo algumas conclusdes de estudos que
relataram uma menor influéncia da rugosidade superficial considerando periodo
superiores a 24 horas, ou seja, em periodos onde j4 existe a formacdo de um
biofilme mais maduro (AL-AHMAD et al., 2010; NAKAZATO et al., 1997).

Sabemos que a adesdo precoce de Dbactérias € influenciada
majoritariamente pela rugosidade superficial do material (Nyvad e Fejerskov, 1987) e
em segundo plano pela energia livre de superficie e composi¢cado quimica do material
(QUIRYNEN e BOLLEN, 1996; SUBRAMANI et al., 2009; TELGHEUS et al., 2006).
Em nosso estudo, os resultados ndo mostraram uma proporcionalidade entre grau
de rugosidade e quantidade de microrganismos, discordando em parte com a grande
maioria dos trabalhos presentes na literatura, que estabelece uma relagcdo direta
entre grau de rugosidade e formacgao precoce de biofilme (AL-AHMAD et al.,
2013;BURGERS et al,, 2009; DORKHAN et al., 2011; FROJD et al., 2011,
NAKAZATO et al., 1997; QUYRINEN e BOLLEN, 1995; RIMONDINI et al., 1997;
SUBRAMANI et al., 2009; TELGHEUS et al., 2006)

Como ja& mencionado, o presente estudo avaliou a colonizacdo bacteriana
inicial em modelo in situ e mostrou que as superficies com nanotopografia sao
semelhantes em quantidade total de bactérias aderidas quando comparadas as
superficies com microtopografia e superficie lisa, o que indica que a topografia e a
rugosidade nesse caso nao interferiram na adesao bacteriana.

Na busca de uma explicacdo para esse fato, analisamos que dentro da
classificacdo de Albrektsson e Wennerberg (2004), dois dos trés grupos de pastilhas
usadas no nosso experimento seriam classificadas como superficie lisa, com valor
de rugosidade média (Sa) de 0,28 um e 0,27 um respectivamente para superficie
usinada e superficie com nanotopografia, ficando o terceiro grupo classificado como

superficie minimamente rugosa, com Sa de 0,57um. Ainda, levando em
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consideracdo os parametros como Sds e Sdr, os discos com micro e hanotopografia
possuiam uma quantidade maior de picos por area do que o disco usinado. No
entanto, essas diferencas nos parametros que definem a rugosidade né&o
influenciaram asc oloniza¢cGes bacterianas totais de aerobios e anaerdbios. Ou seja,
talvez seja necessaria uma maior diferenca de rugosidade entre as superficies para
que haja diferencas na quantidade de microrganismos que iniciam a colonizag&o.
Também é digno de nota que a maior rugosidade média (Sa) das superficies
avaliadas € de 0,57 pum (microtopografia) e que todas as superficies estado
relativamente préximas aos valores de 200 nanémetros, valor de rugosidade média
sugerida como limiar de valor de rugosidade média abaixo do qual a adesao de
bactérias ndo pode mais ser reduzida, diminuindo-se a rugosidade do substrato
(BOLLEN et al., 1996; QUYRINEN et al., 1996; TELGHELS etal.,2006)

As superficies avaliadas no presente estudo possuem diferentes topografias,
0 que as classificaram como superficies lisa (usinada), com microtopografia e com
nanotopografia. Como ja mencionado, essa caracterizacdo das superficies foi feita
num estudo anterior (SCHWARTZ-FILHO et al., 2011a) com analises em nivel
nanométrico. Apesar de ja ter sido levantada as hip6teses de que a topografia com
picos e vales proporciona as bactérias protecdo contra remog¢do das mesmas por
forcas de cisalhamento (NYVAD e FEJERSKOV, 1987;QUYRINEN e BOLLEN,
1995) e que superficies com nanotopografia possam proporcionar uma maior area
de superficie para a adeséo bacteriana, nosso estudo mostrou que a nanotopografia,
nao causou incremento na adesdo bacteriana as suas superficies, sendo
semelhantes a superficie usinada e com microtopografia.

Sendo assim, os achados do presente estudo corroboram com outros
estudos com superficies com rugosidades abaixo de 1,0 um como os estudos de
GroRRner-Schreiber et al. (2001) (estudo in vitro de 1 hora, com rugosidades variando
de 0,14 -1,0um), Frojd et al. (2011b) (estudo in vitro de 2 e 14 horas, com
rugosidades abaixo de 0,5 um), Al-Ahmad et al.(2010) (in situ de 03 e 05 dias com
rugosidades de 14,3-544,2nm). Esses estudos ndo encontraram correlacdo direta
entre rugosidade e quantidade de biofilme, assim como também com outros estudos
com rugosidades abaixo e acima de 1,0 um, como Lin et al. (2013)(estudo in vitro de
01 e 3 dias) eRibeiro(2013) (estudo in situ de 24horas), que também n&o

encontraram proporcao entre a quantidade de biofilme e grau de rugosidade.
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Na visualizagdo por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), da mesma
forma que na quantificacdo bacteriana por cultura, foi possivel observar uma
distribuicdo de bactérias aderidas as superficies dos discos de forma bastante
semelhante. Predominantemente, os cocos foram os principais colonizadores, com a
presenca de alguns bacilos, o que caracteriza uma formacao tipica de um biofilme
em estagio inicial.

Apesar de a rugosidade ser um dos principais fatores que podem
influenciarna adeséao inicial do biofilme, outros fatores como a energia livre de
superficie e composicdo quimica também podem alterar essa colonizacdo
(QURYNEN e BOLLEN, 1995 SUBRAMANI et al.,2009;, 1996;TELGHELS et al.,
2006). No presente estudo, a energia livre de superficie ndo foi caracterizada nas
amostras; no entanto as analises de composi¢cdo quimica das superficies mostraram
que ndo houve diferenca entre as superficies.

Dentro das limitacbes do presente estudo, podemos sugerir que superficies
com rugosidade abaixo de 0,5 um podem nao apresentar diferencas em relacéo a
colonizacdo bacteriana inicial. Ainda, apesar de parte de nossa hipotese inicial nédo
ter sido confirmada, ou seja, de que a superficie com nanotopografia teria menor
adesdo bacteriana do que a superficie com microtopografia em fungéo da diferenca
de rugosidade entre elas, ficoudemonstrado que a nanotopografia foi semelhante a
superficie usinada nesta questéo

A superficies com nanotopografia sdo bastante promissoras, pois estudos
tem demonstrado um aumento da aderéncia de tecidos moles e uma possivel
reducdo de perda Ossea (WENNERBERG et al, 2009), que melhoram a
osteogénese e osseointegracdo (SCHWARTZ-FILHO et al., 2011a) e também que
as nanotopografiasndo alteram sua biocompatibilidade(DE WILDE et al., 2013). Em
adicdo a essas caracteristicas, nossos resultados indicam que essas superficies de
titAnio com nanotopografia, apesar de apresentaremmaiores densidade de picos
(Sds) e area de superficie (Sdr) que a superficie usinada ,além de contar também
com a presenca de nanoestruturas,que esses fatores nao influenciam na quantidade
inicial de bactérias aderidas a superficie do titanio. No entanto, estudos qualitativos
avaliando as espécies bacterianas aderidas sdo necessarios para conhecer o perfil

qualitativo de adesao bacteriana nessas superficies.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo concluiu quea superficie com nanotopografia ndo alteraa
adesdo bacteriana em relacdo a superficie usinada e com microtopografia,

considerando um periodo inicial de formacéo de biofilme.
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Figura 9: graficos demonstrando a composi¢cdo quimica das amostras
analisadas por EDS (Espectroscopia por energia dispersiva de raio X). (A) usinada,

(B) microtopografia e (C) nanotopografia. Fonte: Schwartz —Filho et al., 2012

Figura 10 — Microscopia eletrbnica de varredura dos 3 tipos de superficie
estudadas: superficie usinada (A), superficie com microtopografia (B) e superficie

com nanotopografia (C).Fonte: Schwartz Filho et al., 2012

Tabela 1 — Média e desvio padrao da rugosidadedos valores de rugosidade
de superficie (Sa), densidade de picos (Sas), razéo de area de superficie (Sar)pormeio

dointerferdbmetrodptico na escalamicrométrica(n=3).
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Sa pm Sds mm?2 Sdar %
Usinado 0,28 £ 00,2 148.322 + 29.769 3,40 + 1,47
Micro 0,57 £ 00,5 195.900 + 9.838 10,87 + 1,06
Nano 0,27 + 00,7 195.203 + 7.871 8,15 + 0,53

Fonte: Schwartz Filho et al., 2012
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