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RESUMO

A peri-implantite € uma condigdo patoldgica, associada ao biofilme
dental, que ocorre nos tecidos ao redor dos implantes osseointegraveis e
que, se nao tratada, acarreta na perda progressiva do osso de suporte. O
tratamento desta por meio da limpeza e total descontaminacao dos implantes
pode ser um desafio, em vista do tipo de topografia da superficie encontrada.
Sendo assim, este estudo teve por objetivo avaliar quatro diferentes agentes
quimicos de descontaminacao em discos de titanio com superficies usinada,
microtopografia e microtopografia associada a nanotopografia. Foi realizado
estudo in vitro, no qual 60 discos de titanio foram submetidos a cultura de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e subdivididos conforme padréo de
superficie e tratamento de descontaminagdo por 60 segundos (solugéo
tampao-fosfato 1x, tetraciclina em pasta, digluconato de clorexidina gel 2% e
BlueM® gel) (n=5). A analise comparativa dos graus de descontaminagao
bacteriana foi feita através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, em
seguida o pos-teste de comparagdo multipla de Dunn. O grupo de discos
descontaminados por Clorexidina gel 2% apresentou diferencga estatistica em
relacdo ao grupo BlueM® gel em todas as superficies em se tratando de
remanescentes bacterianos. Através desta metodologia, este trabalho sugere
que o digluconato de clorexidina gel a 2% foi superior aos outros tratamentos
avaliados independente da rugosidade das superficies e que as superficies
ndo apresentaram influéncia nos resultados dos métodos de

descontaminacéao avaliados.

Palavras-chave: Peri-implantite. Descontaminagao. Implantes Dentarios.



ABSTRACT

Peri-implantitis is a pathological condition associated with dental biofilm that
occurs in tissues around osseointegrated implants and, if untreated, leads to
progressive loss of the supporting bone. Its treatment by cleaning and total
decontamination of implants can be a challenge, considering the surface’s
topography type. Therefore, this study aimed to evaluate four different chemical
decontamination agents in titanium discs with machined surfaces,
microtopography and microtopography associated with nanotopography. An in
vitro study was carried out in which 60 titanium discs were submitted to
Aggregatibacter actinomycetemcomitans culture and subdivided according to
surface standard and decontamination treatment for 60 seconds (1x phosphate
buffer solution, tetracycline paste, chorexidine digluconate gel 2% and BlueM®
gel) (n = 5). The comparative analysis of the degrees of bacterial
decontamination was done through the non-parametric Kruskal-Wallis test,
followed by the Dunn multiple-comparison test. The group of discs
decontaminated by chlorhexidine gel 2% presented statistical difference in
relation to the BlueM® gel group in all surfaces in the case of bacterial remnants.
Using this methodology, this work suggests that the chlorhexidine 2% gel
digluconate was superior to the other treatments evaluated regardless of surface
roughness and that the surfaces had no influence on the results of the

decontamination methods evaluated.

Keywords: Peri-implantitis. Decontamination. Dental implants.
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1. INTRODUGAO

Os tratamentos reabilitadores de pacientes parcial ou totalmente
desdentados, a fim de devolver sua fungédo mastigatéria e estética de forma
eficiente, foram aperfeicoados através do desenvolvimento dos implantes
osseointegrados. Desde a sua criagao, ha mais de 50 anos, os materiais que
compdem tais implantes, assim como seu formato e propriedades de superficie
vem sofrendo diversas alteragcbes buscando aprimorar a qualidade da
osseointegragdo. (ALBREKTSSON e WENNERBERG, 2005)

As pesquisas cientificas objetivando um aumento na integragdo osso-
implante e uma formacao 6ssea mais eficiente tem priorizado a atencao para
alteragdes nas superficies de titdnio dos implantes (SCHWARTZ-FILHO et al.
2012). Diferentes superficies tém sido testadas em diferentes modelos
experimentais tanto in vitro como in vivo, de forma que alteragcées na superficie
podem favorecer acelerando a osseointegracao (DAVIES, 1998) e aumentando
o contato osso-implante (WENNERBERG et al. 1998). Foi demonstrado que a
micro e a nanotopografia das estruturas de superficie afetam a adeséao,
migracédo, proliferagdo e diferenciagao celulares, expressao de RNAm, além da
sintese e secrecao proteica, que podem ter efeitos benéficos sobre a formagao
da interface osso-implante (JIMBO et al., 2012; de OLIVEIRA e NANCI, 2004;
PAPALEXIOU et al,. 2004).

Apesar do acelerado e constante avango tecnologico na area de tratamentos
de superficie de titanio dos implantes odontolégicos, a contaminacao bacteriana,
presenca de toxina e/ou de produtos inflamatdrios reacionais podem impedir a
ocorréncia da cicatrizagao bioldgica dos mesmos (MEFFERT, LANGER e FRITZ,

1992; MOUHYI, DOHAN EHRENFEST e ALBREKTSSON, 2012). A
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colonizagao bacteriana é estruturada na forma de biofilme (LISTGARTEN, 1997;
CHARALAMPAKIS e BELIBASAKIS, 2015) com um padrao de colonizagao que
parece ser inicialmente lentificado em comparagcdo com a denticdo natural,
devido a auséncia de microbiota indigena (QUIRYNEN et al., 2005;
CHARALAMPAKIS e BELIBASAKIS, 2015). A formacédo de biofiimes na
superficie do implante parece ser influenciada pelas propriedades da superficie
do implante, incluindo composi¢ao quimica, rugosidade superficial e energia livre
de superficie (HEITZ-MAYFIELD e LANG, 2010; TEUGHELS et al.,, 2006;

ALMAGUER-FLORES et al. 2012).

A condicao patoldgica associada ao biofilme que ocorre nos tecidos ao redor
dos implantes dentarios, caracterizada por inflamacdo na mucosa peri-implantar
e subsequente reabsorgdo progressiva do osso de suporte foi definida como
Peri-implantite (CATON et al., 2018). De forma similar ao que ocorre com 0s
dentes naturais, os tecidos peri-implantares podem ser atingidos pelos
processos inflamatorios e infecciosos resultando clinicamente no aumento da
profundidade de sondagem, sangramento a sondagem, supuragao, perda o6ssea,
mobilidade clinica e, por fim, perda do implante (MOMBELLI et al., 1987;
ALBREKTSSON, JOHANSSON e SENNERBY, 1994; TONETTI, PRATO e

CORTELLINI, 1996; CATON et al., 2018).

A prevaléncia da peri-implantite parece ter aumentado nos ultimos anos. Em
uma revisao sistematica e metanalise publicada por DERKS et al. (DERKS et al.,
2015), foi demonstrada a presenca de 1- 47% de peri-implantite nos casos
analisados, com média de 22%. ROSS-JANSAKER et al. (ROOS-JANSAKER,
RENVERT e EGELBERG, 2003), em outra revisdo sistematica, apontaram

algumas incertezas sobre o tratamento da peri-implantite, como quais métodos
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de descontaminagao sao mais adequados para os varios tipos de superficies de
implantes e a questao do potencial de reosseointegracdo de uma superficie de

implante previamente contaminada.

Com relagdo a microbiota peri-implantar, em condicbes saudaveis, a
composicao é estruturada principalmente por Cocos Gram-positivos e bacilos
ndo-moveis, além de algumas espécies anaerdbias Gram-negativas (MOMBELLI
et al., 1987), semelhante a microbiota encontrada no sulco gengival em
condigdes de saude. (MOMBELLI et al.,, 1987; QUIRYNEN e LISTGARTEN,
1990) Foram encontradas evidéncias de espiroquetas, bacilos méveis, espécies
pigmentadas de negro e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. a.)
(MOMBELLI et al., 1987; MOMBELLI e DECAILLET, 2011; ROSENBERG,
TOROSIAN e SLOTS, 1991). Através de analise por PCR foi possivel a
deteccdo de patdégenos frequentemente associados a lesdes periodontais, como
P. gingivalis (GALASSI et al., 2012; DEVIDES e FRANCO, 2006), P. intermedia
(DEVIDES e FRANCO, 2006; AL-RADHA et al., 2012), Fusobacterium spp.( AL-
RADHA et al., 2012), alem do A. actinomycetemcomitans. (DEVIDES e

FRANCO, 2006; PEREZ-CHAPARRO et al., 2016).

Organizados em biofilme, os micro-organismos podem apresentar fenotipo
relativamente alterado em relagdo a taxa de crescimento, transcricdo génica e
resisténcia bacteriana. (PATEL, 2005; AMARASINGHE, SCANNAPIECO e
HAASE, 2009; FREIRE et al., 2011) Foi demonstrado por FREIRE et al.
(FREIRE et al. 2011) que o A.actinomycetemcomitans (A. a.) tem capacidade de
formacdo de biofime em implantes dentarios, resultando em resposta
inflamatdria, ostedlise e destruicdo tecidual quando implantados em modelos

animais. Este micro-organismo € um patégeno periodontal, observado
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principalmente no inicio da doenga periodontal, em peri-implantite e ja foi
observada a sua capacidade de formacédo de biofilme em modelos in vitro em

implantes (ZHUANG et al., 2016).

Baseado na semelhanga entre a doenca periodontal e a doenca peri-
implantar, as terapias propostas a esta se baseiam nos relatos cientificos
encontrados nos tratamentos para aquela, consistindo prioritariamente na
reducdo da carga bacteriana patogénica das bolsas peri-implantares e da
superficie dos implantes, utilizando, ou n&o, em conjunto técnicas de
regeneracgao 6ssea e a reosseointegracdo (HEITZ-MAYFIELD E LANG, 2004).
Os principais tratamentos propostos envolvem: a remogcdo mecanica do biofilme
(raspagem manual com curetas de ago ou teflon; uso de brocas ou escovas;
jatos abrasivos; laserterapia)(SPEELMAN, COLLAERT e KLINGE, 1992,
BROOKSHIRE et al., 1997; MOMBELLI e LANG, 1998; LANG, WILSON e
CORBET, 2000; SUH et al., 2003; HEITZ-MAYFIELD e LANG, 2004; SCHOU,
BERGLUNDH e LANG, 2004; SCHWARZ et al., 2017), uso de antimicrobianos
sistémicos, descontaminagdo quimica da superficie dos implantes (tetraciclina;
digluconato de clorexidina; acido citrico; peroxido de hidrogénio; acido fosfoérico
35%)(MELLADO-VALERO et al.,, 2013; MEFFERT, LANGER e FRITZ, 1992;
SCHENK et al., 1997; PARMA-BENFENATI et al., 2015; LANG, WILSON e
CORBET, 2000; ZABLOTSKY et al, 1992; ZABLOTSKY, 1993; ROOS-
JANSAKER et al., 2011; SUBRAMANI e WISMEIJER, 2012; AL-HASHEDI et al.,
2017), além de técnicas cirurgicas a retalho e regeneracédo 6ssea. (SCHWARZ
et al., 2005; SCHWARZ et al., 2006; ROOS-JANSAKER, LINDAHL, et al.,
2006A, 2006B; ROOS-JANSAKER, RENVERT, et al. 2006; LINDHE, MEYLE e

GROUP 2008; ROCCUZZO et al., 2011).
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Apesar de diversos estudos sugerirem técnicas e opgdes de tratamentos
para a peri-implantite, ainda existe muita divergéncia sobre qual o melhor
método ou protocolo de descontaminacao bacteriana de superficies de implantes
na presenca de peri-implantite (CLAFFEY et al., 2008; SCHWARZ et al., 2011).
Sendo assim, considerando a grande diversidade de superficies e terapias
propostas, torna-se importante a padronizacao dos tratamentos das superficies
dos implantes e das metodologias de descontaminacdo, tendo em vista o

impacto nos resultados que podem ser alcangados.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi avaliar in vitro quatro diferentes agentes
quimicos de descontaminagcdo (Solugdo Tampao-Fostato 1x, Tetraciclina em
pasta, Digluconato de Clorexidina Gel 2% e BlueM® Gel) em discos de titanio
com trés diferentes superficies (usinada, microtopografia e microtopografia
associada a nanotopografia)  contaminados por  Aggregatibacter

actinomycetemcomitans (A. a.).

Como obijetivos especificos:

1. Descontaminar as superficies contendo biofilme de A.a por
meio do uso de Solugdo Tampéao-Fostato 1x Tetraciclina em pasta,
Digluconato de Clorexidina Gel 2% e BlueM® Gel;

2. Comparar a descontaminagao em diferentes superficies de
titdnio usinadas, com microtopografia e com microtopografia associada a

nanotopografia.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Obtencéo dos discos de titanio

As 60 amostras de titanio utilizadas nesse trabalho foram confeccionadas e
cedidas pela empresa NEODENT® (Curitiba, Parana, Brasil). O tamanho (10 mm
x 2 mm) e o formato dos discos utilizados estado representados na Figura 1.
Estas amostras, compostas por titdnio comercialmente puro (grau 4), foram
usinadas no formato de discos e submetidas a um processo de modificagao 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 solugdo de H;SO4 e de Hy;O, 30%

(NANCI et al., 1998).

flucce

LINIGADY mm LA TA 23,/452008 |[APROWDO] REVISAD
ESCALA FOLHA 2l
DENOMINAC AT

coGa

061.221.01-1

DENCMINACAC

Figura 1 - Aspecto macroscoépico do disco.
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3.2 Contaminacéo Bacteriana das Superficies dos Discos de Titanio
a) Cultura de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

A cepa de A.actinomycetemcomitans ATCC 29523 (A.a) utilizada é parte
do acervo sob responsabilidade da Prof®. Dra. Geisla M. S. Soares, presente no
Laboratério de Estudos Basicos em Odontologia, Setor de Ciéncias da Saude da

Universidade Federal do Parana.

O A.a foi cultivado durante trés dias em placa de Agar BHI (Brain Heart
Infusion Agar, BD BBL, Texas, USA) + 5% sangue de ovelha (Laborclin, Parana,
Brasil) + 1% hemina (H9039 , Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA). Em seguida foi
transferido para 10 ml de meio de cultura liquido BHI Broth (Brain Heart Infusion
Agar, Acumedia, Neogen Corporation, Michigan, EUA) + Hemina 1% pré-
reduzido em anerobiose. O tubo foi incubado em ambiente de anaerobiose
[Sistema BD GasPak EZ (Becto Dickinson, Sparks, MD)], a 37°C. Apés 24 horas,
a densidade 6ptica da suspensao foi medida através de um espectrofotdmetro
(V5100, Metash, Shangai Instruments) a 600 nm e a concentrag&o ajustada para
108 (0,09 e 0,11) células por ml e 1,5 x 10° células foram adicionadas ao indculo
que foi utilizado para a formacao dos biofilmes. Uma vez preparado, ao indculo
foi adicionado 5% de sangue de carneiro e depositado em placas de poliestireno
de 24 pocos (NUNC-TM) (Thermo Scientific. Roskilde, Denmark). Em cada pogo

foram adicionados 1,9 ml do in6culo.
b) Inoculagao dos Discos de Titanio

Os discos de titanio foram fixados em anteparos plasticos previamente
esterilizados e fixados na tampa de placas de 24 pogos com auxilio de pinga

anatdémica e de adesivo instantaneo (Super Bonder®, Loctite, Sdo Paulo, Brasil)
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agrupados de acordo com seu tratamento de superficie (Figura 2). As placas de
24 pocgos contendo a suspensao bacteriana e os discos fixados permaneceram
incubadas nas mesmas condi¢cdes de anaerobiose explicada anteriormente, por
48 horas (Figura 3). Entdo os discos foram encaminhados para os testes de
descontaminacgéo e 20 pl do sobrenadante dos pogos em que se encontravam
os discos foram semeadas em placas com Agar BHI + 5% sangue + 1% hemina,

com a finalidade de se comprovar presenca de bactérias viaveis no momento da

descontaminacéo.

& B4
> O\ ¥

Figura 2 — Fixac&o dos discos de titanio no anteparo plastico previamente fixado

na tampa das placas de 24 pogos com adesivo instantaneo (A) e discos fixados

nos anteparos plasticos (B).
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Figura 3 —Discos de titanio em contato com suspensao bacteriana. Vista Lateral

(A) e Superior (B).

3.3 Descontaminagao de Superficie

Os discos de titanio expostos as coldnias (n=60) foram divididos de acordo
com seu tratamento de superficie e seu agente de descontaminagao, conforme

ilustrado no quadro 1.
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Quadro 1 - Distribuigdo dos discos de titdnio de acordo com superficies de
tratamento e agentes de descontaminacéo.

Discos Usinados

Solugao tampao fosfato-salino 1x (PBS) (n=5);

Tetraciclina Pasta (50mg/ml) (n=5);
BlueM® Gel (Peroxido de Hidrogénio) (n=5);

Discos

Microtopografia

Digluconato de Clorexidina Gel a 2% (n=>5).

Discos Micro +

Nanotopografia

O mesmo operador, cego quanto ao tipo superficie de cada disco,
realizou todos os procedimentos de descontaminagao com os diferentes agentes
quimicos. Anterior e posteriormente a etapa de aplicagdo dos agentes quimicos,
cada disco foi mergulhado com auxilio de pinga clinica em solugédo tampao

fosfato-salino (PBS) 1x, 2 ml/poco.

A execucdo da descontaminacdo foi padronizada para todos os
agentes, sendo composta por movimentos ativos durante 60 segundos (30
segundos em cada face do disco) e utilizando hastes flexiveis com algodao

estéril (Figura 4A).
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Figura 4 — Execugao da descontaminacgao utilizando haste flexivel com algodao

(A) e Agentes de descontaminagao dispensados em potes Dappen esterilizados

(B).

Em seguida, os discos foram dispensados individualmente em pogos
de novas placas contendo 2 ml/pogo de meio de cultura caldo BHI Broth + 5%
Tween 20 [ALPHA713 (Alphatec, Rio de Janeiro, Brasil)]. Estas placas de 24
pogos contendo os discos passaram por um processo de sonicagem durante 20
segundos para remogao as Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) resistentes

a descontaminagao da superficie dos discos de titanio.

Figura 5 — Mergulho unico individual em solugao tampao fosfato-salino (PBS) 1x
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Figura 6 — Disposicao dos discos em meio de cultura caldo BHI Broth + 5%

Tween 20 (2ml/pogo).

Figura 7 — Coleta de 200 ul de suspenséo e execugao de diluicdes seriadas em

placas de 96 pocgos

De cada poco contendo meio de cultura caldo BHI Broth + 5% de Tween
20 foram coletados 200 ul de suspensao e feitas duas diluicbes seriadas em

placas de 96 pocos, na concentracdo de 10™ e 102, A partir das diluicdes, foram
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coletados 20 ul de cada diluigdo e, entdo, semeado o conteudo em placas de

agar BHI + sangue de carneiro 5% + hemina 1% previamente identificadas.

Figura 8 — Semeadura em Placa de Agar BHI.

As placas de agar foram mantidas em anaerobiose a 37°C por 5 dias,

antes da contagem de UFC.

Através de analise visual das placas de agar apdés o periodo de
incubacéo, foi realizada uma contagem das UFC. Todas as contagens foram
realizadas por um mesmo examinador treinado e de forma triplicada, obtendo

assim médias das unidades encontradas em cada diluicao.
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Figura 9— Aspecto macroscépico de placa com Agar BHI contendo Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC) (seta)

Agente de
Descontaminagdo

Sonicagem por 20 Meio de Cultura
segundos Liquido

Diluigdo em placas
de 96 pogos

Emplacamento

Figura 10 - Sequéncia das etapas da metodologia executada

3.4 Analise Estatistica

A analise estatistica foi aplicada aos dados numéricos obtidos através da
analise visual com auxilio do Programa GraphPad Prism (versao Prism 5 for Mac
OS X, San Diego), adotando-se em todos os testes o nivel de significancia de

5% (a=0.05). Em primeiro momento foi aplicado teste para observar normalidade
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dos dados. Na sequéncia, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis com pds-teste

de comparacao multipla de Dunn.
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4.2 RESUMO

A peri-implantite € uma condigdo patoldgica, associada ao biofilme
dental, que ocorre nos tecidos ao redor dos implantes osseointegraveis e
que, se nao tratada, acarreta na perda progressiva do osso de suporte. O
tratamento desta por meio da limpeza e total descontaminacédo dos implantes
pode ser um desafio, em vista do tipo de topografia da superficie encontrada.
Sendo assim, este estudo teve por objetivo avaliar quatro diferentes agentes
quimicos de descontaminacao em discos de titanio com superficies usinada,
microtopografia e microtopografia associada a nanotopografia. Foi realizado
estudo in vitro, no qual 60 discos de titanio foram submetidos a cultura de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e subdivididos conforme padrao de
superficie e tratamento de descontaminagdo por 60 segundos (solugéo
tampéao-fosfato 1x, tetraciclina em pasta, digluconato de clorexidina gel 2% e
BlueM® gel) (n=5). A analise comparativa dos graus de descontaminagao
bacteriana foi feita através do teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis, em
seguida o pos-teste de comparagdo multipla de Dunn. O grupo de discos
descontaminados por Clorexidina gel 2% apresentou diferenca estatistica em
relagdo ao grupo BlueM® gel em todas as superficies em se tratando de
remanescentes bacterianos. Através desta metodologia, este trabalho sugere
que o digluconato de clorexidina gel a 2% foi superior aos outros tratamentos
avaliados independente da rugosidade das superficies e que as superficies
nao apresentaram influéncia nos resultados dos métodos de

descontaminacéao avaliados.

Palavras-chave: Peri-implantite. Descontaminagao. Implantes Dentarios.

4.3 INTRODUCAO
Apesar do acelerado e constante avancgo tecnoloégico na area de tratamentos
de superficie de titdnio dos implantes odontolégicos, a contaminagéo bacteriana,

presenca de toxina e/ou de produtos inflamatérios reacionais podem impedir a
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ocorréncia da cicatrizagao biolégica dos mesmos. (1, 2) A formacgao de biofilmes
parece ser influenciada por propriedades inerentes a superficie do implante, tais
como a composi¢ao quimica, a rugosidade superficial e energia livre superficial

(3-5).

A condigao patologica associada ao biofilme que ocorre nos tecidos ao redor
dos implantes dentarios, caracterizada por inflamacado na mucosa peri-implantar
e subsequente perda progressiva do osso de suporte foi definida como peri-
implantite (6). Foi demonstrado por Freire et al. (2011) (7) que o Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. a.) tem capacidade de formacao de biofiime em
implantes dentarios, resultando em resposta inflamatdria, ostedlise e destruicao
tecidual quando implantados em modelos animais. Este micro-organismo é um
patdgeno periodontal encontrado principalmente no inicio da doenga periodontal,
bem como na peri-implantite, e sua capacidade de formacdo de biofiime na

superficie de implantes ja foi demonstrada em modelos in vitro (8).

Os principais tratamentos propostos para peri-implantite hoje envolvem: a
remogao mecanica do biofilme (raspagem manual com curetas de acgo ou teflon;
uso de brocas ou escovas; jatos abrasivos; laserterapia)(9-16), uso de
antimicrobianos sistémicos, descontaminacdo quimica da superficie dos
implantes (tetraciclina; digluconato de clorexidina; acido citrico; peréxido de
hidrogénio; acido fosférico 35%)(1, 12, 17-24), além de técnicas cirurgicas a
retalhno e regeneracdo Ossea.(25-31). Todavia, apesar de diversos estudos
sugerirem técnicas e op¢des de tratamentos para a peri-implantite, ainda existe
muita divergéncia sobre qual o melhor método ou protocolo de descontaminagao
bacteriana de superficies de implantes na presencga de peri-implantite (32, 33).

Ross-Jansaker et al.(34), apontou algumas incertezas sobre o tratamento da
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peri-implantite, como quais métodos de descontaminagdo sao mais adequados
para os varios tipos de superficies de implantes e a questdo do potencial de
reosseointegracdo de uma superficie de implante previamente contaminada.
Sendo assim, este estudo teve por objetivo geral avaliar in vitro quatro diferentes
agentes quimicos de descontaminagéo (Solugdo tampéao-fosfato 1x, Tetraciclina
em pasta, Digluconato de Clorexidina Gel 2% e BlueM® Gel) em discos de
titdnio com trés diferentes superficies (usinada, microtopografia e

microtopografia associada a nanotopografia) contaminados por A. a.
4.4 MATERIAIS E METODOS
4.4.1 Obtencao dos discos de titanio

As 60 amostras de titénio utilizadas nesse trabalho foram confeccionadas e
cedidas pela empresa NEODENT® (Curitiba, Parana, Brasil). O tamanho (10 mm
x 2 mm) e o formato dos discos utilizados estdo representados na Figura 1.
Estas amostras, compostas por titdnio comercialmente puro (grau 4), foram
usinadas no formato de discos e submetidas a um processo de modificagao 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 soluc¢ao de H,SO4 e de H20, 30% (35).
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Figura 1 - Aspecto macroscépico do disco.

4.4.2 Contaminagao Bacteriana das Superficies dos Discos de Titanio
a) Cultura de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

O A.a foi cultivado durante trés dias em placa de Agar BHI (Brain Heart
Infusion Agar, BD BBL, Texas, USA) + 5% sangue de ovelha (Laborclin, Parana,
Brasil) + 1% hemina (H9039 , Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA). Em seguida foi
transferido para 10 ml de meio de cultura liquido BHI Broth (Brain Heart Infusion
Agar, Acumedia, Neogen Corporation, Michigan, EUA) + Hemina 1% pré-
reduzido em anerobiose. O tubo foi incubado em ambiente de anaerobiose
[Sistema BD GasPak EZ (Becto Dickinson, Sparks, MD)], a 37° C. Apos 24
horas, a densidade Optica da suspensdo foi medida através de um
espectrofotometro (V5100, Metash, Shangai Instruments) a 600 nm e a

concentragdo ajustada para 10® (0,09 e 0,11) células por ml e 1,5 x 10° células
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foram adicionadas ao inéculo que foi utilizado para a formagéo dos biofilmes.
Uma vez preparado, o indculo foi adicionado 5% de sangue de carneiro e
depositado em placas de poliestireno de 24 pogos (NUNC-TM) (Thermo
Scientific. Roskilde, Denmark). Em cada pog¢o foram adicionados 1,9 ml do

in6culo.

b) Inoculagao dos Discos de Titanio

Os discos de titanio foram fixados em anteparos plasticos previamente
esterilizados e fixados na tampa de placas de 24 pocos com auxilio de pinca
anatdbmica e de adesivo instantadneo, agrupados de acordo com seu tratamento
de superficie (Figura 2). As placas de 24 pocos contendo a suspensao
bacteriana e os discos fixados permaneceram incubadas nas mesmas condigbes
de anaerobiose explicada anteriormente, por 48 horas (Figura 3). Entdo os
discos foram encaminhados para os testes de descontaminagcéo e 20 pl do
sobrenadante dos pogos em que se encontravam os discos foram semeadas em
placas com Agar BHI + 5% sangue + 1% hemina, com a finalidade de se

comprovar presenca de bactérias viaveis no momento da descontaminacgao.
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Figura 2 — Fixagao dos discos de titanio no anteparo plastico previamente fixado

na tampa das placas de 24 pogos com adesivo instantaneo (A) e discos fixados

nos anteparos plasticos (B).

Figura 3 — Discos de titanio em contato com suspenséo bacteriana. Vista Lateral

(A) e Superior (B).
4.4.3 Descontaminacgao de Superficie

Os discos de titdnio expostos as colbnias (n=60) foram divididos de acordo

com seu tratamento de superficie e seu agente de descontaminagéo:
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Quadro 1 - Distribuicdo dos discos de titdnio de acordo com superficies de
tratamento e agentes de descontaminagao.

Discos Usinados

Solugao tampao fosfato-salino 1x (PBS) (n=5);

Tetraciclina Pasta (50mg/ml) (n=5);
BlueM® Gel (Peroxido de Hidrogénio) (n=5);

Digluconato de Clorexidina Gel a 2% (n=>5).

Discos

Microtopografia

Discos Micro +

Nanotopografia

O mesmo operador, cego quanto ao tipo superficie de cada disco, realizou
todos os procedimentos de descontaminagdo com os diferentes agentes
quimicos. Anterior e posteriormente a etapa de aplicagdo dos agentes quimicos,
cada disco foi mergulhado com auxilio de pinga clinica em solugdo tampéo

fosfato-salino (PBS) 1x, 2 ml/poco.

A execucado da descontaminagao foi padronizada para todos os agentes,
sendo composta por movimentos ativos durante 60 segundos (30 segundos em

cada face do disco) e utilizando hastes flexiveis com algodao estéril (Figura 4A).
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Figura 4 — Execugao da descontaminagao utilizando haste flexivel com algodao

(A) e Agentes de descontaminagao dispensados em potes Dappen esterilizados

(B).

Os discos foram entdo dispensados individualmente em pogos de novas
placas contendo 2 ml/po¢o de meio de cultura caldo BHI Broth + 5% Tween 20
[ALPHA713 (Alphatec, Rio de Janeiro, Brasil)]. Estas placas de 24 pogos
contendo os discos passaram por um processo de sonicagem durante 20
segundos para remogao as Unidades Formadoras de Colbnia (UFC) resistentes

a descontaminagéao da superficie dos discos de titanio.

De cada poco contendo meio de cultura caldo BHI Broth + 5% de Tween
20 foram coletados 200 ul de suspensao e feitas duas diluicbes seriadas em
placas de 96 pocos, na concentracdo de 10™ e 102, A partir das diluicdes, foram
coletados 20 ul de cada diluicdo e, entdo, semeado o conteudo em placas de

agar BHI + sangue de carneiro 5% + hemina 1% previamente identificadas.

As placas de agar foram mantidas em anaerobiose a 37°C por 5 dias,

antes da contagem de UFC.



36

Através de anadlise visual das placas de agar apdés o periodo de
incubacao, foi realizada uma contagem das UFC. Todas as contagens foram
realizadas por um mesmo examinador treinado e de forma triplicada, obtendo

assim médias das unidades encontradas em cada diluig&o.

Figura 5— Aspecto macroscépico de placa com Agar BHI contendo Unidades
Formadoras de Colonia (UFC) (seta)

Agente de
Descontaminagdo

Sonicagem por 20 Meio de Cultura

segundos Liquido

Diluigdo em placas

Se emmanas Emplacamento

Figura 6 - Sequéncia das etapas da metodologia executada
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4 .4 4 Analise Estatistica

A anadlise estatistica foi aplicada aos dados numéricos obtidos através da
analise visual com auxilio do Programa GraphPad Prism (versao Prism 5 for Mac
OS X, San Diego), adotando-se em todos os testes o nivel de significancia de
5% (a=0.05). Em primeiro momento foi aplicado teste para observar normalidade
dos dados. Na sequéncia foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de

comparacgao multipla de Dunn.
4.5 RESULTADOS

Os resultados obtidos dos parametros de interesse (unidades formadoras de
colonias resistentes de acordo com cada superficie e com a metodologia de
descontaminagdo) foram expressos em graficos nos quais as diferencas

estatisticamente significantes foram assinaladas.

Os resultados obtidos através da analise quantitativa visual das UFCs estao
demonstrados no grafico (Figura 11) e descritos (Tabela 1) através dos valores
de média = desvio-padrdo. A avaliagdo intergrupos demonstrou diferencas
estatisticamente significantes entre o grupo BlueM® e o grupo Clorexidina, em
todas as superficies, e entre o grupo BlueM® e o grupo PBS 1x, na superficie

usinada. Nao foram encontradas diferengas estatisticas entre os demais grupos.
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Figura 11 — Média de contagem (x10”) das Unidades Formadoras de
Colonia (UFC) observada apés descontaminagao dos discos dos trés

grupos de superficies e com os quatro métodos de descontaminagao.

Descontaminacgao
%

20+ |
* B Usinado

— EA Micro
E3 Nano

15+

10+

10-1

0 = T
%) > N N
QQ) '\e",\s %\QQ' QO
tratamento

As barras representam as médias + desvio-padrdo. Superficies tratadas: Usinado;
Micro: Microtopografia; Nano: Microtopografia associada a nanotopografia. PBS: PBS
1x, Tetra: Tetraciclina Pasta, BlueM: BlueM Gel e Clx: Clorexidina Gel 2%. p>0.05 e
nivel de confianca de 95%. (Kruskal-Wallis, Dunn, p<0.05). Os asteriscos (*)
representam as diferencas estatisticamente significantes entre os grupos.

Tabela 1 - Média e Desvio-padrao do numero de UFC (Unidades
Formadoras de Coldnia) [10"'] encontradas em cada superficie apos

descontaminagao.

st USINADOS ~ MICROTOPOGRAFIA AN“(")'$580+GR A
AGENTE DE _ (V) (M) FIA (N)
DESCONTAMINACAO
PBS 1x 0,2  0,45° 1,87£2,63 0,40%0,55
Tetraciclina Pasta 2,4 2,88 1,40 £ 1,14 1,40 £ 1,14
(50 mg/ml)
®
BlueM® Gel :?%Aj—; 8,73+7,88~ 3,132,224
Digluconato de A A A
Clorexidina Gel 2% 0£0 0+0 00

Significante se p<0.05. Letras diferentes nas colunas representam diferencas
significantes entre os grupos (Teste de Kruskal-Wallis, Dunn (P<0,05).
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4.5.1 ANALISE POR AGENTE DE DESCONTAMINACAO
a) Solucao tampéo fosfato-salino 1x (PBS)

Os resultados obtidos através da analise quantitativa visual das UFCs
apos descontaminagdo por solugdo tampdo fosfato-salino 1x (PBS) estado
demonstrados no grafico (Figura 12) e descritos (Tabela 2) através dos valores
de média + desvio-padrao de acordo com os tratamentos de superficie. Nao

foram encontradas diferengas estatisticas entre os grupos.

Figura 12 - Média de contagem (x10") das Unidades Formadoras de

Colonia (UFC) apos descontaminagao por PBS 1x.
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As barras representam as médias * desvio-padréao das UFCs encontradas de acordo
com as superficies usinadas, com microtopografia e com microtopografia associada a
nanotopografia. PBS: PBS 1x. Superficies tratadas: Usinado; Micro: Microtopografia;
Nano: Microtopografia associada a nanotopografia. p>0.05 e nivel de confianca de 95%.
(Kruskal-Wallis, Dunn, p<0.05). Nao houve diferenga estatisticamente significante entre
0s grupos das superficies avaliadas.
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Tabela 2 — Média do numero de UFC (Unidades Formadoras de Colénia) [,10™"]

encontradas em cada superficie apés descontaminagao por PBS 1x.

Tratamento de

Superficie USINADOS | MICROTOPOGRAFIA NANOI\'/ll'I(():EgG+RAF|A
Agente de ) (M N)
Descontaminagéo
1 0 1
0 1 0
PBS 1x 0 6,33 0
0 2 1
0 0 0
MédiatDesvio- 0,2 +0,45 1,87+2,63 0,40£0,55

padrao

Teste de Kruskal-Wallis, Dunn (P<0,05)

b) Tetraciclina Pasta (50mg/ml)

Os resultados obtidos através da analise quantitativa visual das UFCs apds
descontaminagéo por tetraciclina pasta (50mg/ml) estdo demonstrados no
grafico (Figura 13) e descritos (Tabela 3) através dos valores de média + desvio-
padrao de acordo com os tratamentos de superficie. Nao foram encontradas

diferencgas estatisticas entre os grupos.
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Figura 13 - Média de contagem (x10") das Unidades Formadoras de

Colonia (UFC) ap6s descontaminagao por Tetraciclina pasta (50mg/ml).
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As barras representam as médias * desvio-padrao das UFCs encontradas de acordo
com as superficies usinadas, com microtopografia e com microtopografia associada a
nanotopografia. Superficies tratadas: Usinado; Micro: Microtopografia; Nano:
Microtopografia associada a nanotopografia. p>0.05 e nivel de confianca de 95%.
(Kruskal-Wallis, Dunn, p<0.05). Nao houve diferenga estatisticamente significante entre
0s grupos das superficies avaliadas.

Tabela 3 - Média do Nimero de UFC (Unidades Formadoras de Colénia) [,10™']
encontradas em cada superficie apés descontaminagao por Tetraciclina Pasta
(50mg/ml).

Tratamento de

Superficie MICRO
USINSDOS MICROTOI\I;I’OGRAFIA NANOTOPOGRAFIA
Agente de ) b Y
Descontaminacéao
5 3 1
0 2 0
Tetraciclina Pasta
(50 ml/ml) ° 1 i
1 0 1
0 1 3
r - + H -
Média £ Desvio 2,4+288 1,40 £ 1,14 1,40 + 1,14

padrao

Teste de Kruskal-Wallis, Dunn (P<0,05)
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c) BlueM® Gel

Os resultados obtidos através da analise quantitativa visual das UFCs apés
descontaminacéo por BlueM® Gel estdo demonstrados no grafico (Figura 14) e
descritos (Tabela 4) através dos valores de média + desvio-padrao de acordo
com os tratamentos de superficie. Nao foram encontradas diferencas estatisticas

entre os grupos.

Figura 14 - Média de contagem (x10") das Unidades Formadoras de

Colénia (UFC) ap6s descontaminagao por BlueM® Gel.

BlueM
25+
20+ T
- 15+
=
104 g
= o -
0~ T
c',@"”bo & &
Superficie

As barras representam as médias * desvio-padrdo das UFCs encontradas de acordo
com as superficies usinadas, com microtopografia € com microtopografia associada a
nanotopografia. Superficies tratadas: Usinado; Micro: Microtopografia; Nano:
Microtopografia associada a nanotopografia.p>0.05 e nivel de confianga de 95%.
(Kruskal-Wallis, Dunn, p<0.05). Nao houve diferenga estatisticamente significante entre
0s grupos das superficies avaliadas.
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Tabela 4 - Média do Numero de UFC (Unidades Formadoras de Colénia)

[x10”'] encontradas em cada superficie apés descontaminagio por BlueM®

Gel.
Tratamento de
Superficie | USINADOS | MICROTOPOGRAFIA| O“ﬁ'(g?gG*RAFlA
Agente de (V) (M) N)
Descontaminacéo
1 7 2
29,33 ) 167
BlueM® Gel 1 22.33 1
7 3 5
13 4 6
r:::;: pesvier 1:) f;’: 8,7347,88 3,13%2,22

Teste de Kruskal-Wallis, Dunn (P<0,05)

d) Digluconato de Clorexidina Gel 2%

Os resultados obtidos através da analise quantitativa visual das UFCs apés

descontaminag&o por digluconato de clorexidina gel 2% estdo descritos (Tabela

5) através dos valores de média * desvio-padrao de acordo com os tratamentos

de superficie. Em todos os grupos o valor de UFCs encontradas apos

descontaminagéo foi nulo.
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Tabela 5 - Média do Numero de UFC (Unidades Formadoras de Colénia)
[x10"'] encontradas em cada superficie apés descontaminacdo por

Digluconato de Clorexidina Gel 2%.

Tratamento de

Superficie MICRO +
USINCDOS MICROTOI\I;OGRAFIA NANOTOPOGRAFIA
Agente de (L) (M) (N)
Descontaminagao
0 0 0
0 0 0
Digluconato  de
Clorexidina  Gel 0 0 0
2%
0 0 0
0 0 0
Média 0 0 0

Teste de Kruskal-Wallis, Dunn (P<0,05)



45

4.5.2 ANALISE POR TRATAMENTO DE SUPERFICIE
a) Usinados

Os resultados obtidos através da analise quantitativa visual das UFCs
apos descontaminagao dos discos de titanio com tratamento de superficie
usinados estdo demonstrados no grafico (Figura 15) através dos valores de
média = desvio-padréao de acordo com os grupos de descontaminagdo. A
avaliacao intergrupos demonstrou diferengas estatisticamente significantes entre
o grupo BlueM® e o grupo Clorexidina, e entre o grupo BlueM® e o grupo PBS

1x. Nao foram apresentadas diferencas estatisticas entre os demais grupos.

Figura 15 - Média de contagem (x10") das Unidades Formadoras de
Colonia (UFC) apés descontaminacao sobre os discos com superficie

usinada.

Usinado
* *
25= | |
20
- 15=
o
10+

|
2) > [ 3
Q@ «Q’}S @\\)G @)
tratamento

As barras representam as médias * desvio-padrao das UFCs encontradas de acordo
com o agente de descontaminacao: PBS 1x, Tetraciclina Pasta, BlueM Gel e Clorexidina
Gel 2%. Superficies tratadas: Usinado. PBS: PBS 1x, Tetra: Tetraciclina Pasta, BlueM:
BlueM Gel e ClIx: Clorexidina Gel 2%. p>0.05 e nivel de confiangca de 95%. (Kruskal-
Walllis, Dunn, p<0.05). Os asteriscos (*) representam as diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos.
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b) Microtopografia

Os resultados obtidos através da analise quantitativa visual das UFCs apds
descontaminagdo dos discos de titdnio com tratamento de superficie com
microtopografia estdo demonstrados no grafico (Figura 16) através dos valores
de média * desvio-padrdo de acordo com os grupos de descontaminagdo. A
avaliacao intergrupos demonstrou diferengas estatisticamente significantes entre
0 grupo BlueM® e o grupo Clorexidina. Nao foram apresentadas diferencas
estatisticas entre os demais grupos.

Figura 16 - Média de contagem (x10") das Unidades Formadoras de

Colénia (UFC) apés descontaminagao sobre os discos com superficie de

microtopografia.
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As barras representam as médias * desvio-padrao das UFCs encontradas de acordo
com o agente de descontaminacao: PBS 1x, Tetraciclina Pasta, BlueM Gel e Clorexidina
Gel 2%. Superficie tratada: Micro: Microtopografia. PBS: PBS 1x, Tetra: Tetraciclina
Pasta, BlueM: BlueM Gel e CIx: Clorexidina Gel 2%. p>0.05 e nivel de confiangca de
95%. (Kruskal-Wallis, Dunn, p<0.05). O asterisco (*) representa as diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos.
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¢) Microtopografia associada a Nanotopografia

Os resultados obtidos através da analise quantitativa visual das UFCs apos
descontaminagédo dos discos de titdnio com tratamento de superficie com
microtopografia estdo demonstrados no grafico (Figura 17) através dos valores
de média + desvio-padrdo de acordo com os grupos de descontaminagdo. A
avaliacao intergrupos demonstrou diferengas estatisticamente significantes entre
0 grupo BlueM® e o grupo Clorexidina. Nao foram encontradas diferengas

estatisticas entre os demais grupos.

Figura 17 - Média de contagem (x10") das Unidades Formadoras de
Colonia (UFC) ap6s descontaminagao sobre os discos com superficie de

microtopografia associada a nanotopografia.
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As barras representam as médias * desvio-padrao das UFCs encontradas de acordo
com o agente de descontaminacao: PBS 1x, Tetraciclina Pasta, BlueM Gel e Clorexidina
Gel 2%. Superficie tratada: Nano: Microtopografia associada a nanotopografia. PBS:
PBS 1x, Tetra: Tetraciclina Pasta, BlueM: BlueM Gel e CIx: Clorexidina Gel 2%. p>0.05
e nivel de confianga de 95%. (Kruskal-Wallis, Dunn, p<0.05). O asterisco (*) representa
as diferencgas estatisticamente significantes entre os grupos.
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Do cultivo bacteriano a partir do in6culo dos pogos em que se
encontravam os discos, foi possivel observar macroscopicamente o crescimento

de UFC em todas as suspensoes coletadas para analise.

4.6 DISCUSSAO

O objetivo principal deste estudo foi comparar os efeitos da
descontaminagéo de discos de titanio com 3 diferentes tratamentos de superficie
(usinada, microtopografia e microtopografia associada a nanotopografia) por 4
agentes quimicos de descontaminagao (solugdo tampéao-fosfato 1x, tetraciclina
em pasta, digluconato de clorexidina gel 2% e BlueM® gel). Foi determinado
que, dentre os agentes testados, o mais efetivo foi o Digluconato de Clorexidina
Gel 2% em todas as superficies, o qual apresenta significativa capacidade de

descontaminag¢ao quando aplicado por, no minimo, 60 segundos.

Uma vez em contato com a cavidade bucal, as superficies dos implantes
sdo colonizadas por bacilos Gram-negativos anaerdbios, bactérias fusiformes e
espiroquetas(36-38), podendo ocasionar a inflamagdo dos tecidos peri-

implantares(38, 39).

O Aggregatibacter actinomycetemcomitans tem sido encontrado na
maioria dos estudos que tiveram como objetivo identificar essa microbiota peri-
implantar em casos de doenca(8, 40-42). Além do mais, alguns estudos
conseguiram demonstrar o potencial de infiltragdo em gaps implante-pilar sem
carga, representando um alto potencial de colonizacdo e, em implantes de
titdnio, a capacidade destas bactérias de permitir o desenvolvimento de biofilme
parece independer da rugosidade superficial, contudo superficies mais rugosas

demonstraram maior acumulo (43,44). Em um estudo in vivo, Freire et. al.(7)
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instalaram superficies modificadas e contaminadas em ratos, resultando na
ocorréncia de sangramento espontaneo, ulceragao e necrose dos tecidos moles
adjacentes apds 3 semanas, além de hiperplasia e instabilidade dos implantes
apoés 6 semanas, acompanhada de reabsorcao Ossea peri-implantar. Esses
achados demonstraram que superficies de titanio modificadas e contaminadas
por A.a. podem ser usadas como substrato para adesado, permitindo a
proliferacdo bacteriana e a resposta inflamatéria do hospedeiro quando

trabalhada in vivo.

Baseado nestas informacdes, neste estudo foi definido que o desafio
bacteriano utilizado para avaliar as terapias de descontaminac¢ao das superficies
de titdnio por agentes quimicos seria desenvolvido sob a forma de monoespécie
de A.a. As bactérias foram cultivadas sobre as amostras de titdnio por um
periodo de 48 horas, tempo similar ao utilizado por trabalhos com propostas
semelhantes ao presente estudo (45, 46). Assim, nesse periodo tem-se
contaminagao bacteriana adequada para formacédo de biofiime monoespécie
utiizado para os experimentos. Burgers et al. (47), quando avaliaram a
descontaminagdo de discos de titdnio contaminados por monoculturas de S.
epidermidis, S. sanguinis e C. albicans, observaram que nenhum agente de
descontaminagédo avaliado foi significativamente eficiente contra os agentes
bacterianos testados. De forma geral, resultados de estudos in vitro com
biofilmes monoespécie podem ser utilizados para interpretagcdo de interagcdes

mais complexas de biofilmes in vivo (47).

Segundo Teughels et al.(4), além de sua composicdo quimica, a
rugosidade superficial do implante tem impacto significativo na quantidade e

qualidade do biofilme formado. Superficies rugosas e aquelas que apresentam
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maior energia livre superficial (como no caso do titanio) tendem a acumular mais
biofilme. Além disso, a ades&o bacteriana inicial comegca em areas hidrofilicas e
dentro das cavidades e sulcos das superficies asperas, de onde é dificil se

eliminar micro-organismos.

Denisson et. al. (48) observaram a relagdo entre o tratamento de
superficies dos implantes e os protocolos de descontaminagdo. Os implantes
utilizados no estudo eram usinados, pulverizados com plasma de titanio ou
revestidos com hidroxiapatita. Os implantes receberam descontaminagao
através de bolinha de algoddo embebida em agua, solugdo de acido citrico,
solugdo digluconato de clorexidina 0.12% ou um jato abrasivo de pd/agualar,
todas por aplicagdo unica em um periodo de 60 segundos. Na avaliagdo dos
tratamentos, observou-se que os implantes usinados obtiveram maior sucesso
na descontaminagdo em comparagdo com as demais superficies para todos os
agentes. Apesar de metodologia similar, tal resultado ndo foi observado na
presente analise, onde nao se encontrou diferenga estatisticamente significante

entre as superficies incluidas no estudo.

Albrektsson e Wennerberg (2004)(49) sugeriram uma classificagdo da
rugosidade das superficies de titdnio de acordo com o valor Sa (desvio médio
aritmético da altura de um plano médio), sendo as superficies lisas aquelas com
Sa de até 0,5 ym; superficies minimamente asperas foram identificadas com um
Sa de 0,5-1 um, superficies moderadamente asperas com Sa 1-2 uym e
superficies rugosas com um Sa de >2 uym. Estes parametros de superficie foram
seguidos por Schwartz-Filho et al. (50), ao analisar os mesmos discos utilizados
no presente estudo obtendo média + desvio-padrao, e classificaram os discos

usinados como superficie lisa (0.28 + 0.02), microtopografia como superficie
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minimamente aspera (0.57 £ 0.05) e microtopografia associada a nanotopografia

como superficie minimamente aspera (0.61 £0.05).

O tratamento macro ou nanoestrutural da superficie dos implantes é
realizado para proporcionar melhor osseointegracéo (51-53), porém dificulta a
descontaminagdo mecanica da superficie dos implantes (47), especialmente em
superficies mais rugosas (4, 48). Superficies lisas, apesar de apresentarem
melhores resultados apds descontaminacdo, apresentam menores taxas de
reosseointegracdo, de forma que as caracteristicas das superficies estdo
diretamente relacionadas a taxa de osseointegracdo (54), enquanto que
superficies com maior rugosidade apresentam melhores indices de sucesso
apos tratamento da peri-implantite (51). Como existem divergéncias sobre qual
tratamento de superficie seria 0 mais indicado para as especificidades de cada
terapia de reabilitacdo, mais estudos comparando seus efeitos biologicos e

microbiolégicos se fazem necessarios.

Considerando-se a relagéao entre a superficie contaminada dos implantes
e a necessidade do tratamento superficial para que ocorra a formacado das
estruturas de suporte e protecdo dos implantes, a descontaminacdo se faz
necessaria (55). A descontaminagdo quimica, uma das opg¢des possiveis,
envolve o uso localizado de substancias antimicrobianas, tais como: clorexidina,
tetraciclina ou minociclina, acido citrico, peroxido de hidrogénio, acido fosforico,
entre outros (23, 56). As comparagbes observando a eficacia de diferentes
agentes quimicos tem sido realizadas principalmente sob forma in vitro e sobre
diferentes superficies de implante (17) e, embora existam diversos estudos

realizando esta analise, ainda ndo ha consenso sobre qual o melhor método de
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descontaminacao a ser utilizado e a determinagdo de um padrao-ouro para a

desinfeccédo (32, 33), justificando assim a presente proposi¢ao avaliativa.

No presente estudo as substancias quimicas foram selecionadas a fim de
observar vertentes diferentes das encontradas na literatura, sendo uma utilizada
como controle quimico positivo (digluconato de clorexidina gel 2%), outra como
controle quimico negativo (solugdo tampéao-fosfato 1x), outra como agente
quimico com aplicagao clinica corriqueira (tetraciclina pasta 50 mg/ml) e uma
como agente quimico com recente langamento no mercado (BlueM® gel), sendo
em todas as situagdes a aplicagao feita por método ativo, durante 60 segundos.
O tempo foi baseado em estudo prévio de Waal et al. (57), realizado para
investigar o efeito da descontaminacéo da superficie de implantes com solugao
de digluconato de clorexidina 0,12% (CHX) / cloreto de cetilpiridinio 0,05%
(CPC) em parametros microbiolégicos e clinicos. Em estudo piloto realizado
previamente a pesquisa, observou-se que a forma farmacéutica de gel em
concentragédo 2%, quando aplicado em discos com microtopografia, apresentou
melhores resultados na descontaminacdo de E. coli quando comparados a
solugao de digluconato de clorexidina a 0,12%, sendo entdo a forma eleita para

a presente avaliagao.

No tratamento nao cirurgico da peri-implantite, a terapia mecanica por si
s6é nao parece ser suficiente (58). Quando usada em combinagdo com a
clorexidina, melhora ligeiramente os parametros clinicos e microbioldgicos, e a
adicao de administragéo local ou sistémica de antibidticos reduz o sangramento
a sondagem (59, 60). Os presentes resultados a demonstraram a superioridade

do gel de Digluconato de Clorexidina 2% em comparagdo com os demais
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agentes quimicos e apresentou diferenca estatisticamente significante com o

grupo tratado por BlueM® Gel em todas as superficies analisadas.

O digluconato de clorexidina possui atividade antibacteriana de amplo
espectro contra bactérias gram-positivas e gram-negativas e leveduras. O modo
de acao antibacteriano se da através da alteracdo da membrana celular
bacteriana, o que resulta em um extravasamento do conteudo interno

acarretando em morte celular (61).

De acordo com o fabricante, o gel oral BlueM® (cdd. OGI15) utilizado
neste estudo € composto pelos seguintes ingredientes: agua, alcool, glicerina,
silica, sacarina de sédio, perborato de sédio, acido citrico, PEG-32, gluconato de
sodio, lactoferrina, goma xantana, goma celulésica. Tem como indicacédo o
tratamento de: sangramento nas gengivas; periodontite ou peri-implantite;
ferimentos decorrentes da extracdo de implantes; ferimentos causados pela
quimioterapia e radioterapia; ferimentos ocasionados por proéteses; bolsas ao
redor dos dentes e implantes. Seu mecanismo de acdo se da através da
liberagao significativa de doses de oxigénio na regido aplicada. Sua posologia
indicada é de 3 aplicagbes diarias na regido contaminada ou conforme
orientacdo do cirurgido-dentista. Isto pode justificar os menores niveis de
descontaminagcao encontrados nesta pesquisa, quando comparados aos demais
agentes quimicos, tendo em vista a aplicagdo em momento unico da substancia.
Makeeva et al. (62) observaram 110 pacientes com doenga coronaria quanto a
higiene bucal e alteracdes inflamatérias da mucosa oral e doengas periodontais.
Em 100% dos casos, foi julgado necessario realizar treinamento sobre cuidados

higiénicos bucais adequados. A inclusdo do creme dental e enxaguatério bucal
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BlueM® na higiene bucal complexa reduziu a gravidade das alteragdes

inflamatorias e melhorou o estado higiénico da cavidade oral.

Romeo et al. (63) demonstraram em estudo clinico randomizado o efeito
superior de descontaminagcdo da pasta de tetraciclina na concentragao (50
mg/ml) aplicada durante 3 minutos quando comparado com tratamento mecéanico
apenas. Dostie et al. (64) encontraram resultados semelhantes ao analisar pasta
de tetraciclina associada a NaCl observando, no entanto, remanescentes de
bactérias viaveis apds descontaminacao de discos de titanio. Contudo, a fim de
padronizar o tempo de aplicacdo executado no presente estudo, o tempo
utilizado foi de 1 minuto, podendo explicar os resultados inferiores obtidos se

comparados aos demais agentes de descontaminagao.

A solugao tampao fosfato-salino 1x (PBS) foi utilizada no presente estudo
a fim de estabelecer um controle quimico negativo, na tentativa de observar se o
tratamento mecanico associado a um liquido sem atividade antimicrobiana teria
capacidade de descontaminar superficialmente o titdnio. Com os resultados
apresentados foi possivel observar que a utilizacado de PBS nao foi suficiente
para eliminar as UFCs da superficie nos 3 tipos de tratamento. Todavia,
apresentou, no geral, resultados superiores se comparado ao grupo Tetraciclina
Pasta e BlueM®. Diferentes estudos foram realizados utilizando controles
negativos e, com este fim, diversas substancias tem sido utilizadas, como: PBS,

H,0 e Solucao Salina Estéril (51, 65, 66).

Respeitando as limitagdes do presente estudo, principalmente com base
no uso de uma unica espécie bacteriana e analise exclusiva in vitro, outros

estudos deverao ser conduzidos para observar a eficiéncia clinica de agentes de
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descontaminacdo como Clorexidina Gel a 2%, Tetraciclina Pasta e BlueM® Gel

no tratamento de doencgas peri-implantares.
4.7 CONCLUSOES

Dentre os limites metodoldgicos deste estudo, pode-se concluir que: entre
as superficies descontaminadas por digluconato de clorexidina gel a 2% foi
observada eliminagao completa das UFC; o digluconato de clorexidina gel a 2%
foi estatisticamente superior ao grupo BlueM® em se tratando de superficies de
titdnio contaminadas por Aggregatibacter actinomycetemcomitans, independente
da rugosidade das superficies; as superficies ndo apresentaram influéncia nos
resultados dos métodos de descontaminagao avaliados; mais estudos se fazem
necessarios a fim de observar clinicamente o efeito dos agentes quimicos de

descontaminagéo relacionados a peri-implantite.
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5. CONCLUSOES
Dentre os limites metodoldgicos deste estudo, pode-se concluir que:

e Entre as superficies descontaminadas por digluconato de clorexidina gel a
2% foi observada eliminagdo completa das UFC.

e O digluconato de clorexidina gel a 2% foi estatisticamente superior ao
grupo BlueM® em se tratando de superficies de titanio contaminadas por
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, independente da rugosidade
das superficies.

e As superficies ndo apresentaram influéncia nos resultados dos métodos
de descontaminacéao avaliados.

e Mais estudos se fazem necessarios a fim de observar clinicamente o
efeito dos agentes quimicos de descontaminagao relacionados a peri-

implantite.
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