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RESUMO

A peri-implantite € uma doenga associada ao biofilme bucal, que afeta os
tecidos de sustentacdo em volta dos implantes dentarios em fungdo. Assim
como nos dentes, o biofilme acumulado € um fator etiolégico para resposta
inflamatéria do hospedeiro, resultando no mucosite peri-implantar, que é
reversivel, porém se nao tratada, pode evoluir para uma peri-implantite,
resultando em perda Ossea vertical e horizontal podendo levar a falha do
implante. Um desafio clinico no tratamento dessa patologia € a descontaminagao
total da superficie do implante. Sendo assim, este estudo analisou, pelas
técnicas de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e energia dispersiva de
raios x (EDS), os efeitos fisicos e quimicos do tratamento de descontaminacgao
quimica da superficie de titdnio com microtopografia. Foi realizado um estudo in
vitro com 24 discos de titanios, os quais foram submetidos a cultura de
Aggregatibacter actinomicetemcomitans e divididos conforme o tratamento de
descontaminacgéao (solugao tampéao-fosfato 1x, tetraciclina em pasta, BlueM® gel
e digluconato de clorexidinha gel 2%). Para analise morfologica foi utilizada a
técnica de MEV, através de micrografias obtidas por elétrons retroespalhados e
elétrons secundarios. A constituicdo quimica das amostras foi avaliada pela
técnica de EDS. Os resultados obtidos mostram que o percentual de presenca
de elementos como Ti, O, C, F, Si e Ca podem variar de acordo com os métodos
aplicados na descontaminagdo. Nos discos descontaminados com digluconato
de clorexidina gel a 2% foi observada significativa diminuigdo no percentual de
Titdnio e um aumento do percentual de teor de Oxigénio, sugerindo um aumento
da formacao de 6xido de titanio. O teor de Carbono foi maior no grupo tratado
com BlueM® gel quando comparado com o controle. Observam-se também, no
tratamento com clorexidina, a diminuicdo no teor percentual de titdnio e um
aumento no teor de oxigénio, sugerindo a formacdo de o6xido de titanio. O
presente estudo mostra que métodos de descontaminagdo quimicos causam
alteracbes em superficies de titdnio, e que tais modificacbes podem ser

importantes fatores para o sucesso do tratamento das peri-implantites.

Palavras-chaves: Peri-implantite. Implantes dentarios. Descontaminacao

quimica.



ABSTRACT

Peri-implantitis is a disease associated with oral biofilm, which affects the
supporting tissues around dental implants in function. As in the teeth, the
accumulated biofilm is an etiological factor for the host's inflammatory response,
which is reversible, but if left untreated, it can progress to peri-implantitis, vertical
and horizontal bone loss, which can lead to implant failure. A clinical challenge in
the treatment of this pathology is the total decontamination of the implant surface.
Thus, this study analyzed, using scanning electron microscopy (SEM) and
dispersive x-ray energy (EDS) techniques, the physical and chemical effects of
the chemical decontamination treatment of the titanium surface with
microtopography. An in vitro study was carried out with 24 titanium discs, which
were drilled into the culture of Aggregatibacter actinomycetemcomitans and
divided according to the decontamination treatment (1x phosphate buffer
solution, mass tetracycline, BlueM® gel and chlorhexidine digluconate gel 2%) .
For morphological analysis, the SEM technique was used, through appropriate
micrographs by backscattered and secondary electrons. The chemical
constitution of the components was evaluated by the EDS technique. The results
found show that the percentage of presence of elements such as Ti, O, C, F, Si
and Ca can vary according to the computer methods in the decontamination.
Discs decontaminated with 2% chlorhexidine gel digluconate showed a decrease
in the percentage of titanium and an increase in the percentage of oxygen
content, suggesting an increase in the formation of titanium oxide. The carbon
content was higher in the group treated with BlueM® gel when compared to the
control. It is also observed, in the treatment with chlorhexidine, a decrease in the
percentage content of titanium and an increase in the oxygen content, suggesting
the formation of titanium oxide. The present study shows that chemical
decontamination methods cause changes in Ti surfaces, and that such

modifications may be important for the successful treatment of peri-implantitis.

Keywords: Peri-implantitis. Dental implants. Chemical decontamination.



SUMARIO

INTRODUGAD ...ttt ettt ettt sttt bt s st et b e bbb st e s et e s asass s e e e s s s s 8
S OBUETIVOS ..ttt ettt ettt ettt et e et e et et et e ee e et e ee e e e e e e e e e s e e e e e e e et et e e e ee e e e et e e e e e e e e reeeeeeereees 12
P R 0] oY1= 4\ e I =T - Y TSP 12
P A 0] o[ A Ve I =Ty o =T f oo LSRR 12

. MATERIAIS E IMETODOS ....cocuivveviiieeecie ettt sttt ae st se s ae b s s s s s s s s 12
3.1 Obtencdo dos diSCOS A& tITANIO ....cccccuieeeeciiiee ettt et e et e e e et e e e e sate e e e eareeeeeanes 12
3.2 Contaminacdo Bacteriana das Superficies dos Discos de Titadnio .......ccceecvveeeecieeeeccieeeeennns 14
3.2.1 Cultura de Aggregatibacter actinomycetemcomMitans ..............ccocueeeeeveeeeeciieeeeeiiveaanans 14
3.2.2 Contaminagao das @MOSIIAS .....cceccirieiiiiiieeeiiieeeerreeeesree e esree e e s are e e e s sbee e e e sabeeeeesaneeas 14

3.3 Descontaminagao das @M OSTIas. . .cccuueeeiecuiieeiiiieeeeeiieeeeetteeeesteeeeessbteeessataeeesssaeeeesnnraeeesnes 16
BB IMIEV @ EDS .. s s e s e s e s e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeaaeaeans 20
3.5 ANALISE @StAtISTICA. ...eeteerteeriiieie ettt st 20
cRESULTADOS ...ttt ettt ettt st ettt e bt e sht e sae e s bt e bt e bt e abeesbeeemeeenseebeesbeesaeesanenas 21
4.1 Amostras e caracterizacdo das superficies pré-contaminacgao .......ccoccceeeevciieeeeccieeeeccineeenn. 21
4.2 Aplicacdo dos antimicrobianos 10CaIS ........ccueeiieciiii e e 21
B3 IMIEV <.ttt ettt ettt e e e e e e aa b ettt e e e e e e e b b e et ee e e e e e e rereeeeeeeaaannrrneeeeeeeaanan 22
BLAEDS.... ettt ettt st s b et b e b et e b et ehe e e et eare e r e e reenreenane e 23
DISCUSSAD ..ttt ettt s st e st s s st e s e s e b b e s e b s e s e s e s ese s e s e e e e e e e s s 27
CCONCLUSOES ...ttt 33
CREFERENCIAS ..ottt 34
B Y T<T o Vo [T o] USSR 41
Y oY=T oo [ ol 0 i RSSO 41

D VoY= o Lo [ ol I 0 1 USSR 42



1. INTRODUCAO

Os tratamentos reabilitadores de pacientes parcial ou totalmente
desdentados, a fim de devolver sua fungdo mastigatéria e estética de forma
eficiente, foram aperfeicoados através do desenvolvimento dos implantes
osseointegrados. Desde a sua criagdo, ha mais de 50 anos, os materiais que
compdem tais implantes, assim como seu formato e propriedades de superficie
vem sofrendo diversas alteracbes a fim de aprimorar a qualidade da
osseointegracao (Albrektsson and Wennerberg 2005).

Apesar do grande sucesso alcangado com implantes osseointegrados na
pratica clinica, o numero de complicagdes neste tipo de tratamento ainda é
significativo. Em uma revisdo sistematica e metanalise publicada por Derks et al.
(Derks, Tomasi et al. 2015), demonstrou a prevaléncia com média de 22% nas
Américas e Europa. Em um estudo clinico, com acompanhamento de 10 anos,
observou-se uma taxa de 21,17% de falhas em implantes (Mohanty, Sudan et al.
2018). Complicagbes podem ocorrer na fase trans-operatoria, e na fase
protética. As principais delas sao as de condi¢des inflamatdrias, a mucosite peri-
implantar e a peri-implantite (Schwarz, Derks et al. 2018). A peri-implantite
ocorre pelo acumulo de biofilme ao redor do implante e apresenta sangramento
e/ou supuragcdo apds delicada sondagem, aumento da profundidade de
sondagem em relagdo a exames prévios, presenga de perda Ossea, além
daquelas observadas apods a fase de remodelagao 6ssea (Mombelli, van Oosten
et al. 1987, Albrektsson, Johansson et al. 1994, Tonetti, Prato et al. 1996, Caton,
Armitage et al. 2018). Existem tratamentos cirurgicos e n&o cirurgicos para essa

doenca, sendo elas o debridamento mecanico, antibiéticos locais e sistémicos e



terapias a laser. Porém, a completa remocgéao do biofilme, que seria o objetivo
ideal das terapias propostas, € extremamente dificil de ocorrer. Além disso, é
observado que os tratamentos aplicados podem causar também alguma
modificagao sobre a superficie do implante, seja ela quimica ou fisica, como por
exemplo a abrasao, corrosao e alteragbes quimicas da superficie (Valderrama

and Wilson 2013, Valderrama, Blansett et al. 2014, Ryu, Kim et al. 2015).

Diversas variagbes na superficie de implantes tém sido avaliadas para
melhorar a qualidade e a taxa de osseointegragdo. Foi demonstrado que a
microtopografia das estruturas de superficie afetam a adesao celular, migragao,
proliferacdo, diferenciacdo, expressao de RNAm, além da sintese e secregao
protéica, que podem ter um efeito benéfico sobre a formacao da interface osso-
implante (Papalexiou, Novaes et al. 2004, Jimbo, Sotres et al. 2012). Dentre as
superficies, a micro é estudada e amplamente utilizada comercialmente
(Novaes, de Souza et al. 2010, Wennerberg, Albrektsson et al. 2018, Albrektsson

and Wennerberg 2019).

Apesar do acelerado e constante avango tecnoldgico na area de tratamentos
de superficie de titdnio dos implantes odontoldgicos, a contaminagao bacteriana,
presenca de toxina e/ou de produtos inflamatdrios reacionais ja sao suficientes
para impedir a ocorréncia da cicatrizagdo biolégica dos mesmos. (Meffert,
Langer et al. 1992, Mouhyi, Dohan Ehrenfest et al. 2012) Esta colonizagéo
bacteriana pode se estruturar na forma de biofiime (Listgarten 1997,
Charalampakis and Belibasakis 2015) com um padrdo de colonizagdo que
parece ser inicialmente lentificado em comparacdo com a denticdo natural,
devido a auséncia de microbiota nativa (Quirynen, Vogels et al. 2005,

Charalampakis and Belibasakis 2015). A formacéao de biofilmes na superficie do
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implante parece ser influenciada pelas propriedades da superficie do implante,
incluindo composi¢cdo quimica, rugosidade superficial e energia livre de

superficie (Heitz-Mayfield and Lang 2010).

No biofilme, os micro-organismos apresentam fenoétipo relativamente
alterado em relagdo a taxa de crescimento, transcricdo génica e resisténcia
bacteriana (Patel 2005, Amarasinghe, Scannapieco et al. 2009, Freire,
Sedghizadeh et al. 2011). Dezenove espécies bacterianas foram encontradas
em contagens mais altas na peri-implantite, incluindo Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A.a.), Campylobacter gracilis, Campylobacter showae,
Helicobacter pylori, Haemaphilus influenzae, P. gingivalis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus anaerobius, Streptococcus intermedius, Streptococcus
mitis, T. forsythia, T. denticola e Treponema socranskii (Faveri, Figueiredo et al.
2015). Foi demonstrado por Freire et al. (2011) que o A. a. tem capacidade de
formacdao de biofilme em implantes dentarios, resultando em resposta
inflamatodria, ostedlise e destruicdo tecidual quando implantados em modelos

animais.

As terapias propostas para o tratamento da peri-implantite se baseiam nos
relatos cientificos encontrados nos tratamentos para aquela, consistindo
prioritariamente na reducdo da carga bacteriana das bolsas peri-implantares e
da superficie dos implantes, utilizando, ou nao, em conjunto técnicas de
regeneragao 6ssea e a reosseointegragao. (Heitz-Mayfield and Lang 2004) Os
principais tratamentos propostos envolvem: a remog¢ao mecanica do biofilme
(raspagem manual com curetas de ago ou teflon; uso de brocas ou escovas;
jatos abrasivos; laserterapia)(Speelman, Collaert et al. 1992, Brookshire, Nagy et

al. 1997, Mombelli and Lang 1998, Lang, Wilson et al. 2000, Suh, Simon et al.
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2003, Heitz-Mayfield and Lang 2004, Schou, Berglundh et al. 2004, Schwarz,
John et al. 2017), uso de antimicrobianos sistémicos, descontaminagao quimica
da superficie dos implantes (tetraciclina; digluconato de clorexidina; acido citrico;
peroxido de hidrogénio; acido fosférico 35%)(Meffert, Langer et al. 1992,
Zablotsky, Meffert et al. 1992, Zablotsky 1993, Schenk, Flemmig et al. 1997,
Lang, Wilson et al. 2000, Roos-Jansaker, Lindahl et al. 2011, Subramani and
Wismeijer 2012, Mellado-Valero, Buitrago-Vera et al. 2013, Parma-Benfenati,
Roncati et al. 2015, Al-Hashedi, Laurenti et al. 2017), além de técnicas cirurgicas
a retalho e regeneracao 6ssea (Schwarz, Sculean et al. 2005, Roos-Jansaker,
Lindahl et al. 2006, Roos-Jansaker, Lindahl et al. 2006, Roos-Jansaker, Renvert
et al. 2006, Schwarz, Nuesry et al. 2006, Lindhe, Meyle et al. 2008, Roccuzzo,
Bonino et al. 2011). A respeito do tratamento da peri-implantite, € observada
melhora em um periodo a curto prazo, porém, com 75% dos casos néao
resolvidos ou recorrentes apos 5 anos; evidenciando a importancia da prevengao

(Heitz-Mayfield and Mombelli 2014, Heitz-Mayfield, Aaboe et al. 2018).

Apesar de estudos abordarem diversas técnicas e opg¢des de tratamento
para essa complicagdo, ainda nado existe o padrdao ouro quando abordamos
terapias para peri-implantite (Claffey, Clarke et al. 2008, Schwarz, Sahm et al.
2011). O objetivo do uso de agentes quimicos € a total descontaminagédo da
superficie de Ti, no entanto essa situagdo nao € observada na literatura. Pois
aléem de eliminar a presenca bacteriana e suas toxinas, o agente quimico ideal
deve ser passivel de sua completa remocgao. Devolvendo assim a superficie
suas caracteristicas de biocompatibilidade fundamentais para a re-
osseointegracado (Park, Olivares-Navarrete et al. 2012, Sousa, Mardas et al.

2016).
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Eficacia da descontaminagdo, possiveis alteragdes quimicas e fisicas,
residuos de agentes quimicos remanescentes, sdo fatores que influenciam o
sucesso e o prognostico do tratamento da doenca. A avaliagdo da influencia de
diferentes métodos nas alteragdes fisico-quimicas causadas nas superficies de

Ti se faz necessaria para um melhor entendimento desse processo.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Observar efeitos causados por agentes de descontaminagao (Solugao
tampao fosfato-salino (PBS); tetraciclina pasta, BlueM® gel, digluconato de

clorexidina gel a 2%) na superficie de titanio, do ponto de vista fisico-quimico.

2.2 Objetivos especificos

Verificar na superficie de titanio, apds o uso dos agentes descontaminantes:

1. Alteragdes morfoldgicas, por meio de MEV.
2. Residuos dos agentes de descontaminagéao, por meio de EDS.

3. Alteracbes na composicao quimica da superficie, por meio de EDS.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Obtencao dos discos de titanio

As 24 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 na cultura estéo representados na
Figura 1. Estas amostras, compostas por titanio comercialmente puro (grau 4),

foram usinadas no formato de discos. A microtopografia foi obtida por um
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processo de jateamento com particulas de 6xido de Aluminio, seguido de um

procedimento de condicionamento acido (propriedade comercial).

A caracterizagdo da topografia das amostras foi feita no nivel
micrométrico usando interferémetro 6tico e microscopia de forga atbmica para
avaliagdo. O calculo paramétrico foi realizado apés a remogao de erros de forma
e ondulagdes por um filtro Gaussiano (50 mm x 50 mm). Os seguintes
parametros tridimensionais foram selecionados: Sa (um), referente a rugosidade
média; Sds (um-2), referente a densidade de picos; e Sdr (%), referente ao
aumento da area da superficie. Microscopia eletronica de varredura foi utilizada
para a avaliacdo da morfologia das superficies. E para avaliagao da quimica de
superficie foi utilizada a espectroscopia por energia dispersiva de raios X

(Schwartz-Filho, Morandini et al. 2012).

NEODENT G @ PrRoJETO | tuece

LDESENHO flucce

LAy e L4 TA 29/87/2008 || APROWDO| REVSID
ESCALA FOLHA A
CDENOMINAC A COGT

DENCMINAGAG

061.221.01-1

Figura 1 - Aspecto macroscoépico da amostra. Tamanho de 10 mm x 2 mm, usinadas no formato

de discos.
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3.2 Contaminagao Bacteriana das Superficies dos Discos de Titanio
3.2.1 Cultura de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

A cepa de A.actinomycetemcomitans ATCC 29523 foi gentilmente cedida
pela Prof®. Dra. Geisla Mary Silva Soares, da disciplina de Periodontia,
departamento de Estomatologia UFPR, e manipulada no Laboratério Anexo no

Setor de Ciéncias da Saude da UFPR.

Uma colbnia de bactérias foi removida da placa com auxilio de al¢ca de
platina e colocada em um tubo contendo 10 ml de meio de cultura caldo BHI
Broth (Brain Heart Infusion Agar, Acumedia, Neogen Corporation, Michigan,
EUA) + Hemina 1%. O tubo foi incubado em ambiente de microaerofilia com

aproximadamente 5-10% de CO,, em estufa a 37° C por 24 horas.

3.2.2 Contaminagao das amostras

A partir do meio de cultura caldo BHI Broth contendo coldnias bacterianas,
foi realizada a leitura em espectrofotometro (V5100, Metash, Shangai
Instruments) a 600 nm. A turbidez foi comparada com o padréo 0,5 da escala
MacFarland, sendo assim o resultado da absorbancia deve estar entre 0,09 e
0,11, o que equivale a 1,5x10® UFC/ml (UNITED STATES PHARMACOPEIAL,
1990; NCCLS, 2002). Como blank (controle negativo) foi utilizado o meio de

cultura caldo BHI Broth livre de coldnias bacterianas.

Apds a determinacdo da concentracdo da suspensao bacteriana, a
concentracdo foi ajustada em 1,5x10° para realizagdo do procedimento.
Posteriormente, os discos foram fixados em anteparos plasticos previamente

esterilizados e fixados na tampa de placas de 24 pocos com auxilio de pinga
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anatbmica e de adesivo instantaneo, sendo separados de acordo com seu
tratamento de descontaminagao (Figura 2). A suspensao bacteriana foi colocada
juntamente com 5% de sangue de carneiro no interior de cada pogo, com volume
total de 1,9 ml/pogo. As placas de 24 pogos contendo a suspensao bacteriana e
0s corpos de prova permaneceram incubadas em caixa de microaerofilia (com

5% de CO,) por 48 horas, antes da realizagdo dos experimentos.

Figura 2 — Fixacdo dos discos de titdnio no anteparo plastico previamente fixado na tampa das

placas de 24 pogos (A). Vista superior de todos os discos fixados no anteparo plastico (B).
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Figura 3 —Discos de titanio em contato com suspensao bacteriana. Vista Superior (A) e Lateral

(B).

3.3 Descontaminacéo das amostras

Os discos contendo as colbnias foram divididos de acordo com seu

agente de descontaminacao:

Quadro 1 - Distribuigdo dos corpos de prova de acordo com os agentes de descontaminacgao.

Discos e (1) Solugdo tampao fosfato-salino 1x (PBS)

Microtopografia (n=6);
e (2) Tetraciclina Pasta (50mg/ml) (n=6);
e (3) BlueM® Gel (Peréxido de Hidrogénio) (n=6);

¢ (4) Digluconato de Clorexidina Gel a 2% (n=6).
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A execucdo da descontaminacgao 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).
O tempo foi baseado em estudo prévio de Waal et al. (de Waal, Raghoebar et al.
2013). Anterior e posteriormente a etapa de aplicagdo dos agentes quimicos,
cada disco passou por um mergulho Unico com auxilio de pinga clinica em

solugao tampao fosfato-salino (PBS) 1x, 2 ml/pogo.

Figura 4 — Execucgao da descontaminagéo utilizando haste flexivel com algodao (A) e Agentes

de descontaminagao dispensados em potes Dappen esterilizados (B).

Em continuidade ao segundo mergulho na solugdo PBS 1x, os discos
foram dispensados individualmente em pogos de novas placas contendo 2
ml/pog¢o de meio de cultura caldo BHI Broth. Estas placas de 24 pogos contendo
os discos passaram por um processo de sonicagem durante 20 segundos para
coletar as Unidades Formadoras de Colénia (UFC) resistentes a

descontaminagéo da superficie dos corpos de prova.
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Figura 6 — Disposicao dos discos em meio de cultura caldo BHI Broth (2ml/pogo).

De cada pogo contendo meio de cultura caldo BHI Broth foi coletado 200
Ml de suspenséo e feitas duas diluicdes seriadas em placas de 96 pocgos, na
concentragdo de 10" e 102, A partir das diluicdes, foram coletados 20 pl de cada
diluicdo e, entdo, semeados o conteudo em placas de agar BHI + sangue de
carneiro 5% + hemina 1% previamente identificadas. Foram também coletados
20 ul de inéculo dos pogos em que se encontravam os discos, a fim de
comprovar presenga de colonias bacterianas no momento da descontaminacéo,

e semeados em placas com agar de mesma composigao.
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Figura 7 — Coleta de 20 pl de suspensao e execugdo de semeadura em Placa de Agar BHI.

As placas de agar foram mantidas em caixas de microaerofilia (com 5%

de COy) a 37°C por 5 dias, antes da contagem de UFC.

Através de anadlise visual das placas de agar apds o periodo de
incubacgéo, foi realizada uma analise quantitativa das UFC. Todas as analises
foram realizadas por um mesmo examinador treinado e de forma triplicada,

obtendo assim médias das Unidades encontradas em cada diluigéo.

Figura 8 — Aspecto macroscépico de placa com Agar BHI contendo Unidades Formadoras de
Colbnia (UFC) (seta).
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3.4 MEV e EDS

Para uma analise da morfologia foi usado um microscépio Tescan Vega3
LMU (Tescan, Brno, Czech Republic). A constituicdo elementar das amostras foi
avaliada por energia dispersiva de raios X (EDX, Oxford Instruments, Abingdon).
Essas analises foram realizadas no Centro de Microscopia Eletrénica (CME) da
Universidade Federal do Parana (UFPR). Das 24 amostras, foram selecionados
4 discos para os ensaios de MEV e EDS, sendo 1 representante de cada tipo de
tratamento de descontaminacao, de forma aleatoria (Wheelis, Gindri et al. 2016).
As micrografias avaliadas foram obtidas tanto por elétrons retroespalhados
(BSE) quanto elétrons secundarios (SE). A magnificagdo das imagens foi de 5
kx. Todas as imagens foram adquiridas utilizando um potencial de 10 kV. A
andlise das imagens se deu de forma visual, por um avaliador experiente, na
procura de possiveis padroes de formagao de oxidagoes, acidificacao, e também
abrasao da superficie. Os espectros de EDS foram obtidos utilizando uma
energia de 0 até 5,5 keV. Foram adquiridos espectros EDS de trés regides
aleatdrias pontuais sobre a superficies das amostras.

As amostras foram submetidas ao processo de descontaminagdo e na
sequencia foram levadas para analise de MEV. Nao foi realizado nenhum tipo de
preparacdo de amostra para realizagcdo das imagens de microscopia e as

obtencdes de espectros de EDS.

3.5 Analise estatistica

A analise estatistica foi aplicada aos dados numéricos obtidos através da
analise visual com auxilio do Programa GraphPad Prism (versao Prism 8 for Mac

OS X, San Diego), adotando-se em todos os testes o nivel de significancia de



21

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. RESULTADOS
4.1 Amostras e caracterizagao das superficies pré-contaminacao

A caracterizagao dos discos utilizados no estudo foi realizada previamente e
se encontra publicada na literatura (Apéndice 1) (Schwartz-Filho, Morandini et al.
2012). Resumidamente caracteristicas da topografia das superficies foram
qualitativamente avaliadas por microscopia eletrénica de varredura. A quimica
de superficie foi estudada através de espectroscopia de dispersdo de energia.
Analises topograficas realizadas utilizando interferébmetro 6ptico e microscopia
de forgca atbmica confirmaram a presenca de microtopopgrafia. O resultado
mostrou que a sua modificacdo nao resultou em alteragbes na composi¢cao

quimica do material, que foi predominantemente titanio.

4.2 Aplicacao dos antimicrobianos locais

Em estudo prévio (Oliveira 2019) comparou os efeitos da descontaminagao
de discos de titanio por 4 agentes quimicos de descontaminagéo, determinando-
se que, dentre os agentes testados, o mais efetivo foi o Digluconato de
Clorexidina Gel 2%, o qual apresenta significativa capacidade de
descontaminagédo (Apéndice 2). Dentre os limites metodoldgicos deste estudo,
pode-se concluir que: O Digluconato de Clorexidina Gel a 2% foi superior aos

outros tratamentos avaliados, em se tratando de superficies de titanio
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contaminadas por Aggregatibacter actinomycetemcomitans, independente da

rugosidade da superficie.

4.3 MEV

Os resultados da MEV confirmaram a microtopografia de superficie
apresentada pelos discos de titanio utilizados neste estudo, e ndo mostraram
diferengcas em relacdo a morfologia das superficies apés a descontaminacao
(formagao de oxidagbes, acidificagdo, e abrasdo da superficie). Conforme
observado nas micrografias da figura 9, ndo é possivel identificar diferengas
significativas entre a morfologia das superficies de titdnio que passaram por
tratamento de descontaminacao, com relagcao a superficie de controle, tanto na
imagem de elétrons secundarios (SE) quanto na imagem de elétrons
retroespalhados (BSE).

As imagens de elétrons retroespalhados (imagem da esquerda das
micrografias representadas na figura 9) nota-se para todas as amostras uma
grande superficie de densidade homogénea proveniente do retroespalhamento
do feixe devido a superficie de titdnio. Algumas regides mais claras desta
imagem refletem o fato das irregularidades da microtopografia.

Nas imagens de elétrons secundarios (imagem da direita das micrografias
representadas na figura 9) é possivel observar uma grande similaridade da
morfologia entre as amostras. Isso é esperado, pois o tratamento é

exclusivamente quimico sem efeitos abrasivos na superficie.
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Figura 9 - Micrografias das amostras utilizando elétrons retroespalhados (BSE), esquerda,
e elétrons secundarios (SE), direita. (a) Amostra controle, (b) PBS, (c) Tetraciclina, (d) BlueM®,

(e) Clorexidina.

4.4 EDS

A quimica de superficie foi estudada através de espectroscopia de dispersao
de energia. A figura 10 apresenta o espectro de um ponto de cada amostra. Os

valores de média e desvio-padréo de cada grupo sao mostrados na tabela 01.
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Figura 10 — Espectros de EDS de um ponto das amostras, (a) controle, (b) PBS, (c)
Tetraciclina, (d) BlueM®, (e) Clorexidina.

Tabela 1 — Microanalise dos discos, apresentando as médias e desvios padrbes dos elementos
quimicos detectados pelo EDS. Valores médios dados em %.

Elementos Controle PBS Tetraciclina BlueM® Clorexidina
média DP média  DP média DP média DP média DP
Ti 93 0,41 91,57 037 | 91,37 041 | 9198 0,73 56,3 0,22
0 4,63 0,21 51 0,28 | 5,27 0,26 5 0,27 | 41,67 0,12
C 1,47 0,17 2,43 0,09 2,5 0,22 | 2,13 0,47 1,53 0,09
F 0,77 0,05 0,77 0,05 0,8 0 0,63 0,05 0,47 0,05
Si 0 0 0,13 0,05| 0,03 0,05 2,37 0,87 0 0
Ca 0,1 0,08 0 0 0 0 0 0 0 0
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Com relagao aos elementos quimicos observados foi detectada a presenca
de Titanio, Oxigénio, Carbono, Fluor, Silica e Calcio.

Para o elemento Titanio foi observado que ele foi predominante em todas as
amostras. Os resultados mostraram que a porcentagem de presenga de Ti no

grupo tratado com Clorexidina foi significativamente menor que os demais

grupos.
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Figura 11 — Percentual da presengca do elemento Ti de acordo com os agentes
descontaminantes empregados. Analise estatistica gerada com base nos espectros de EDS,
considerando o teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de comparagao multipla de Dunn. Valores
com * apresentam diferenga estatisticamente significativas entre as médias, de acordo com o

nivel de significancia de 5%.

Para o elemento Oxigénio os resultados mostraram que a porcentagem de
presencga de O foi significativamente maior no grupo tratado com Clorexidina que

os demais grupos.
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Figura 12 — Percentual da presenca do elemento O de acordo com os agentes
descontaminantes empregados. Analise estatistica gerada com base nos espectros de EDS,
considerando o teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de comparagao multipla de Dunn. Valores
com * apresentam diferenga estatisticamente significativas entre as médias, de acordo com o

nivel de significancia de 5%.

Os resultados também mostraram a presenga de Carbono. A porcentagem
de C foi significativamente maior no grupo BlueM® quando comparado ao grupo

controle.
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Figura 13 — Percentual da presenga do elemento C de acordo com os agentes
descontaminantes empregados. Analise estatistica gerada com base nos espectros de EDS,
considerando o teste de Kruskal-Wallis com po6s-teste de comparagao multipla de Dunn. Valores
com * apresentam diferenga estatisticamente significativas entre as médias, de acordo com o

nivel de significancia de 5%.

No grupo controle e no grupo tratado com CLX a presenca de Silica nao foi
observada. No entanto no grupo tratado com BlueM® foi observado uma
presenca maior do elemento quimico.

Flior e Calcio apesar de presentes ndo tiveram variacbes consideraveis

entre os grupos.

5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que métodos de
descontaminagdo quimicos causam alteracbes em superficies de Ti. O
percentual de presenca de elementos como Ti, O, C, F, Si e Ca podem variar de

acordo com os métodos aplicados na descontaminacéo. Tais modificagcoes
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podem ser importantes fatores para o sucesso do tratamento das peri-

implantites.

Resultados prévios in vitro mostraram a capacidade de descontaminagéao
da superficie com microtopografia em culturas de A.a. utilizando os mesmos
agentes do presente estudo (Oliveira 2019). Nesse estudo prévio realizado pelo
nosso grupo de pesquisa foi possivel observar via quantificagdo das unidades
formadoras de col6nia (UFC) que dentre os agentes descontaminantes, o mais
efetivo foi o Digluconato de Clorexidina Gel 2% em todas as superficies. Em
cultura de bactérias, o nivel de colénias formadas foi o minimo para este

tratamento.

Como forma de aprofundar o entendimento desse estudo de analise
bioldgica, se fez necessaria uma avaliagado por meio de uma viséao fisico-quimica
da superficie. Foi escolhida para esse fim a analise de EDS por se tratar de uma
das técnicas mais referenciadas na literatura para analises de superficies de
materiais e determinagcdo da sua composigdo quimica (Wheelis, Gindri et al.
2016). Além disso, considerando as amostras deste estudo, a técnica de EDS
requer minima preparagaéo da amostra para a sua analise (Wilson, Valderrama et
al. 2015, Tawse-Smith, Kota et al. 2016, Duddeck, Albrektsson et al. 2019,
Berryman, Bridger et al. 2020, Kotsakis, Black et al. 2020, Matos, de Almeida et
al. 2020). A microscopia eletrénica de varredura também é bastante consolidada
para analises de superficies. Neste trabalho a MEV torna-se interessante, pois
além de observar a morfologia superficial, tal como a rugosidade de superficie, o
que € importante para o processo de osseointegracao, € possivel avaliar danos

corrosivos ou abrasivos causados pelos agentes descontaminantes ou pela



29

técnica de descontaminacao (Tawse-Smith, Kota et al. 2016, Berryman, Bridger

et al. 2020).

Os resultados obtidos pela MEV ndo mostraram diferencas em relagao a
morfologia das superficies apés a descontaminacdo. Esse resultado era
esperado devido a natureza dos tratamentos propostos onde nao existe uma
agao mecanica mais efetiva que possa causa danos a superficie.

Com base nos dados de EDS, e também considerando analise estatistica
apresentada, foram possiveis a determinagdo do teor dos elementos quimicos
mais abundantes que estao presentes na superficie de cada uma das amostras
e a significancia estatistica de cada média gerada associada a cada tratamento
de descontaminacéo.

Analisando os dados para os teores percentuais de Ti em cada uma das
amostras nota-se que este valor € o mais abundante da superficie para todas as
amostras. Na amostra tratada com Clorexidina observa-se uma grande reducéao
do nivel percentual de Ti na superficie ao mesmo passo existe um aumento
significativo dos niveis percentuais de O. Comparando este fato com analise
microbiolégica proposta em trabalhos prévios (Oliveira 2019, Matos, de Almeida
et al. 2020), no qual o Digluconato de Clorexidina gel 2% apresenta menores
unidades formadoras de coldnia, esta superficie com alto grau de O pode ter
configurado uma resposta quimica a qual facilitou a descontaminagdo da
superficie.

Por base na técnica de EDS apenas nao é possivel afirmar que foi gerada
uma fase cristalina de 6xido de titdnio (TiO2) mais densa para este agente
descontaminante, devido a caracteristica essencial da técnica, que € apenas de

analise de elementos quimicos, mas estudos apresentam que a quantidade de
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formacao de oxido de titanio, podem influenciar na desestabilizagdo da molécula
da bactéria (Kubacka, Diez et al. 2014, Koch and Manzhos 2017, Pantaroto,
Ricomini-Filho et al. 2018, Souza, Lima et al. 2018, Kotsakis, Black et al. 2020).
Além disso, o proprio efeito da clorexidina ja € consolidado como uma técnica
adjunta de descontaminagao. Assim pode-se concluir que para o digluconato de
clorexidina, dois mecanismos de descontaminagdo sao gerados
simultaneamente.

Observando o teor de C nas amostras, nota-se um acréscimo nos indices
de C para os tratamentos por PBS, Tetraciclina e BlueM® com relacdo a
amostra controle, sendo que no caso da amostra tratada com BlueM® os niveis
de C apresentam variagdo estatisticamente significante. De estudo prévio,
provou-se que a utilizacdo de PBS nao foi suficiente para eliminar todas as
UFCs da superficie (Oliveira 2019). Todavia, apresentou, no geral, resultados
superiores se comparado ao grupo Tetraciclina Pasta e BlueM®. Isso é
comprovado via rota fisico-quimica, de acordo com os niveis apresentados de C
para essas 3 amostras, considerando que a bactéria é essencialmente formada
por C. Apesar disso a composigdo quimica da pasta de Tetraciclina e do gel
BlueM® possuem C em sua composicdo, no primeiro no formato de
amidoglicolato de sédio e no segundo sendo encontrado em diversos
componentes da formula, exemplo alcool, acido citrico, glicerina. O que indica
uma possivel incompleta remog¢ao dos produtos do agente descontaminante da
superficie de titdnio. Considerando o teor de C na amostra tratada por
digluconato de clorexidina gel 2%, apesar de apresentar C na sua composicao
quimica, nota-se que os teores de C sdo semelhantes a amostra controle. Isso

mostra que o digluconato de clorexidina foi eficiente ndo apenas para a remogao
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do material organico como também n&o deixou residuos remanescentes
detectaveis ao nivel de resolugdo do sistema de EDS, sugerindo uma remogao
efetiva. Isso também ¢ justificavel devido a inobservancia de Cl na composicao
quimica, pelo menos nao para a escala de resolugao do EDS.

Observando os niveis de Si nas amostras, percebe-se somente um valor
estatisticamente significativo com relagéo as outras amostras para o tratamento
com BlueM®. De acordo com o fabricante, o gel oral BlueM® (céd. OGI15) é
composto pelos seguintes ingredientes: agua, alcool, glicerina, silica, sacarina
de sbédio, perborato de sodio, acido citrico, PEG-32, gluconato de sddio,
lactoferrina, goma xantana, goma celuldsica. Sua posologia indicada é de 3
aplicagdes diarias na regiao contaminada ou conforme orientagdo do cirurgido-
dentista. A metodologia de aplicagao nesse estudo pode justificar uma possivel
dificuldade na remocdao completa do agente quimico, o que justificaria a
presenca de Si na amostra.

Outros elementos como o Fluor e calcio foram detectados no espectro de
EDS, mas nao tiveram diferenga significativa entre as amostras.

Neste estudo foi definido que o desafio bacteriano utilizado para avaliar as
terapias de descontaminagdo das superficies de titdnio por agentes quimicos
seria desenvolvido sob a forma de monoespécie de A.a. As bactérias foram
cultivas sobre as amostras de titanio por um periodo de 48 horas, tempo similar
ao utilizado por trabalhos com propostas semelhantes ao presente estudo
(Romeo, Ghisolfi et al. 2005, Makeeva and Tambovtseva 2014). Assim, nesse
periodo temos contaminacado bacteriana adequada para formacédo de biofilme
monoespécie utilizado para os experimentos. (Burgers, Witecy et al. 2012) De

forma geral, resultados de estudos in vitro com biofilmes monoespécie podem



32

ser utilizados para interpretacdo de interagdes mais complexas de biofilmes in

vivo (Burgers, Witecy et al. 2012).

Considerando-se a relagao entre a superficie contaminada dos implantes
e a necessidade do tratamento superficial para que ocorra a formagcao das
estruturas de suporte e protecdo dos implantes, a descontaminagdo se faz
necessaria (Meffert 1996). A descontaminagédo quimica envolve o uso localizado
de substancias antimicrobianas, tais como: clorexidina, tetraciclina ou
minociclina, acido citrico, peréxido de hidrogénio, acido fosférico, entre outros
(Subramani and Wismeijer 2012, Cortelli, Cortelli et al. 2013, Valderrama and
Wilson 2013, Valderrama, Blansett et al. 2014). As comparagdes observando a
eficacia de diferentes agentes quimicos tem sido realizadas principalmente sob
forma in vitro e sobre diferentes superficies de implante (Mellado-Valero,
Buitrago-Vera et al. 2013) e, embora existam diversos estudos realizando esta
analise, ainda ha incoeréncia sobre qual o melhor método de descontaminagao a
ser utilizado e a determinagdo de um padrao ouro para a desinfecgao (Claffey,

Clarke et al. 2008, Schwarz, Sahm et al. 2011).

Do ponto de vista clinico, considerando as limitagbes do método in vitro,
os resultados ajudam a explicar possiveis causas de falhas e a dificuldade no
tratamento da peri-implantite. Uma completa descontaminacdo passa pela
diminuicdo do biofiime e também pela manutencdo das caracteristicas da
superficie. O potencial de osseointegracdo e re-osseintegragdo séao
influenciados pela rugosidade e quimica da superficie (Subramani and Wismeijer
2012). Dentre os métodos de descontaminagdo avaliados nesse estudo, a
Clorexidina se mostrou capaz de eliminar o biofilme, no entanto foi observado

um aumento significativo da proporgédo de Ti e O. Outra consequéncia
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importante deste resultado confere para digluconato de clorexidina uma possivel
vantagem para a formacao da osseointegragao. Pois fases de oxido de titanio e
oxigénio, podem contribuir de forma positiva para a formagao de uma camada de
hidroxiapatita fortemente ligada ao substrato de éxido de titanio (Kokubo, Miyaiji
et al. 1996, Delgado-Ruiz and Romanos 2018, Pantaroto, Ricomini-Filho et al.
2018). Para os outros tratamentos, os niveis de O permaneceram muito
préximos do valor de O da amostra controle.

Outros estudos associando técnicas mecanicas, quimicas e estudos in
vivo sdo de fundamental importancia para a aplicacdo e confirmagdo da

efetividade dos tratamentos para a peri-implantite.

6. CONCLUSOES

Os agentes de descontaminagao quimica (PBS, Tetraciclina, BlueM®,
Clorexidina) ndo causaram alteragbes qualitativas na morfologia da superficie

observadas na MEV.

Dentre as amostras estudadas a tratada com BlueM® apresentou Si como

elemento residual apds a descontaminagéo.

O percentual de presenca de elementos como Ti, O, C, F, Si e Ca podem
variar de acordo com os métodos aplicados na descontaminagdo. A
descontaminagdo com digluconato de clorexidina gel a 2% diminui o percentual

de Ti e aumenta o de teor de O.
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8. Apéndice
1. Apéndice 01:

Caracterizacdo das amostras.

Descrigao numérica da topografia superficial obtida por interferdbmetro 6tico ao
nivel micrométrico (n = 3).

Sa Mm Sds /mm? Sdr %

Micro 0.28+00.5 (3) 195,900+9,838 (3) 10.87+1.06 (3)

Publicado em:

Schwartz-Filho, H. O., A. C. Morandini, E. S. Ramos-Junior, R. Jimbo, C. F.
Santos, E. Marcantonio, Jr., A. Wennerberg and R. A. Marcantonio (2012).
"Titanium surfaces with nanotopography modulate cytokine production in cultured
human gingival fibroblasts." J Biomed Mater Res A 100(10): 2629-2636.



2. Apéndice 02:

Média e Desvio-padrao do numero de UFC (Unidades Formadoras de Colbnia)
[x10-1] encontradas em cada superficie apés descontaminacéo.
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Clorexidina Gel 2%

MICRO +
DISCOS USINADOS (U) MICROTOPOGRAFIA NANOTOPOGRA

AGENTE DE (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 10,27 + 11,76™" 8,73+7,88" 3,13+2,22"
Digluconato de 00" 00" 0+0"

Significante se p<0.05. Letras diferentes nas colunas representam diferencas
significantes entre os grupos (Teste de Kruskal-Wallis, Dunn (P<0,05).

Publicado em:

Oliveira, E. H. d. S. (2019). Avaliacdo de Agentes Quimicos na descontaminacéo
de superficies de titanio. Mestrado, Universidade Federal do Parana.



