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RESUMO

Smanio JA. Agéo antibacteriana de revestimentos nanoestruturados com particulas
de prata aplicados em titanio frente a bactérias peri-implanto patogénicas. Analise in
vitro [tese]. S&o Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2017.
Verséo Original.

Um dos maiores desafios da Implantodontia é manter a osseointegracéo e a saude
dos tecidos peri-implantares apds a instalagao da prétese. Para que uma reabilitacéo
sobre implantes tenha longevidade é necessario que se realize a manutengédo da
saude dos tecidos peri-implantares. Existe uma relacdo direta entre o acumulo de
biofilme e a presenca da inflamacado desses tecidos, denominada mucosite. Essa
condicao pode evoluir para uma peri-implantite. A proposta deste estudo foi encontrar
uma solugao preventiva as doencas peri-implantares, através do controle do biofilme.
Avaliou-se a agao antibacteriana de trés tipos de revestimentos nanoestruturados
com prata aplicados a superficie de discos de titdnio frente a cepas de
microrganismos peri-implanto-patogénicos. Apds determinado o melhor revestimento,
analisou-se, também, se a quantidade de prata (3 ou 6 camadas) melhorava sua
acao antimicrobiana. Foram confeccionados discos de titanio divididos em 4 grupos:
titanio sem deposigao (controle), titdnio com deposi¢céo de solugdo coloidais de prata
e silica (Si02), titdnio com deposi¢cédo de solugéo coloidal hidrotermalizada de prata e
dioxido de titanio (TiAg) e titdnio com deposigdo de solugcdo hidrotermalizada
somente com didéxido de titanio (TiAa). Testou se a efetividade da atividade
antimicrobiana dos revestimentos estudados por meio da contagem das colonias
bacterianas, encontradas na superficie das placas de agar sangue. Para permitir uma
contagem correta do crescimento das coldnias, realizou se diluigdo seriada e, apés
incubacdo a 37°C em anaerobiose, a contagem do numero de colbnias e,
posteriormente, o calculo das unidades formadoras de coldénia (UFC/mL). Apos
determinacdo do melhor revestimento, foram desenvolvidos biofilmes monoespécie
sobre discos de titdnio com 3 e 6 camadas do revestimento SiO2, além dos grupos
controle positivo (C.positivo) e negativo (C.negativo), utilizando as cepas
Streptococcus gordonii. A atividade microbiana nos biofilmes foi determinada pelo
meétodo de XTT. Utilizou-se trés discos de cada grupo por teste (triplicata) e realizado

a leitura em espectrofotobmetro a 450 nm e 492 nm. Os resultados obtidos com cepa



de A. actinomycetemcomitans, apresentaram diferenga estatistica (p< 0,01) entre o
grupo controle (branco) e os grupos teste. Observou-se um maior numero de
bactérias A.a na superficie branca quando comparado com as superficies
nanoestruturadas com prata, sendo que o grupo SiO2 foi o que apresentou melhor
resultado. Notou-se, também, que houve uma maior quantidade da bactéria
P.gingivalis na superficie dos discos brancos quando comparado com os grupos com
revestimentos nanoestruturados com prata. As bactérias S.aureus e F.nucleatum |,
porém, ndo apresentaram redugc&o nos discos com filmes nanoestruturados quando
comparados ao disco sem revestimento. Os discos com 6 camadas do revestimento
SiO2 apresentaram eficiéncia semelhante a clorexidina 0,12%, na redug&o do
biofilme da S.gordonii. Conclui-se que os revestimentos nanoestruturados com
particulas de prata foram efetivos na redugcdo de UFC/ml das bactérias A.
actinomycetemcomitans e P.gingivalis, com o melhor resultado observado com
revestimento SiO2. A concentragdo da prata interferiu positivamente nos resultados
com a bactéria S.gordonii.

Palavras-chave: Mucosite. Peri-implantite. Nanoparticula de prata. Componentes

protéticos.



ABSTRACT

SMANIO JA. Antibacterial coating silver particles with nanostructured titanium applied
in titanium action against pathogenic peri-implant bacteria. In vitro analysis. [thesis].
S&o Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2017. Verséo
Original.

One of implantology’s major challenge is to maintain the osseointegration and health
of the peri-implant tissues after the installation of the prosthesis. To ensure implant
rehabilitation’s longevity it is necessary to maintain the health of the peri-implant
tissues. There is a direct relationship between the accumulation of biofilm and the
presence of inflammation of these tissues, called mucositis. This condition can
progress to peri-implantitis. The purpose of this study was to find a preventive solution
to peri-implant diseases through biofilm control. For this, the antibacterial action
against strains of peri-implant-pathogenic of three types of nanostructured coatings
with silver applied to the surface of titanium discs microorganisms was evaluated.
After determining the best coating, it was also analyzed whether the amount of silver
(3 or 6 layers) improved its antimicrobial action. Titanium disks were divided into 4
groups: titanium without deposition (control), titanium with deposition of colloidal
solution of silver and silica (SiO2), titanium with deposition of colloidal
hydrothermalized solution of silver and titanium dioxide (TiAg) and titanium with
deposition of a hydrothermal solution only with titanium dioxide (TiAa). The
effectiveness of the coatings was tested by counting the bacterial colonies found on
the surface of the blood agar plates. In order to allow a correct colony count, a serial
dilution was performed and, after incubation at 37 ° C in anaerobiosis, counting the
number of colonies and, later, calculating the colony forming units (CFU / mL). After
determination of the best coating, monospecies biofilms were prepared on 3 and 6
layer titanium discs of the SiO2 coating, in addition to the positive control (C.positive)
and negative (negative) groups, using Streptococcus gordonii strains. The microbial
activity in biofilms was determined by the XTT method. Three disks of each group
were used per test (triplicate) and the spectrophotometer read at 450 nm and 492 nm.
The results obtained with A. actinomycetemcomitans strain presented a statistical
difference (p<0.01) between the control group (blank) and the test groups. A higher

number of A.a bacteria was observed on the blank surface when compared to the



nanostructured surfaces with silver, and the SiO2 group showed the best results. It
was also noted that there was a greater amount of P.gingivalis bacteria on the surface
of the blank discs when compared to the groups with nanostructured coatings with
silver. The bacteria S. aureus and F. nucleatum, however, did not present reduction in
the discs with nanostructured films when compared to the disc without coating. The 6-
layer discs of the SiO2 coating presented similar efficiency to 0.12% chlorhexidine in
reducing the S. gordonii biofilm. We concluded that nanostructured coatings with
silver particles were effective in reducing CFU/ml of A. actinomycetemcomitans and
P.gingivalis bacteria and the best result was observed with SiO2 coating. The

concentration of silver interfered positively decreasing S.gordonii bacteria number.

Keywords: Mucositis. Peri-implantite. Silver nanoparticle. Prosthetic components.
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1 INTRODUGAO

O cuidado com a manutengdo da osseiontegracdo apds a instalagdo das
préteses pode proporcionar maior longevidade e estabilidade a reabilitagdo. Este
desafio sera alcangado com a tentativa de preservagao da integridade do epitélio
juncional ao redor do sistema implanto-protese, por se tratar da primeira e principal
barreira de protecdo frente as constantes agressdes quimicas e microbiolégicas

existentes no meio bucal.

Existe uma relacdo direta entre o acumulo de biofime e a presencga da
inflamacao tecidual ao redor dos implantes. Estas alteracdes inflamatorias teciduais
caracterizam a mucosite, uma condi¢ao reversivel que, se nao interrompida, pode
evoluir para um processo com maior destruicado do tecido 6sseo de sustentagao, que

podera levar a perda do implante, devido a instalagdo da peri-implantite.

As analises de amostras do biofilme da doenca peri-implantar indicam que se
trata de uma infecgdo anaerdbica mista (Mombelli; Décaillet, 2011). Na maioria dos
casos, a composicao da flora € semelhante a flora subgengival de periodontite
cronica que é predominante de bactérias Gram negativas. Os efeitos benéficos das
intervengdes mecanicas e quimicas para interromper a formagao do biofilme peri-
implantar demonstram que os microrganismos estdo envolvidos diretamente no

processo da doenga, mesmo que eles ndo sejam sempre a origem da doenga.

Os recentes avangos na qualidade da osseointegragao, tanto por meio de
alteracbes fisicas macro e micro estruturais na superficie quanto a inclusdo de
propriedades quimicas também contribuiram para elevar os riscos de adeséao

bacteriana e dificultarem a sua descontaminagao durante o tratamento

Uma vez manifestada os sinais da doenga peri-implantar, o tratamento pode
requerer desde o controle do biofilme com clorexidina ao debridamento mecénico e
polimento, antibioticoterapia sistémica e local ou mesmo procedimentos
regenerativos, nos casos avangados de peri-implantite. Observam-se evidéncias
clinicas que a terapia nao cirurgica, como desinfecgdo e antibioticoterapia, pode ser
mais eficaz no tratamento das mucosites, mas com grande dificuldade de resolugbes

das peri-implantites.
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A utilizacdo de particulas de prata tem sido pesquisada na implantodontia
com o objetivo de evitar a resisténcia ao tratamento com antibidéticos bem como
determinar novas formulagées e novos materiais com propriedades efetivas na
reducdo bacteriana. Este metal possui caracteristica antimicrobiana de amplo
espectro capaz de promover o colapso da membrana plasmatica levando ao
esgotamento dos niveis de ATP intracelular. Essas particulas, quando organizadas
em estruturas nanométricas, podem proporcionar alguns beneficios, como maior

reatividade e durabilidade.

Neste sentido, estudos que investiguem a eficiéncia do controle do biofilme
antes da instalacdo da doencga pri-implantar é fundamental para diminuirmos sua

incidéncia e as grandes dificuldades relativas ao seu tratamento.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCAS PERI-IMPLANTARES

2.1.1 Prevaléncia

Para avaliar o sucesso de um implante dentario, a estabilidade dos tecidos
moles e 6sseo € essencial. Esta estabilidade morfologica, entretanto, s6 poder ser
avaliada por critérios clinicos ou por comparagdes radiograficas.

A sobrevida, a longo prazo, dos implantes dentarios depende, em grande
parte, do controle de infecgbes bacterianas na regido peri-implantar; isto €, o
resultado do equilibrio entre as defesas do hospedeiro e os microrganismos
patogénicos.

Em 1994, Albrektsson e Isidor definiram, dentre as doengas perimplantares, a
mucosite como sendo uma inflamacao dos tecidos marginais ao redor de implantes
em fung&o que, assim como a gengivite, € um processo reversivel. Ja o conceito de
peri-implantite € descrito como um processo inflamatoério que resulta em perda 6ssea

ao redor de implantes osseointegrados em fungao.

Patdégenos periodontais estdo presentes nos tecidos inflamados ao redor dos
implantes; a microbiota de implantes bem sucedidos é semelhante a de um

periodonto saudavel ( Lee et al.,1999).

O Sixth European Workshop in Periodontics, realizado em 2008, definiu as
doencgas peri-implantares sendo a mucosite a presenca de inflamagdo da mucosa
peri-implantar sem sinais de perda de suporte 6sseo que ocorre em 80% dos
pacientes e em 50% dos implantes, enquanto a peri-implantite, além de inflamacéao
da mucosa, caracteriza-se por uma perda de suporte ésseo e € observada em 28-
56% dos pacientes e 12-43% dos implantes (Ziztmann; Berglundh, 2008).
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Com o incremento do numero de pacientes com implantes a taxa de doencas
peri-implantares tem aumentado a uma incidéncia que varia de 0,5 a 3% ao ano.
Entretanto, Heitz-Maiyfield (2008) observaram que em pacientes sem histérico de
periodontite a taxa sobrevida do implante foi de 96,5%; nos pacientes com histérico
prévio de periodontite essa taxa aproximou se de 90,5%.

Um estudo realizado em clinicas particulares com 245 pacientes e 964
implantes instalados mostrou, de acordo com um programa de manutencao
periodontal, uma prevaléncia de cerca de 16% de peri-implantite e 39% de mucosite
Além disso, demonstraram que apenas 11,1% dos pacientes com diagnostico de
peri-implantite e submetidos a um novo tratamento com implantes tiveram saude

peri-implantar na reqido da sequnda implantacao (Mir-Mari et al., 2012).

Dados epidemiologicos coletados na literatura por Derks e Tomasi (2015)
mostraram uma meédia dos indices de prevaléncia para mucosite de 43%, com
intervalo de confianga (IC) 32-54%, e 22% (IC: 14-30%) para peri-implantite.

2.1.2 Diagnostico

A aderéncia e a colonizagdo de bactérias presentes na microbiota oral em
superficies de biomateriais expostos, como o titanio, sdo os principais fatores
etiologicos da periodontite e da peri-implantite. Essa aderéncia contribui para o
desenvolvimento da infeccdo (Romeo et al., 2004).

Lindhe et al. (2008) revelaram que o processo infeccioso peri-implantar
desencadeia, primeiramente, uma inflamagdo, com sangramento a sondagem e
restrita aos tecidos moles adjacentes ao implante, denominada mucosite peri-
implantar. A peri-implantite € a evolugédo desse quadro, em que a lesdo da mucosa é
frequentemente associada a supuragdo e profundidade a sondagem, sempre
acompanhada por diminuicdo dos niveis 0sseos resultante da reabsor¢do marginal

peri-implantar.
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Em revisdo sistematica, Lang et al. (2011) compararam as diferengas no
aspecto patogénico entre a mucosite peri-implantar e a gengivite. Segundo esses
autores, a resposta do hospedeiro a biofilmes n&o difere substancialmente em
dentes ou implantes. O sinal mais evidente clinicamente em ambos os casos é o
desenvolvimento de uma lesdo inflamatoria, como resultado do acumulo bacteriano.
Tanto a gengivite como a mucosite s&o precursoras para lesbes mais prejudiciais e,
portanto, tém de ser diagnosticadas corretamente. Concluiram, entdo, que a
gengivite e a mucosite ndo sado fundamentalmente diferentes no ponto de vista

patogénico e de diagnaostico.

Outra revisédo sistematica realizada por Berglundh et al. (2011) analisou as
caracteristicas histopatologicas entre lesdes peri-implantares e periodontais
coletadas de humanos. Enquanto ha na literatura muitas pesquisas sobre as
caracteristicas histopatologicas das lesdes de periodontite em humanos, poucos
estudos avaliam as lesbes peri-implantares em material de bidpsia humana. Nos
materiais de bidpsia humana avaliados, foi possivel observar que a extensao apical
do infiltrado de células inflamatdrias (TIC) foi mais pronunciado na peri-implantite do
que na periodontite. As células plasmaticas e linfocitos estavam presentes em
ambos os tipos de lesdes, ao passo que, os granuldcitos, neutréfilos e macréfagos
aparecem em propor¢ao maior em sitios com peri-implantite. Os autores concluiram
que, apesar das semelhangas quanto as caracteristicas clinicas e etiologia da peri-
implantite e periodontite, existem diferengas histopatolodgicas significativas entre as
duas lesdes.

Pacientes com historico de periodontite generalizada agressiva sdo mais
susceptiveis a mucosite e peri-implantite e também apresentam taxas inferiores de
sobrevida do implante e sucesso, quando comparados a pacientes periodontalmente
saudaveis (Swierkot et al., 2012).

Casado et al. (2013) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar se
pacientes com histéria de periodontite crénica sdo mais suscetiveis a doenga peri-
implantar do que aqueles sem historia de periodontite crénica. Duzentos e quinze
individuos em manutencdo periodontal, apresentando 754 implantes
osseointegrados, foram selecionados para este estudo. Os pacientes foram divididos
em dois grupos de acordo com o "status" peri-implantar: grupo controle (pacientes
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sem doenga peri-implantar; n = 129) e grupo doencga peri-implantar (pacientes com
doenga peri-implantar; n = 86). Todas as regides peri-implantares foram avaliadas
clinicamente, incluindo analises da inflamag¢do da mucosa, edema e mobilidade do
implante, além de radiografia periapical para avaliar a presenca de perda 6ssea peri-
implantar. De acordo com as caracteristicas clinicas e radiograficas, os pacientes em
grupos de controle e doenga peri-implantar foram diagnosticados como tendo
periodontite crénica ou ndo. Houve uma correlagdo altamente significativa entre a
histéria periodontite crénica e doenga peri-implantar (p <0,0001). Os pacientes com
periodontite crénica tinham 4 vezes mais chance de desenvolver doenga peri-
implantar do que pacientes com tecidos periodontais saudaveis. Revelaram, em sua
conclusao, que o historico de periodontite crénica € um fator de alto risco para o
desenvolvimento de doenca peri-implantar, independentemente do género ou da

regido de colocacgéo do implante .

2.1.3 Aspectos Microbiolégicos

Lee et al. (1999) realizaram estudos em humanos analisando fatores como a
presenca de restauragdes com coroas; tipo do implante; tempo de carga no
implante; histérico de infeccdes periodontais e, se as reabilitagdes eram unitarias ou
multiplas na microbiota peri-implantar. Destacaram-se as colonizagdes microbianas
de Estreptococos orais, Veillonella parvula, Peptostreptococcus micros e
Fusobacterium nucleatum. As espécies periodontais, Porphyromonas Gingivalis,
Tannerella forsythia, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e Campylobacter
rectus foram detectados em alguns pacientes. A microbiota em torno de
reabilitacbes com coroas sobre implantes e sobre os dentes eram semelhantes; a
colonizagdo por patdégenos periodontais foi maior nos individuos com doenca
periodontal anterior; nao foram observadas diferengcas na microbiota de restauragdes
simples ou multiplas. Enquanto a presenca de coroas teve apenas um impacto
menor sobre a microbiota peri-implantar, mudancas foram observados no tempo em
que os implantes estavam em fungdo. Um historico de periodontite prévio teve um

maior impacto sobre a microbiota peri-implantar do que o tempo de carregamento do
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implante. A maior influéncia sobre a microbiota peri-implantar foi, no entanto, sobre a
microbiota dos dentes remanescentes. P. gingivalis e T. forsythia colonizaram a

maioria dos implantes, mesmo os que estavam osseointegrados.

Segundo Loo et al. (2000) os Estreptococos viridans, que incluem
Streptococcus gordonii, sdo bactérias pioneiras orais que iniciam a formacédo da
placa dentaria. Estes colonizadores iniciais constituem a maioria das bactérias

cultivaveis encontradas na placa dental.

Ao analisar a capacidade de interagdo da P. Gingivalis com bactérias
colonizadoras iniciais, médias e tardias do biofilme Periasamy e Kolenbrander (2009)
observaram que a P. gingivalis ndo consegue crescer como uma unica espeécie,
porém, possui crescimento mutualista quando emparelhado com dois colonizadores

iniciais: Streptococcus gordonii e Actinomyces oris.

Algumas espécies bacterianas especificas sdo de grande importancia na
etiologia das doencgas peri-implantares, tanto na mucosite como na peri-implantite,
dentre elas podem ser incluidas Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum (Filoche
et al., 2010).

Vargas-Reus et al. (2012), verificaram que, em condi¢cdes normais, a
populagdo bacteriana que coloniza os dentes ou implantes saudaveis sao
semelhantes e sdo formadas principalmente de cocos Gram-positivos facultativos.
Ja a microbiota encontrada na periodontite e peri-implantite sdo semelhantes e
predominantemente compostas de microrganismos Gram-negativos e anaerobios
obrigatérios, sugerindo que individuos com histéria de periodontite ttm em um risco
maior de desenvolver peri-implantite. Espécies mais comumente associadas a esta
doenga incluem Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Porphyromonas
gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Tannerella forsythia, Treponema denticola, Micromonas micros e Campylobacter
rectus. Uma vez instalada uma lesdo peri-implantar, microrganismos oportunistas
que nao estado diretamente relacionados com a doenga, como Staphylococcus e
Candida spp, podem também ser frequentemente encontrados.
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Al Radha et al. (2012) realizaram um estudo com o objetivo de identificar as
bactérias associadas a doencas peri-implantar. Para isso, os autores colheram
amostras de placa subgengival, juntamente com informag¢des essenciais e indices
clinicos de 22 individuos que apresentaram sinais de doengas peri-implantar. As
bactérias foram detectadas a partir de DNA extraido. No total, cerca de 26 espécies
diferentes foram encontradas como componentes de placa peri-implantar, incluindo
bactérias nao cultivaveis. Com base nos resultados, a espécie Fusobacterium e
Prevotella foram mais prevalentes nos estagios iniciais da doenga, enquanto um
aumento da diversidade de espécies estava presente durante os estagios mais
avancados.

Em 2012, Cortelli et al. em um estudo para testar a hipétese de que ha maior
frequéncia bacteriana em locais com peri-implantite/periodontite quando comparado
com mucosite/gengivite e sitios com saude peri-implantar/periodontal, concluiram
que a frequéncia bacteriana aumentou em locais com saude peri-
implantar/periodontal para peri-implantite/periodontite. Ndo houve aumento quando
comparados locais com mucosite/gengivite e peri-implantite/periodontite. A
tendéncia de maior frequéncia bacteriana foi observada em dentes do que em

implantes.

A peri-implantite € uma infeccdo polimicrobiana anaerdbia. No entanto, em
contraste com periodontite, as lesdes peri-implantares abrigam bactérias que né&o
fazem parte da microbiota periodontopatica tipica. Em particular, Staphylococcus
aureus parece desempenhar um papel predominante para o desenvolvimento da
doenga. Esta bactéria apresenta uma afinidade elevada para o titanio (Smeets et al.,
2014).

Nas primeiras horas da formac&o do biofime da cavidade oral ocorre a
colonizagdo por microrganismos pioneiros, principalmente representados por
espécies de Streptococcos, além das Actinomyces, Gemella, Neisseria e Veillonella.
A seguir, o equilibrio entre estes colonizadores se altera, e os Streptococcus spp. se
multiplicam mais rapidamente, resultando em declinio gradual na proporgédo de
Actinomyces spp., mas a diversidade microbiana aumenta, com aumento do numero
e proporc¢ao de organismos dos géneros Porphyromonas, Fusobacterium, Prevotella,
Veillonella e Capnocytophaga (Jakubovics et al., 2016). Isto ocorre, entre outros
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fatores, porque os colonizadores iniciais propiciam sitios de coagregacao para que
os colonizadores tardios possam colonizar. O Streptococcus gordonii € um dos
colonizadores que iniciam a formacgao de placas e a capacidade de P. gingivalis de
reconhecer e interagir especificamente com S. gordonii é considerada importante
para a colonizagdo por P. gingivalis da bolsa periodontal (Periasamy &
Kolenbrander, 2009).

Com o objetivo de avaliar a frequéncia de doengas peri-implantares e fatores
associados a sua ocorréncia, Gurgel et al. (2016) avaliaram cento e cinquenta e
cinco pacientes com implantes dentarios em um estudo transversal. Os implantes
foram clinicamente e radiograficamente analisados para diagnosticar sua condigao
peri-implantar. As doengas peri-implantares foram diagnosticadas em 54% dos
pacientes, sendo que um indice gengival maior que 10%, pacientes com mais de
dois implantes e o uso de medicagao estavam associados a maior frequéncia da

doenca peri-implantar.

2.1.4 Tratamento e Prognostico

A condi¢ao fundamental para o sucesso no tratamento das peri-implantites &
a descontaminagao da superficie do implante de bactérias e toxinas. A realizagao
dessa descontaminagdo, entretanto, tornou-se dificil devido ao aumento da
rugosidade da superficie dos implantes como consequéncia das modificagbes da
superficie para maior qualidade da osseointegragao. A presenca de fortes ligagdes
proteicas e de amino acidos dificulta a efetiva descontaminagao das superficies de
titdnio (Steinemann, 1998).

O debridamento mecéanico, quando realizado isoladamente, n&o é efetivo para
supressdo da microflora patogénica associada a peri-implantite no tratamento de
areas infectadas, principalmente devido ao desenho dos implantes e suas diferentes
superficies que dificultam a remoc¢ao do biofilme microbiano (Charalampakis et al.,
2011).

Apés o agravamento da condicdo da mucosite com consequente instalagéo
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da peri-implantite, ndo existem evidéncias que sugiram um tipo de tratamento mais
eficaz. Estudos que acompanharam pacientes com peri-implantite por mais de um
ano, detectaram recidivas apds o tratamento em 100% dos casos, sugerindo que os
procedimentos devem ser repetidos (Esposito et al., 2012).

Segundo Van Winkelhoff (2012), n&o ha evidéncias cientificas que
recomendem o uso de antibidticos, sistémicos ou em dispositivos de liberagao local
controlada, para o tratamento da doenca peri-implantar, sendo apenas indicado
como terapia adjunta ao tratamento clinico de debridamento mecénico e desinfeccéo
quimica com agentes antimicrobianos, em bolsas peri-implantares de profundidade

moderada.

Rams et al. (2014) realizaram uma pesquisa para determinar a ocorréncia in
vitro da resisténcia a antibiéticos de bactérias responsaveis pela peri-implantite, visto
que a terapia antimicrobiana é muitas vezes empregada no tratamento de
complicagbes infecciosas em implantes dentarios. Uma ou mais bactérias
patogénicas, sendo as mais comuns a Prevotella intermedia e nigrescens ou
Streptococcus constellatus, eram resistentes a clindamicina, amoxicilina, doxiciclina
ou metronidazol em 46,7%, 39,2%, 25% e 21,7% dos individuos com peri-implantite,
respectivamente. No geral, 71,7% dos 120 sujeitos com peri-implantite exibiram
bactérias patogénicas resistentes in vitro para um ou mais dos antibioticos testados.
Com isso os autores concluiram que pacientes com peri-implantite frequentemente
apresentam bactérias patogénicas resistentes in vitro para concentragdes
terapéuticas de clindamicina, amoxicilina, doxiciclina ou metronidazol, o que dificulta
ou até mesmo inviabiliza o tratamento desse tipo de doenga com apenas

antibioticoterapia.

Em revisdo de literatura, Mahato et al. (2016) explicam que ainda n&o ha
nenhuma recomendacao especifica para o tratamento da peri-implantite, porém, a
terapia cirurgica em combinagdo com ressecgdo ou regeneragdo O0ssea mostrou

resultados positivos.

Segundo Verdugo et al. (2016) o risco de superinfecgbes em peri-implantites
decorre principalmente pela crescente proliferacdo de resisténcia antimicrobiana e
pelo uso indiscriminado e empirico de antibiéticos que poderdo promover

agravamento das doengas peri-implantares nos anos seguintes.



35

Kadkhoda et al. (2016) analisaram o efeito antimicrobiano da clorexidina em
cepas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans isolados do biofilme subgengival
de lesdes peri-implantares. Para isso, treze pacientes que necessitavam de
tratamento contra a doencga peri-implantar foram selecionados e os seus biofilmes
subgengivais foram coletados através da insercdo de papel estéril em bolsas peri-
implantes pelo periodo de 15 segundos. A. actinomycetemcomitans foi isolada do
biofilme subgengival e cultivado. A cepa padrao de A. actinomycetemcomitans serviu
como grupo controle positivo e um disco em branco impregnado com agua serviu
como controle negativo. Foram cultivados 0,1 mL da suspens&o bacteriana em meio
de cultura especifico e discos em branco foram impregnados com enxaguatorio
bucal CHX a 0,12%. Discos de controle negativo foram colocados em dois lados da
placa de cultura bacteriana. O tamanho da zona de inibicdo de crescimento foi
medido. De acordo com os resultados do ensaio de difusdo em disco, o didametro
médio da zona de inibicdo do crescimento de A. actinomycetemcomitans em torno
dos discos impregnados com CHX foi maior em amostras padrao (controlo positivo)
como também em biofilmes de A. actimoycetemcomitans quando comparado com o
controle negativo (disco em branco) (P <0,001). Concluiram que o uso de
enxaguatorio bucal 0,2% CHX teve efeitos antibacterianos sobre espécies de A.

actinomycetemcomitans isoladas de sitios peri-implantite.

Em revisdo sistematica da literatura, baseada em duas bases de dados,
MEDLINE (Pub Med) e EMBASE, entre os anos de 2011 e 2016 , Suarez-Lépez et
al. (2016a) analisaram a eficacia da terapia ndo-cirurgica no tratamento de doengas
peri-implantares, incluindo lesées de mucosite e peri-implantite. Consideraram
estudos em humanos que relataram tratamento n&o cirurgico da mucosite peri-
implantar e peri-implantite com mais ou pelo menos 10 implantes. Foram
identificados vinte artigos; 14 avaliados e incluidos na analise. As investigagcbes
incluidas relataram o uso de diferentes métodos de descontaminacédo de implantes
como: técnicas de limpeza realizadas pelo paciente, laser, terapia fotodinamica,
debridamento mecanico supra/sub-mucoso e dispositivos de ar-abrasivo. Os
periodos de seguimento variaram de 6 a 60 meses. Os autores concluiram que o
tratamento n&o-cirdrgico da mucosite parece ser efetivo, enquanto esperam-se

resultados modestos e ndo previsiveis para as lesdes peri-implantites.
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Ramanauskaite et al. (2016), em outra revisdo sistematica da literatura,
procuraram analisar os tratamentos cirurgicos n&o regenerativos para peri-
implantite e a possibilidade de determinar uma opgao terapéutica previsivel para o
manejo clinico das lesdes peri-implantares. A pesquisa foi realizada no banco de
dados MEDLINE e EMBASE de 2005 a 2016. Foram incluidos estudos clinicos em
humanos em que relatavam alteragbes na profundidade de sondagem e/ou
sangramento a sondagem e/ou alteragdes radiologicas do nivel ésseo marginal apos
o tratamento ndo-cirurgico da peri-implantite, com acompanhamento de 6 meses ou
mais. A primeira pesquisa eletrbnica e manual resultou em 765 citagbes. De 16
artigos em texto completo revisados, 6 foram incluidos nesta revisdo. Métodos n&o-
regenerativos cirurgicos foram eficientes na redugdo dos parametros clinicos. Os
valores de sangramento a sondagem e profundidade de sondagem foram
significantemente diminuidos apds a implantoplastia e a administragcdo sistematica
de antibacterianos, mas nao apds a aplicacéo local de compostos quimicos ou laser
de diodo. Da mesma forma, melhora significativa nos parametros clinicos e
radiograficos foi encontrada apds a implantoplastia quando comparada com a
cirurgia isoladamente. O tratamento cirurgico nao-regenerativo da peri-implantite
mostrou-se efetivo para reduzir a inflamagdo em tecido mole e diminuir a

profundidade de sondagem.

Uma outra revisdo sistematica da literatura, sobre o tratamento cirurgico
regenerativo da peri-implantite, foi realizada para determinar uma opgéo terapéutica
e previsivel para seu manejo clinico. Nesses estudos clinicos em humanos,
alteragdes na profundidade de sondagem e/ou sangramento a sondagem e/ou
alteragdes radioldgicas do nivel ésseo marginal com acompanhamento apos o
tratamento de 12 meses ou mais foram incluidos. A pesquisa inicial obteve 883
citagbes. Apds triagem e determinagao de elegibilidade, 18 artigos foram incluidos.
Houve alta heterogeneidade entre os estudos quanto a morfologia de defeitos,
protocolos cirurgicos e selecdo de biomateriais. Todos os estudos incluidos
ressaltaram a melhora das condigdes clinicas apds o tratamento cirurgico
regenerativo da peri-implantite, porém, na literatura, ainda, faltam evidéncias
cientificas quanto a superioridade do tratamento cirurgico regenerativo quando
comparado com o nao regenerativo. A presenga de uma membrana de barreira no

procedimento regenerativo ndo parece ser fundamental para se obter sucesso
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clinico da cirurgia (Daugela et al., 2016).

A Academia de Osseointegracdo dos Paises Balticos e a Conferéncia de
Consenso da Universidade Lituana de Ciéncias da Saude de 2016 publicou um
artigo com o objetivo de revisar e atualizar os dados existentes referentes ao
tratamento ndo-cirurgico, cirurgico ndo-regenerativo e cirurgico regenerativo da peri-
implantite. Segundo os autores, o tratamento nao cirurgico parece ser mais efetivo
para o tratamento da mucosite peri-implantar do que para a peri-implantite, sendo
que a peri-implantite tratada com terapia nao-cirurgica resulta principalmente na
diminuicdo do sangramento na sondagem e profundidade de sondagem (geralmente
menos de 1 mm). Os cuidados de higiene pessoal ou o programa de manutengao
profissional tém efeito positivo na prevengcdo da mucosite que se inicia na peri-
implantite. Os autores concluiram que procedimentos regenerativos, com a
aplicacao de materiais de enxerto 6sseo em combinagdo ou ndo com membranas de
barreira parecem dar resultados consistentes na cura de tecidos duros e moles do
defeito decorrente da peri-implantite. Ndo se pode concluir sobre a superioridade
entre o tratamento cirurgico regenerativo ou o nao regenerativo, devido a falta de

evidéncia cientifica na literatura (Suarez-Lopez et al., 2016b).

Outra possibilidade de tratamento das doencgas peri-implantares amplamente
utilizado e estudado é a terapia a laser. Em uma revisédo de literatura realizada por
Alshehri (2016), sobre a eficacia da terapia a laser no tratamento da peri-implantite,
foram analisados 28 estudos que descreveram o papel dos lasers no tratamento
dessa doenga. Segundo estes estudos, o laser érbio (aluminio-itrio-aluminio) pode
ser usado para esterilizar superficies de implante sem danifica-las. Ainda, o laser de
dioxido de carbono pode desinfetar superficies de implantes e melhorar o contato
osso-implante em torno de sitios previamente infectados. A terapia fotodindmica
apresenta alta especificidade de alvo e pode destruir patdbgenos associados a
etiologia das doencgas peri-implantares podendo reduzir significativamente os niveis
de marcadores clinicos de inflamagédo do tecido peri-implantar (isto é, sangramento
apos sondagem e perda de insergdo clinica), sem comprometer a integridade do
implante ou do osso alveolar. Os autores concluiram que a terapia com laser como
adjuvante da terapia de debridamento mecanico convencional pode ser utilizada
eficazmente para o tratamento das doencgas peri-implantares.
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2.2 PRATA E NANOTECNOLOGIA

E esperado que a nanotecnologia possibilite novos caminhos para combater e
prevenir doencas utilizando recursos da escala atbmica dos materiais. Entre os
nanomateriais mais promissores com propriedades antibacterianas estdo as
nanoparticulas metalicas, que apresentam melhora na atividade quimica devido ao
aumento de sua superficie e estrutura cristalografica. O estudo de nanomateriais
bactericidas € particularmente oportuna, considerando o recente aumento de novas

tipos de bactérias resistentes aos antibidticos mais potentes (Morones et al., 2005).

O tamanho das particulas de prata € um fator que pode influenciar na eficacia
de sua atividade antimicrobiana. De acordo com Baker et al. (2005) particulas
menores, com uma superficie de contato mais disponivel para interagao, possui um

maior efeito bactericida quando comparado as particulas maiores.

O formato das particulas pode também ter influéncia da atividade
antimicrobiana da prata. Pal et al. (2007) constataram que nanoparticulas de prata
de formato triangular tiveram uma maior agdo biocida contra E. coli quando
comparado com as de formato esférico. Carlson et al. (2008) avaliaram os efeitos
toxicos em macrdéfagos, pois sdo as primeiras células de defesa, e, possuem um
importante papel na iniciagdo do estresse oxidativo. Observou-se que o efeito téxico,
foi causado principalmente pela geracéo de estresse oxidativo.

O efeito antibacteriano e mecanismo de agdo de uma solugcdo de ions de
prata gerada eletricamente foram investigadas para cepas de Staphylococcus
aureus e Escherichia coli por Jung et al. (2008) por meio da analise do crescimento,
morfologia e ultra-estrutura das células bacterianas ap6s o tratamento com a
solucdo de ions de prata. As bactérias foram expostas a solugdo durante varios
periodos de tempo e o efeito antibacteriano da solugao foi testada usando o método
de contagem em placa convencional e analise por citometria de fluxo (FC). As
redugdes de mais de 5 logio UFC / ml de ambas as bactérias Staphylococcus aureus
e Escherichia coli foram confirmados apos 90 min de tratamento com a solucéo de
ions de prata. Redugado significativa de Staphylococcus aureus e células de
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Escherichia coli também foi observada por analise de FC; no entanto, a taxa de
reducdo determinada por analise de FC foi menor do que a determinada pelo
método de contagem em placa convencional. Microscopia eletrénica de transmissao
mostraram mudangas consideraveis nas membranas celulares de bactérias apds o
tratamento de ions de prata, que pode ser a causa ou consequéncia da morte
celular. Em concluséo, os resultados deste estudo sugeriram que os ions de prata
podem causar danos nas bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli

resultando em uma eventual morte.

Segundo Rai et al. (2009), a prata tem sido extensivamente estudada e
utilizada desde os tempos mais remotos para combater infecgdes e evitar
deterioragbes. A acdo antibacteriana, antifungica e antiviral dos ions de prata,
compostos de prata e nanoparticulas de prata tém sido extensivamente estudadas.
A prata €& considerada nao-toxico para os seres humanos em concentracdes
pequenas. E pouco provavel que os microrganismos desenvolvam resisténcia contra
a prata, em comparagao com os antibidticos, pois esta ataca uma ampla gama de
alvos nos micrébios. As nanoparticulas de prata, com as suas propriedades
quimicas e fisicas unicas, estdo se revelando uma alternativa para o
desenvolvimento de novos agentes antibacterianos. A vantagem da utilizacdo de
nanoparticulas de prata para a impregnagado em superficies € que nao ha libertagcao
continua de ions de prata e os dispositivos podem ser revestidos por ambos os

lados exterior e interior aumentando, portanto, a sua eficacia antimicrobiana.

De acordo com Monteiro et al. (2009), bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas se diferem entre si devido a espessura da camada de peptideoglicano. As
bactérias Gram-positivas possuem uma camada de peptidoglicano de 3 a 20 vezes
mais espessa do que as Gram negativas. Os ions de prata possuem maior agédo em
bactérias Gram-negativas do que nas Gram-positivas. A raz&o pela qual as bactérias
Gram-positivas geralmente sdo menos susceptiveis a agentes antibacterianos que
contém ions de prata pode ser devido ao fato de que a camada de peptideoglicano
carregada negativamente liga-se a alguns ions de prata. Os autores observaram que
existe atragao eletrostatica entre microrganismos com membrana celular carregada
negativamente e microrganismos carregados positivamente, e por isso, a carga

positiva do ion Ag+ parece ser crucial para a sua atividade antimicrobiana.
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Su et al. (2009) prepararam uma combinagédo de dioxido de titanio e prata
(TiO2/Ag), em baixa temperatura, utilizando polietilenoglicol (PEG-600) como agente
redutor e estabilizador. O tamanho médio das particulas de prata era de 20 nm e a
acédo antibacteriana foi testada para Escherichia coli e Streptomyces, atingindo
indice de inibicdo de crescimento de 99,9% para E. coli, quando a concentragao de
TiO2/Ag em meio aquoso era de 10 ppm, porém, esses valores foram
significantemente menores em concentragdes reduzidas (1, 4 e 7 ppm); ja para
Streptomyces o indice de redugao foi de 97.9% a 10 ppm, mas em concentragdes

menores a redugdo nao foi significativa.

Ja Juan et al. (2010) utilizando o método por silanizagdo prepararam uma
superficie de titdnio modificada por nanoparticulas de prata. A morfologia dessa
superficie e de seus componentes quimicos foram caracterizados por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). Duas espécies de bactérias, Staphylococcus aureus
e Escherichia coli, foram utilizados para testar o efeito antibacteriano do Ti-Nag com
superficie tratada. A analise revelou que uma pequena quantidade de nanoparticulas
de prata foi depositado sobre a superficie de titanio e que o didmetro destas
nanoparticulas variou de dez a algumas centenas de nanometros. Apds uma
incubacdo de 24 horas, 94% dos Staphylococcus aureus e mais de 95% de
Escherichia coli havia sido morta na superficie do titanio modificado por
nanoparticulas, e o exame de microscopia do teste de eficacia anti-adesiva mostrou
que havia menos bactérias associadas a superficie de titdnio modificada por
nanoparticulas do que a superficie de titanio do grupo controle ndo tratado. Segundo
os autores, estes dados sugerem que o titanio modificado com nanoparticulas de
prata € um material promissor com propriedade antibacteriana, que pode ser usado

como um biomaterial em implantes.

Em um novo estudo, Juan et al. (2010) testaram o desempenho biolégico do
titdnio com nanoparticulas de prata. No estudo anterior, os autores demonstraram
que nanoparticulas de prata depositadas em placas de titdnio apresentaram
atividade antibacteriana para Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Enquanto a
atividade antibacteriana é importante, superficies de biomateriais devem ser
modificados para alcangar compatibilidade celular excelente. Ainda, utilizando
ensaio de MTT, microscopia de fluorescéncia e microscopia eletrénica de varredura,
foi avaliada a viabilidade celular, a arquitetura do citoesqueleto e fixagao das células,
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respectivamente, no titdnio modificado com nanoparticulas de prata. Os resultados
demonstraram que o titdnio modificado com nanoparticulas de prata ndo apresenta

qualquer citotoxicidade para os fibroblastos gengivais humanos.

Em relagdo aos possiveis efeitos toxicos da prata, Stander et al. (2011), em
estudo in vitro, analisaram a toxicidade em relagdo aos tamanhos de 40 e 80 nm. Os
resultados revelaram diminuicdo estatisticamente significante do potencial de
membrana mitocondrial, despolarizagdo induzida por ADP e indice de controle
respiratorio, com indicagdes de que as nanoparticulas de prata podem comprometer
o funcionamento de mitocdndrias do figado de ratos.

Na comparacgao do efeito de nanoparticulas de prata de diferentes tamanhos
(20, 80, 113 nm), o tamanho de 20 nm apresentou maior toxicidade em relagdo a
citotoxicidade, inflamagao, genotoxicidade e desenvolvimento de toxicidade, porém,
os efeitos na atividade metabdlica celular e comprometimento da membrana celular

foram os mais pronunciados (Park et al., 2011).

Lin et al (2012) relatou os diversos mecanismos de toxicidade de
nanoparticulas de prata. A deplegdo de glutationa, o aumento na produgédo de
espécies reativas de oxigénio e da peroxidagdo lipidica. A deposigdo de
nanoparticulas de prata na mitocéndria causa producdo de espécies reativas de
oxigénio e estresse oxidativo, 0 que gera uma quebra na cadeia respiratoria
mitocondrial. O aumento da Oxido redugcdo também pode induzir respostas
inflamatorias. A disfungdo mitocondrial interrompe a sintese de ATP e induz danos
ao DNA, podendo ocorrer apoptose e morte celular programada.

Lanfredi (2012), em analise da atividade antibacteriana de filme
nanoestruturado com particulas de prata, aplicado na superficie de componentes
protéticos de titdnio, com o objetivo de reduzir a adesao de bactérias patogénicas ao
tecido peri-implantar, com cepas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas gingivalis, por meio da leitura dos
discos em microscopio eletronico de varredura apds imersao dos discos em BHI
inoculado verificou que o teste antibacteriano, realizado com Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, apresentou valor médio de UFC/mL do grupo teste
semelhante ao obtido do grupo controle, ndo havendo diferenga estatistica (p<0,01)
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entre eles. Os testes realizados com Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas
gingivalis ndo apresentaram crescimento bacteriano, na etapa de leitura das placas,
para os dois grupos, controle e teste; entretanto, as imagens obtidas através do
microscopio eletronico de varredura demonstraram uma notavel redugdo da adesao
bacteriana nos discos com filme nanoestruturado com particulas de prata em

comparagao com as imagens do grupo controle para todas as cepas.

De acordo com Seil e Webster (2012), a necessidade de novos antibidticos
vem da elevada incidéncia de infecgao bacteriana e a crescente resisténcia das
bactérias aos antibidticos convencionais. Por isso, novos métodos para reduzir a
atividade de bactérias (e as infecgbdes associadas) sdo extremamente necessarios. A
nanotecnologia, uso de materiais com dimensdes na escala atomica ou molecular,
tem se tornado cada vez mais utilizada para aplicagbes meédicas e é de grande
interesse  como uma abordagem para reduzir a atividade de numerosos
microrganismos. Alguns materiais antibacterianos naturais, tais como o zinco e
prata, possuem maiores propriedades antibacterianas, quando o tamanho da
particula é reduzido para o regime de nandmetro (devido ao aumento da superficie
em relagdo ao volume de uma dada massa de particulas).

Sivolella et al. (2012) relataram em trabalho, cujo objetivo foi mostrar as
propriedades antibacterianas, biocompatibilidade d&éssea e toxicidade das
nanoparticulas de prata incorporadas a dispositivos usados para regeneragéo 0ssea
alveolar e em implantes dentarios que a reducdo da adesio bacteriana € um dos
principais interesses na implantodontia e, por isso, nanoparticulas (NP) de prata (Ag)
sdo frequentemente estudadas, pois podem inibir a formacédo de biofilme sobre o
implante e evitar os insucessos. Relataram que varias bactérias patogénicas
tornaram- se resistentes a antibioticos e, desta maneira, a utilizagdo de NPs de Ag
tornou-se de grande interesse na medicina. O mecanismo de como a prata age nos
microrganismos ainda é bastante incerto, porém, sabe se que a prata pode interagir
com grupos sulfidrila de proteinas e DNA alterando a ligagdo de hidrogénio,
processos respiratérios, desenrolamento do DNA, sintese da parede celular e
divisdo celular. Pode também causar a morte celular bacteriana devido a
desnaturacao e oxidacao da parede celular. Além disso, as nanoparticulas de prata
podem criar fendas na parede das bactérias gram-negativas causando uma
alteracado da permeabilidade da membrana.
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Vargas-Reus et al. (2012) avaliaram a atividade de nanoparticulas de prata
(Ag), éxido cuproso (Cu?0), 6xido clprico (CuO), 6xido de zinco (ZnO), didxido de
titanio (TiO?), 6xido de tungsténio (WO?), compdsitos de Ag com CuO e Ag com
Zn0O. Os critérios avaliados foram a concentragdo minima para haver agao
bacteriostatica (CIM) e a bactericida (MBC) para cepas de Prevotella infermedia,
Porphyromonas  gingivalis,  Fusobacterium  nucleatum e  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. A atividade das nanoparticulas testadas em ordem
decrescente foi Ag> Ag + CuO> Cu20> CuO> Ag + ZnO> ZnO> TiO2> WO3.
Concluiram que superficies com nanoparticulas antimicrobianas revestindo o titanio
de implantes dentarios e ortopédicos pode determinar um aumento da taxa de
sucesso do implante.

Preparos de titanio com uma superficie nanoestruturada de prata por meio do
tratamento hidrotérmico com H,O,, seguido pela implantagdo de plasma com ions
Ag imersos, foram estudados por Zheng et al. (2012). Streptococcus mutans,
Porphyromonas gingivalis e Candida albicans foram escolhidos para os testes
antimicrobianos. Genes relacionados com a estrutura microbiana ou adesao foram
examinados. Também, foram avaliados a fixacdo do osteoblasto, viabilidade e
analise quantitativa da expressdo génica osteogénico sobre superficies de titanio.
Microscopia eletrénica de varredura (SEM) revelou que as nanoparticulas de Ag de
cerca de 10 nm foram incorporados na superficie nanoestruturada de titdnio apds a
implantagédo ibnica por imersdo em plasma. Ensaios mostraram que 93,99% dos
Streptococcus mutans, 93,57% de Porphyromonas gingivalis, e 89,78% de Candida
albicans foram inativados. A expressao dos genes dos trés microrganismos
confirmou as atividades antimicrobianas do titdnio com superficie nanoestruturada
de prata. Além disso, as imagens adesivas e 0s ensaios de viabilidade indicaram
que o titdnio com superficie nanoestruturada de prata n&o prejudicou osteoblastos.
Os resultados deste estudo sugeriram que o titanio com superficie nanoestruturada
com prata exibe boas propriedades antimicrobianas, reduz a expressdo dos genes

de microrganismos e possui excelente adeséo celular e efeitos osteogénicos.

Rani et al. (2015), em estudo in vitro, puderam observar a colonizagdo de
bactérias especificas em membranas utilizadas para regeneracdo tecidual guiada
com nanoparticulas de prata na sua composicdo compararam trés grupos de

membranas: membranas sem particulas de prata (grupo controle), membranas
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impregnadas com nanoparticulas de prata (grupo teste) e membranas impregnadas
com cloridrato de doxiciclina (controle positivo). O estudo analisou a presenca dos
seguintes microrganismos: Streptococcus mutans, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas gingivalis.
Através da contagem das unidades formadoras de colonia, os autores concluiram
que a adicdo de nanoparticulas de prata na membrana de colageno diminuiu o
numero de bactérias, podendo ser uma boa alternativa para o controle da infecgéo

associada a esse tipo de membrana.

Para verificar a presencga de toxicidade de nanoestruturas associadas a prata
aplicadas a superficie de titanio frente a cultura de osteoblastos, visando
desenvolver um material biocompativel e promissor pela prevencao da colonizagao
bacteriana dos implantes, Kassab (2015), expos , em um estudo, amostras a
culturas de linhagens imortalizadas de osteoblastos e submetidas a ensaios de
toxicidade direta (MTT), apos 24h, 48h e 72h de incubag&o, com a finalidade de
determinar a taxa de proliferacdo e a redugao da viabilidade celular. Além disso,
para verificar adesdo e morfologia celular, foi realizada Microscopia Eletronica de
Varredura(MEV), apds 24h de incubag&o. No ensaio de toxicidade celular MTT, apos
48h de incubacao, as superficies nanoestruturadas, nomeadas TiAg, TiAA e SiO»p,

comportaram-se de maneira muito similar ao grupo controle de titanio puro (Ti)

(p<0,05). O grupo SiO2 registrou maior absorbancia em 24h, com diferenca

relevante em relacdo a todos os outros grupos (testes e controles). Em MEV foram
verificadas uma morfologia celular compativel com viabilidade e presencga de adesé&o
dos osteoblastos em todas as superficies testadas, similar aos grupos controles.
Dessa forma, verificou-se que os trés filmes nanoestruturados demonstraram

biocompatibilidade a osteoblastos.

Em 2016, Farhadian et al. compararam conteng¢des ortodonticas removiveis
convencionais com contengdes removiveis contendo nanoparticulas de prata (na
concentragdo de 500 ppm e cerca de 40nm de tamanho). Coletaram amostras na
regido palatina da maxila uma semana apds a remogéo do aparelho ortodéntico fixo
(no momento da colocagdo da contencédo) e apos sete semanas. Comparando o

numero de Streptococcus mutans, concluiram que a adi¢do de nanoparticulas de
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prata no acrilico das contengdes removiveis mostrou ter uma grande efetividade

antimicrobiana contra essa bactéria.
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3 PROPOSIGAO

A proposta deste trabalho foi avaliar a agao antibacteriana de
trés tipos diferentes de revestimentos nanoestruturados com prata aplicados a
superficie de discos de titanio frente a cepas de microrganismos peri -implanto-
patogénicos. Apds determinado o melhor revestimento, foi avaliado se a quantidade
de prata (3 ou 6 camadas) interfere na formagcao de biofilmes monoespécie de S.

gordonii.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Discos de Titanio

Foram confeccionados discos de 5,9 mm de didmetro e 1,5 mm de altura,
com a mesma barra de titdnio utilizada para confeccdo de componentes protéticos
fornecidos pela empresa Dabi Atlante®, fabricante dos implantes PROSS®

Os discos passaram por um polimento industrial com rodas de granulagao
decrescente realizado em trés etapas: roda de feltro com esmeril 220 usando massa
marrom para polimento (nicrotex), roda dura ventilada e roda amarela para brilho

usando massa pratalux.

Para a realizagdo do primeiro experimento, os discos de titanio foram
divididos em 4 grupos, como mostra a figura 4.1: titdnio sem deposi¢ao (branco),
titdnio metalico com deposi¢cao de solugdo coloidais de prata e silica (Si02), titanio
metalico com deposicao de solugio coloidal hidrotermalizada de prata e dioxido de
titdnio (TiAg) e titanio metalico com deposi¢céo de solu¢ao hidrotermalizada somente
com diéxido de titdnio (TiAa). A tabela 4.1 mostra a composigdo quimica das

solugdes coloidais e concentragdes dos materiais em seus respectivos meios.

Para este teste foram utilizados, para cada bactéria testada, 3 discos do
grupo controle (Branco) e 3 discos de cada grupo teste, totalizando doze discos de
cada grupo bactéria testada, 3 discos do grupo controle (Branco) e 3 discos de cada
grupo teste, totalizando doze discos de cada grupo.



Tabela 4.1 - Composicao e concentragao de Ativo, Prata (Ag) ou Diéxido de Titanio (TiO2) e o
meio/solvente de cada solugao utilizada para obtencao dos filmes bactericidas

Solugdao Sistema Concentracio Tamanho  Meio/Solvente
Coloidal (quimico) do ativo (ppm) médio do

ativo
Si02 Ag 108 ppm (Ag) 200 nm Agua
Si02
TiAg Ag 540ppm(TiO2) 1m(TiO2) Etanol
TiO2 38 ppm(Ag) 7 nm (Ag)
TiAa TiO2 81 ppm 1 um Metanol e

Acetilacetona

Figura 4.1 - Discos esterilizados, com trés em cada embalagem
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Para o teste antimicrobiano especifico do revestimento SiO2, os discos de
titanio foram divididas também em 4 grupos: grupo teste com 3 camadas de
revestimento SiO2, grupo teste com 6 camadas de revestimento SiO2, controle

positivo e controle negativo (discos sem revestimento).

4.1.2 Material de consumo e permanente

4.1.2.1 Material de consumo — biosseguranca

Avental descartavel, luvas de latex para procedimento, 6culos de protecao,
papel absorvente, campo cirurgico para forramento da bancada, gaze estéril,
seringas hipodérmicas descartaveis (5 mL), caneta retroprojetora para identificagéo

das cepas e grupos e cronébmetro.

4 .1.2.2 Material de consumo — Testes Antibacterianos

Infusdo de cérebro e coragcédo (BHI, Difco, Sparks, MD, USA), extrato de
levedura (Difco, Sparks, MD, USA), hemina, menadiona, agar de soja tripsicaseina
(TSA, Difco, Sparks, MD, USA), sangue de cavalo, agua destilada, hidrogénio
fosfato dissédico (NaxHPO,), fosfato diacido de potassio (KH2PO.), cloreto de sodio
(NaCl), nitrogénio (N2), gas carbdnico (COp), placa de Petri cepas de
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(ATCC 29523), Porhyromonas gingivalis (ATCC 33277) e Fusobacterium nucleatum
(ATCC 25586), Streptococcus gordonii (ATCC 33277).
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4.1.2.3 Material permanente

Autoclave, tubos de ensaio, eppendorfs, dessecador de vidro tipo Pyrex,
placas de Petri, alga de Drigalski, aparelho SCD 050 (Bal-Tec AG, Principality of

Liechtenstein) e estufa 002 CB (Fanem).

4.2 METODOS

4.2.1 Sintese do Revestimento Nanoestruturado com Prata

Os aditivos antimicrobianos naturais a base de prata foram produzidos pela
empresa Nanox Tecnologia S.A. A sintese de uma suspensé&o coloidal de silica com
prata foi realizada em um solvente aquoso a partir do método sol-gel.

Para obter os revestimentos dos discos foi utilizado o método de dip-coating,
como ilustrado na figura 4.2. Depois da deposigao da suspensao coloidal, os discos
foram tratados em um forno por uma hora em uma temperatura de 120 ° C para
evaporar a agua e permitir a formagcdo do agente antimicrobiano nas ilhas. A
quantidade de prata no filme apos este tratamento foi de 0,0059 mg por disco teste,
com tamanho médio de particula de 200 nm.
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Figura 4.2 — Esquema de deposic¢éo por dip-coating
1

Cada quimica utilizada gerou uma estrutura morfolégica unica para as
deposi¢cdes. Com a finalidade de caracterizacdo microestrutural das [Isuperficies,
apo6s a deposicao de trés camadas em substrato de titanio comercialmente puro, as

amostras teste TiAg, TiAA e SiO2 e o controle Ti foram analisadas por imagem em

MEV — Microscépio MEV- FEG-VP Zeiss Supra 35 e DRX (figura 4.3).
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Figura 4.3 - Imagem em MEV-FEG das superficies: Substrato em titanio sem deposigéo (Ti) e com
deposigéo das solugdes coloidais SiO5, TiAA e TiAg. Aumento original de 1.000X

- - > - —
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Para o teste antimicrobiano especifico do revestimento SiO2, os discos de
titdnio receberam 3 e 6 camadas com deposigéo por dip-coating.

4.2.2 Teste Antibacteriano comparando os revestimentos SiO2, TiAa e TiAg

O teste antimicrobiano inicial foi realizado no Laboratério de Anaerébios do
Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de Sao Paulo, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Mario Julio Avila-Campos, que

cedeu as cepas utilizadas nesta pesquisa. Para o experimento foram utilizadas
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cepas de  Staphylococcus aureus (ATCC  29213), Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (ATCC 29523), Porhyromonas gingivalis (ATCC 33277) e
Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586).

Foram utilizados trés discos de cada grupo para cada bactéria, totalizando 12
discos por teste, para que os resultados fossem posteriormente avaliados por
métodos estatisticos. Inicialmente, foi realizada a coloracdo de Gram, para
verificagdo a pureza das cepas.

O experimento foi realizado com uma bactéria por vez. As cepas dos
microrganismos anaerébios foram inoculadas em tubo de ensaio contendo 5 mL de
Tryptose Soy Broth (TSB), apds a inoculagdo, os tubos com bactérias foram
incubados em dessecadores de vidro Pyrex em condi¢gdes de anaerobiose obtidas
pelo sistema mecénico de gases (90% N2 e 10% CO;) e mantidos a 37°C, por 3
horas, até atingir a concentragdo de = 10° bactérias/mL. Para confirmar a
concentracdo do meio liquido foi utilizada a escala de Mc Farland n° 5 (1,5 x 10®
cel/mL).

Em seguida, aliquotas de 0,1mL foram transferidas para tubos de ensaio
contendo 5 mL de TSB estéril, juntamente com os respectivos discos, sendo trés do
grupo controle (branco), trés contendo filme SiO2, trés com TiAa e trés com TiAg
(triplicata). Os tubos de bactérias anaerobias foram incubados em jarras de
anaerobiose, a 37°C, durante 48 horas. Ja os tubos com bactérias aerobias foram
incubados em estufa a 37°C pelo mesmo tempo.

Apos 48 horas de crescimento bacteriano, o conteudo de cada tubo foi
despejado em uma placa estéril individual para que fosse realizada a lavagem dos
discos. Com uma pinga estéril, o disco foi colocado em um tubo de ensaio contendo
TSB estéril e colocado por 30 segundos para agitagao em vortex. Depois disso, o
conteudo do tubo foi novamente despejado em uma nova placa estéril e o disco
colocado em um novo tubo de ensaio com TSB estéril.

A partir dessa solucdo foram realizadas diluicdes seriadas, pré-estabelecidas
(10" a 10™). Aliquotas de 0,1 mL de cada tubo foram transferidas para placas de
Petri contendo agar de soja tripticaseina (TSA). Em seguida, com o auxilio de algas
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de Drigalsky previamente esterilizadas, o material foi espalhado pela superficie dos

meios, como ilustrado na figura 4.477608-906-90607-7086-9707070.

As placas inoculadas com microrganismos anaerobios, entdo, foram

incubadas em dessecadores de vidro Pyrex, em condigbes de anaerobiose a 37°C,

durante 48 horas.
Posteriormente foi realizada a contagem do numero de colénias formadas na
superficie das placas. Por fim, foi realizado o calculo das unidades formadoras de

colénias (UFC/mL), determinado pela féormula: UFC = contagem do n° de coldnias

x inverso do fator de diluigao x 10.

Figura 4.4 — Teste antimicrobiano

0,1mL 0,1mL 0,1mL 0,1mL

1/1000 1/10000 1/100000

i1 1 |
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4.2.2.1 Escala de McFarland

A Escala de McFarland (figura 4.5) é utilizada para preparos de indculos para
testes de susceptibilidade. A medida padrdo de 0,5 na Escala de McFarland
corresponde a, aproximadamente, 1.5x10® CFU/mL, mas esse valor pode variar

dependendo do tamanho dos diferentes microrganismos.
Figura 4.5 — Escala McFarland

I e it

'
; H
e ) L

Os ingredientes que compdem a escala sdo Cloreto de Bario 1,175% aquoso
e Acido Sulfarico 1% aquoso e variam de acordo com a tabela 4.2.
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Tabela 4.2 — Preparo da padrao nefelométrico de McFarland

Densidade
correspondente
N° tubo 1,175%(1111;). ) ‘l%(mL’) ' aproximada de
Cloreto de Bario Acido Sulfurico bacteria/mL
01 0,1 9,9 3x10®
02 0,2 9,8 6 x10®
03 0,3 9,7 9 x10®
04 0,4 9,6 1,2 x10°
05 0,5 9,5 1,5 x10®
06 0,6 9,4 1,8 x10®
07 0,7 9,3 2,1 x10°
08 0,8 9,2 2,4 x10°
09 0,9 9,1 2,7 x10®
10 1,0 9,0 3 x10®

4.2.3 Teste Antibacteriano comparando o revestimento SiO2 com 3 e 6

camadas

Este etapa foi realizada nos revestimentos que obtiveram melhores resultados
no experimento anterior com o objetivo de verificar se 0 aumento da concentragao
de prata influencia nos resultados. O teste antibacteriano foi realizado no
Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de Sao Paulo sob a responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Pinto Alves, que cedeu

as cepas utilizadas nesta pesquisa. Foram desenvolvidos biofilmes monoespécie
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sobre discos de titdnio com 3 e 6 camadas de revestimento SiO2, além dos grupos
controle positivo (C.positivo) e negativo (C.negativo), utilizando as cepas
Streptococcus gordonii. A atividade microbiana nos biofilmes foi determinada pelo
meétodo de XTT. Foram utilizados trés discos de cada grupo por teste (triplicata) e
realizada a leitura em espectrofotdmetro a 450 nm e 492 nm. Posteriormente, foi
determinado o melhor teste estatistico para analise dos resultados.

As cepas de Streptococcus gordonii de referéncia ATCC 33277 (fimA |,
fimbriada e ndo encapsulada) foram mantidas em caldo BHI contendo 20% de
glicerol em freezer a -80°C.

Cultivou-se, entao, amostras de S. gordonii em placas de BHI sob atmosfera
de aerofilia, obtida em estufa de Co, a 10%, a 37°C, por 48h e entao foi feito o repic
desta placa, que permaneceu por mais 48 h na estufa de Co, a 10%. A seguir, 12
colonias foram raspadas com alga Drigalski estéril e inoculadas em 8ml de caldo BHI
suplementado com hemina a 5mg/ml e menadione a 1 mg/ml, sacarose 1% e extrato
de levedura a 0,1% (Sigma Aldriech, St Louis, EUA). Apds incubagdo em camara de
anaerobiose por 16 horas, as suspensdes bacterianas foram ajustadas a DO
660nm~0,5 por mensuracdo em espectrofotdbmetro, que representa uma quantidade
de bactérias de 10® (previamente mensuradas através da curva de crescimento) e,

posteriormente, diluidas 1:20 no mesmo meio de cultura.

Aliquotas de 1,5ml da suspensdo da amostra bacteriana ajustada a
DO660nm- 0,5 e diluida 1:20 (correspondente a 5X10° UFC/ml para S. gordonii)
foram adicionadas a poc¢os de placas de 24 pogos, contendo 2 discos de titdnio cada
poco e incubadas em anaerobiose, a 37°C, durante 48 horas para a formacéo do
biofilme. Apos 24 horas, 50% do da cultura plancténica foi removida e acrescido o
mesmo volume de meio fresco. Apos o periodo de incubagdo, com auxilio de pinca
estéril, os discos foram removidos e lavados por trés vezes, em pog¢o contendo PBS
(phosphate buffer saline) para que as células bacterianas ndo aderidas fossem

removidas.
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Apos a lavagem de todos com PBS, distribuiu-se os discos em 4 grupos:

- grupo teste com 3 camadas de revestimento SiO2 - 3 camadas
- grupo teste com 6 camadas de revestimento SiO2 - 6 camadas
- controle negativo (discos sem revestimento) - C. negativo

- controle positivo (discos sem revestimento que posteriormente entraram

em contato com gluconato de clorexidina 0,12%) - C. positivo

Aliquotas de 200 pl de solugdo de 2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium-hydroxide (XTT) e 16 yL de solugdo de
menadione (1 mM em acetona; Sigma) foram adicionadas a cada pog¢o da
microplaca contendo os discos de titanio. As placas foram entdo incubadas a 37°C
por 3 h, longe da luz ambiente, cobertas por papel aluminio. Os discos do grupo
controle positivo foram lavados com gluconato de clorexidina 0,12% por 5 minutos

antes de entrarem em contato com o XTT.

4.2.3.1 Teste XTT

A reducdo do XTT é um ensaio colorimétrico de redu¢ao do composto XTT
que determina a atividade metabdlica de bactérias. O sistema de transporte de
elétrons na membrana celular das células bacterianas reduz o sal tetrazolio XTT em
formazan XTT, resultando em alteracdo colorimétrica que € mensurada por leitura
em espectrofotdbmetro a 492 nm. Os dados foram comparados entre os discos teste

e os discos controle.
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5 RESULTADOS

5.1 TESTE ANTIBACTERIANO COMPARANDO OS REVESTIMENTOS SiO2, TIAa
E TIAg

As placas que apresentaram mais de 300 col6nias em sua superficie foram
consideradas “incontaveis” para determinada diluicdo. Os valores das unidades
formadoras de coldnias (UFC/mL) foram obtidos pela formula: UFC = contagem do

n° de colbnias x inverso do fator de diluicdo x 10.

5.1.1 Valores das unidades formadoras de colonia

As tabelas 5.1, 5.2, 5.3 e 5.4 mostram os valores absolutos de UFC/mL
obtidos para o grupo branco e os grupos testes nos experimentos com cepas de
Staphylococcus aureus, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter

actinomycetemcomitans e Fusobacterium nucleatum, respectivamente.

Tabela 5.1 - Valores absolutos de UFC/mL, em cada diluigdo, para bactéria S. aureus

Diluigdo s/d 10™ 10 107 10* 107°
Grupo
Branco Incontavel 180 x 10™ 20x 10 04 x 10™ 0 0
TiAa Incontavel 274 x 10™ 34 x 10° 03 x 10™ 01x10° 0
TiAg Incontavel  235x 10  21x10°  02x10*  01x10° 0
Si02 Incontavel  Incontavel 49 x 10 06 x 10™ 01x10® 0

Tabela 5.2 - Valores absolutos de UFC/mL, em cada dilui¢cdo, para bactéria P. gingivalis

Diluigdo s/d 107 10* 107 10°
Grupo
Branco Incontavel Incontavel Incontavel 184 x 10™ 0
TiAa Incontavel  Incontavel 03x10° 0 0
TiAg Incontavel Incontavel 205x 10° 16 x 10™ 0
Si02 Incontavel  Incontavel 97 x 10° 09x10™ 0
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Tabela 5.3 — Valores absolutos de UFC/mL, em cada dilui¢do, para bactéria A.
Actinomycetemcomitans

Diluigdo s/d 10™ 10 107 10* 107°
Grupo
Branco Incontavel Incontavel  Incontavel  35x 10™ 07 x 10 0
TiAa Incontavel Incontavel  142x10°  11x10* 01x10° 0
TiAg Incontavel Incontavel 199 x 10° 22 x10™ 0 0
Si02 Incontavel 160 x 10™ 15x 107 02x 10™ 01x10° 0

Tabela 5.4 - Valores absolutos de UFC/mL, em cada dilui¢cdo, para bactéria F. Nucleatum

Diluigdo s/d 10" 10” 10° 10
Grupo
Branco Incontavel 53 x 102 01x10° 0 0
TiAa Incontavel 5 x 102 0 0 0
TiAg Incontavel 211 x102  23x10” 1x10™ 0
Si02 Incontavel 30 x 10 04 x 107 0 0

5.1.1.2 Analise estatistica

O intuito desta analise foi verificar em qual das quatro superficies obteve
menor numero de bactérias aderidas e se ha associagdo do numero de UFC/mlI
encontrada em diferentes diluicdes e dos tipos de superficies avaliadas (branco,
TiAa, TiAg e SiO2).

Para as comparagdes do numero médio de unidades formadoras de colbnias
entre as quatro superficies, o teste utilizado foi o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis. Para todas as comparagdes foi considerado um nivel de significancia de 5%.

Desta forma, foi considerado haver diferenga entre os grupos quando p-
valor<0,05. Pelos resultados mostrados nos graficos 5.1, 5.2, 5.3 e 5.4, pode-se
observar que nao houve diferenca entre as superficies.



Grafico 5.1 - Valores médios de UFC/mL, em cada grupo, para bactéria A.a. Valor de p=0,777
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Grafico 5.2 - Valores médios de UFC/mL, em cada grupo, para bactéria P.g. Valor de p=0,875
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Géfico 5.3 - Valores médios de UFC/mL, em cada grupo, para bactéria S.aureus. Valor de p=0,059
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Grafico 5.4 - Valores médios de UFC/mL, em cada grupo, para bactéria F. Nucleatum. Valor de

p=0,815
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Para as comparagdes da associagdo da contagem de bactérias encontradas
em diferentes diluicdes e dos tipos de superficies avaliadas foi utilizado o teste Qui-
Quadrado, considerando um nivel de significancia de 5%. Nessas comparagdes, foi
possivel observar que ha um maior percentual de bactérias A.a na diluigdo 10 2 na
superficie branca quando comparado com as superficies nanoestruturadas com

prata, como mostrado nas tabelas 5.5, 5.6, 5.7 e 5.8.

Tabela 5.5 — Andlise estatistica do UFC/mL, em cada diluigdo, para cada grupo para bactéria A.a

Branco TiAa TiAg SiO,
n % n % n % n %
sem diluigdo 300 31,8% 300 39,8% 300 36,5% 300 62,8%
diluigdo a 10 ™ 300 31,8% 300 39,8% 300 36,5% 160 33,5%
diluicao a 10 2 300 31,8% 142 18,8% 199 24,2% 15 3,1%
diluicdo a 10 -3 35 3,7% 11 1,5% 22 2,7% 2 0,4%
diluicdo a 10 - 7 0,7% 1 0,1% 0 0,0% 1 0,2%
diluicdo a 10 N 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Total 942 100,0% 754 100,0% 821 100,0% 478 100,0%

Valor de p < 0,001

Tabela 5.6 — Analise estatistica do UFC/mL, em cada diluigéo, para cada grupo para bactéria P.g

Branco Tiaa TiAg RO2
n % n % n % n %
sem diluigdo 300 27,7% 300 49,8% 300 36,5% 300 42,5%
diluigaoa 10 ™ 300 27,7% 300 49,8% 300 36,5% 300 42,5%
diluigdo a 10 300 27,7% 3 05% 205 250% 97 13,7%
diluigao a 10 184 17,0% 0 0,0% 16 1,9% 9 1,3%
diluigdo a 10 ™ 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
diluigo a 10 ®° 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Total 1084 100,0% 603 100,0% 821 100,0% 706 100,0%

Valor de p < 0,001
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Tabela 5.7 — Anadlise estatistica do UFC/mL, em cada dilui¢do, para cada grupo para bactéria

S.aureus
Branco Tiaa TiAg RO2
n % n % n % n %
sem diluigdo 300 59,5% 300 49,0% 300 53,7% 300 45,7%
diluigaoa 10 ™ 180 35,7% 274 448% 235 42,0% 300 45,7%
diluigao a 10 20 4,0% 34 5,6% 21 3,8% 49 7,5%
diluigao a 10 4 0,8% 3 0,5% 2 0,4% 6 0,9%
diluigaoa 10 0 0,0% 1 0,2% 1 0,2% 1 0,2%
diluigao a 10 ®° 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Total 504 100,0% 612 100,0% 559 100,0% 656 100,0%

Valor de p < 0,001

Tabela 5.8 — Andlise estatistica do UFC/mL, em cada diluigédo, para cada grupo para bactéria F.

nucleatum
Branco Tiaa TiAg RO2
n % n % n % n %
sem diluigdo 300 84,7% 300 98,4% 300 56,1% 300 89,8%
diluigao a 10 ™ 53 15,0% 5 1,6% 211 39,4% 30 9,0%
diluigao a 10 1 0,3% 0 0,0% 23 4,3% 4 1,2%
diluigao a 10 0 0,0% 0 0,0% 1 0,2% 0 0,0%
diluigio a 10 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%

Total 354 100,0% 305 100,0% 535 100,0% 334 100,0%

Valor de p < 0,001

5.2 TESTE ANTIBACTERIANO COMPARANDO O REVESTIMENTO SiO2 COM 3 E
6 CAMADAS

ApoOs a leitura em espectrofotdbmetro a 450nm e 492 nm foram obtidos os

seguintes valores mostrados nas tabelas 5.9 e 5.10 para a bactéria S. gordonii:

Tabela 5.9 - Valores da leitura com espectrofotdmetro a 450nm da bactéria S.gordonii

GRUPOS LEITURA LEITURA (duplicata)
C. positivo 0,124 0,159
C. negativo 0,273 0,394
3 camadas 0,299 0,236

6 camadas 0,186 0,185
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Tabela 5.10 - Valores da leitura com espectrofotdmetro a 492nm da bactéria S.gordonii

GRUPOS LEITURA LEITURA (duplicata)
C. positivo 0,088 0,116
C. negativo 0,258 0,375
3 camadas 0,264 0,221
6 camadas 0,168 0,150

5.2.1 Analise estatistica

5.2.1.1 Comparagdes entre 0s grupos

Para a analise estatistica entre os quatro grupos de interesse (3 camadas, 6
camadas, C. positivo e C.negativo) o teste utilizado foi a Analise de Variancia
(ANOVA). Para a utilizacdo deste teste foi verificado se as variancias eram
homogéneas entre os grupos (suposi¢céo para a utilizagado). Como néo foi verificado
homogeneidade das variancias, foi feito o ajuste através do teste de Brown-Forsythe
(BF). Como houve diferenga significante entre os grupos, para a identificacdo de
quais grupos apresentam diferencas entre si foram feitas comparagées multiplas
(comparagdes entre dois a dois grupos) através do teste de Dunnett.

Para todas as comparagdes foi considerado um nivel de significancia de 5%.
Desta forma, foi considerado haver diferenga entre os grupos quando p-valor<0,05.
Para facilitar a interpretacédo e ilustrar os resultados dos testes que apresentaram
diferencgas entre os grupos, foram construidos graficos.

Na tabela 5.11, pode-se observar que houve diferenga entre os grupos em
relagdo ao numero de bactérias (p<0,05). Com o intuito de identificar quais grupos

se diferenciavam entre si, foram realizadas as compara¢des multiplas através do
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teste de Dunnett. Pelos resultados das comparagcdes multiplas nota-se que houve
diferenga do grupo com 3 camadas de revestimento em relagdo aos grupos com 6
camadas e o controle positivo (p<0,05). Houve, também, diferengca entre os dois
controles (p<0,05) evidenciando que o controle negativo apresentou, em média,
maior quantidade de bactéria do que o controle positivo.

Além disso, pela analise (tabela 5.12) observa-se que ndo houve diferenca
entre o grupo controle positivo (clorexidina) e o grupo com discos revestidos com 6
camadas de SiO2. Evidenciando que ambos tiveram capacidade de diminuir o
numero de bactérias na superficie dos discos de titanio.

Tabela 5.11 — Comparagdes entre os grupos do numero de bactérias

Grupo
3 camadas 6 camadas C.positivo C.negativo
média + DP média + DP média + DP média + DP
medida 0,26 + 0,03 0,17 £ 0,02 0,12+ 0,03 0,33 £ 0,07

Valor de p = 0,002 (BF)

Tabela 5.12 Comparagbes multiplas entre os grupos

grupo de
Grupo de referéncia comparagio p-valor

3 camadas x 6 camadas 0,044
3 camadas x C.positivo 0,006
3 camadas x C.negativo 0,472
6 camadas x C.positivo 0,135
6 camadas x C.negativo 0,071

C.positivo x C.negativo 0,024

Pelo grafico 5.5 é possivel observar que, como esperado, o grupo controle
negativo obteve maior crescimento bacteriano e o controle positivo o menor. Sendo
que o grupo teste com 6 camadas de revestimento se comportou de forma

semelhante ao controle positivo.
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Grafico 5.5 Comparagdes entre os grupos do niumero de bactérias
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5.2.1.2 Comparagdes entre os grupos e comprimentos de ondas

Na analise a seguir o interesse foi avaliar a diferenga no numero de bactérias

entre os grupos e entre as leituras nos diferentes comprimentos de onda.

Foi, entdo, comparado o numero médio de bactérias entre os grupos
(denominado efeito de grupo) e, também, foi comparado o numero médio de
bactérias entre os diferentes comprimentos de ondas (efeito de onda). Desta forma,
o teste estatistico utilizado para realizar as comparacgdes, tanto entre os grupos
como entre as ondas foi a Analise de Variancia com dois fatores. Os resultados dos
testes estdo apresentados abaixo, indicando haver diferengas entre os grupos, ou
entre as ondas quando p<0,05.

Foram verificadas também se houve existéncia de interacdo nos resultados,
ou seja, comportamentos diferenciados em fun¢do de outra variavel. Neste estudo
nao foi verificado efeito de interagdo (p>0,05). A interagdo poderia indicar que os
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grupos se diferenciavam em apenas das ondas e/ou poderia indicar que houve

diferengas entre ondas para um determinado grupo.

Para todas as comparagdes foram, também, considerados um nivel de

significancia de 5%.

Pelos resultados da tabela 5.13, pode-se observar que ndo houve efeito de
interacdo (p<0,05). Apenas diferenga entre os grupos, independente da onda. Sendo
assim, foram realizadas as comparagbes multiplas entre os diferentes grupos,

semelhante a analise anterior.

Tabela 5.13 — Comparagdes entre os grupos do numero de bactérias e leitura em diferentes
comprimentos de onda

Grupo
3 camadas 6 camadas C.positivo C.negativo
média + DP média + DP média + DP média + DP
450 nm 0,27 + 0,04 0,19 + 0,001 0,14 + 0,02 0,33 £ 0,09
492 nm 0,24 + 0,03 0,16 £ 0,01 0,10 £ 0,02 0,32 £ 0,08

Efeito de interagéo: p = 0,989
Efeito de grupo: p = 0,001
Efeito de onda: p = 0,291

Novamente, com o intuito de identificar quais grupos se diferenciavam entre
si, foram realizadas as comparag¢des multiplas. Pelos resultados das comparacdes
multiplas da tabela 5.14, nota-se que houve diferenga do grupo com 3 camadas em
relagdo aos grupos com 6 camadas e o controle positivo (p<0,05), evidenciando que
o0 grupo com 3 camadas apresentou, em média, maior quantidade de bactéria do
que os outros dois grupos. Houve, também, diferenga entre o controle negativo em
relagdo aos grupos com 6 camadas e o controle positivo (p<0,05) evidenciando que
o controle negativo apresentou, em média, maior quantidade de bactéria do que o
controle positivo e o grupo com 6 camadas. Os grupos com 6 camadas e controle
positivo (clorexidina), mais uma vez, ndo se diferenciaram entre si. Ao mesmo
tempo, os grupos com 3 camadas e controle negativo também nao se diferenciaram

entre si (grafico 5.6).
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Tabela 5.14 — Comparagbes entre os grupos do numero de bactérias

grupo de

Grupo de referéncia comparagio p-valor
3 camadas x 6 camadas 0,040

3 camadas x C.positivo 0,002

3 camadas x C.negativo 0,072

6 camadas x C.positivo 0,173

6 camadas x C.negativo <0,001
C.positivo  x  C.negativo 0,002

Grafico 5.6 - Comparacbes entre os grupos do numero de bactérias e leitura em diferentes
comprimentos de onda
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6 DISCUSSAO

As doencgas peri-implantares sdao complicagcdes que podem culminar com a
perda dos implantes dentais instalados, levando ao fracasso do tratamento proposto
ao paciente. O principal fator etiolégico das doengas peri-implantares sdo as
bactérias da microbiota oral (Romeo et al., 2004), sendo que as infec¢des peri-
implantares sdo consideradas uma das principais causas de perda de implantes
(Mir-Mari et al., 2012).

O design dos implantes e as diferentes superficies desenvolvidas atualmente
para melhorar a qualidade de osseointegracdo ndo permitem a supressao da
microflora patogénica a um nivel compativel com saude, apenas com debridamento
mecanico, por isso o tratamento das infecgdes peri-implantares tornou-se um desafio
significativo no prognostico a longo prazo das reabilitagbes sobre implantes
(Charalampakis et al., 2011).

Existe uma grande heterogeneidade de protocolos de tratamento para a peri-
implantite. A auséncia de padronizacdo entre os estudos dificulta as comparagdes
entre estes e impede a definicdo de um método que seja mais indicado, inclusive,
em relagdo a antibioticoterapia. Poucos sao os estudos que propdes tratamentos
preventivos as doengas peri-implantares, para impedir que haja a colonizagéo inicial
das bactérias relacionadas as doencgas peri-implantares.

Estudos estdo sendo propostos na area da saude com a intencdo de
encontrar um biomaterial com caracteristicas antibacterianas e biocompativeis aos
tecidos humanos, com o intuito de utiliza-lo na prevengao de infecgbes (Jung et al.,
2008; Rai et al.,, 2009; Juan et al., 2010). Na area odontolégica e, mais
especificamente, na Implantodontia, ja existem trabalhos cientificos relatando a
acao antimicrobiana da prata e sua possivel utilizagdo como fator de prevencao as
doengas peri-implantares (Juan et al., 2010; Vargas — Reus et al., 2012; Sivolella et
al., 2012).

Outros metais como o déxido cuproso (Cu®0), éxido cuprico (CuQ), éxido de
zinco (ZnO), diéxido de titanio (TiO?), éxido de tungsténio (WO?), compésitos de Ag

com CuO e Ag com ZnO tém sido testados como agentes antimicrobianos, porém a
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prata tem se mostrado o metal mais eficaz em impedir o desenvolvimento de

microrganismos (Vargas-Reus et al., 2012).

Revestimentos nanoestruturados séo filmes finos, constituidos de camadas
de material com espessura abaixo de 1 um, suportadas por um substrato. Nesta
pesquisa, foram confeccionados trés filmes nanoestruturados com particulas de
prata, que foram dispostas em uma rede de suporte de solucdo coloidal de silica,
prata e dioxido de titanio e somente diéxido de titdnio. Esses revestimentos foram
distribuidos homogeneamente em discos de titdnio, gerando uma superficie

nanomeétrica, com elevada area superficial.

Apesar do estudo ter sido realizado em discos de titdnio, a proposta
terapéutica analisara futuramente o revestimento de componentes do sistema de
préteses implantares. Esta alternativa terapéutica encontra-se baseada na suposta
acao preventiva do agente antimicrobiano, aprisionado nos revestimentos dos
componentes protéticos, com agédo direta no controle do biofiime proximo aos

tecidos de protecao perio-implantares.

O potencial de controlar os biofiimes orais através da utilizagdo de
revestimentos nanoestruturados com prata tem recebido muita atengdo com o intuito
de diminuir as infeccbes da cavidade oral. A eficacia antibacteriana destas
nanoestruturas metalicas tem sido relacionada justamente com o aumento da area
superficial, como mostrado neste estudo nas imagens obtidas no MEV. Esta
caracteristica permite que as particulas de prata interajam de perto com a superficie

bacteriana e seus componentes intracelulares.

Em outros estudos foi possivel observar que os autores utilizaram as
particulas de prata de tamanho nanométrico, aplicando-as na superficie de titanio
(Morones et al.,, 2005; Juan et al., 2010), o que eleva o custo do material,
dificultando seu acesso no mercado. Na presente pesquisa, apesar das particulas de
prata ndo apresentarem tamanho nanométrico, a nanotecnologia foi aplicada ao
proprio revestimento, tornando assim o custo do material mais baixo, ainda que
possua tecnologia inovadora, por apresentar uma superficie final nanoestruturada,
permitindo multiplicar o efeito antimicrobiano, com menor quantidade de prata,
exposta em uma superficie de contato amplificada, como mostrado nas imagens do
MEV na Figura 4.3 .
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Diferente dos produtos que possuem agao antimicrobiana devido a liberagéo
dos ions de prata, os revestimentos utilizados apresentam a prata aprisionada na
sua estrutura nanométrica, promovendo melhor fixagdo e distribuicdo do material
tratado, proporcionando maior seguranga e menor toxicidade. Além disso, como n&o
existe a migragao do principio ativo, sua eficiéncia permanece por mais tempo. Por
outro lado, por manter a prata aprisionada, sem liberacao, dificulta a interpretacéo do
meétodo utilizado, por n&o apresentar halo de inibigao.

Nos revestimentos utilizados no presente estudo, as particulas de prata ficam
ancoradas em suporte de silica amorfa, ndo havendo liberagdo, o que deve diminuir
seus efeitos toxicos. Park et al. demonstraram em 2011, em uma comparagéo in
vitro, os efeitos de particulas de prata, em diferentes tamanhos (20, 80, 113 nm),
com relagdo a citotoxicidade, inflamagdo, genotoxicidade e desenvolvimento de
toxicidade. Nanoparticulas de prata induziram efeitos téxicos em todos os
parametros avaliados, entretanto os efeitos na atividade metabdlica celular e dano
da membrana celular foram os mais acentuados. As nanoparticulas, na escala de 20
nm, apresentaram maiores efeitos toxicos do que as particulas de 80 e 113 nm.
Conclui-se que a capacidade da prata de agir de forma toxica nas células, varia de
acordo com o tamanho da particula e que a exposicdo a nanoparticulas de prata
baseada em concentracdo em massa ndo € apropriada. Além desses autores,
Carlson et al. (2008) avaliaram os efeitos tdéxicos dependentes do tamanho das
nanoparticulas de prata. Os autores observaram um estresse oxidativo nos

macrofagos, que séo as primeiras células de defesa.

A proposta deste estudo foi encontrar uma solugao preventiva a doenca peri-
implantar, através do controle do biofilme, para diminuir as bactérias precursoras a
mucosite e peri-implantite na superficie do titanio. Para isso, foi testada inicialmente
a acgao antibacteriana de revestimentos que aliam a nanotecnologia e particulas de
prata frente a cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (ATCC 29523), Porhyromonas gingivalis (ATCC 33277) e
Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586) . Posteriormente, foi testada a acéo
antimicrobiana do melhor revestimento sobre biofiime monoespécie de S. Gordonii,
ja que, segundo Loo et al. (2000) os Streptococcus gordonii sdo bactérias pioneiras
orais que iniciam a formagdo da placa dentaria e, sem essas bactérias de

colonizagéo inicial, as bactérias do biofilme ndo conseguem se estruturar.
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A efetividade da atividade antimicrobiana dos revestimentos estudados foi
avaliada inicialmente através da contagem das col6nias bacterianas, encontradas na

superficie das placas de agar sangue.

As espécies Fusobacterium e Prevotella sdo mais prevalentes nos estagios
iniciais da doencga peri-implantar, enquanto um aumento da diversidade de espécies
estava presente durante os estagios mais avancados (Al Radha et al., 2012). A
espécie A. actinomycetemcomitans esta diretamente relacionada com o inicio, a
progresséo e recorréncia da periodontite agressiva localizada, infecgdo periodontal
em que ocorre reabsorgdo 6ssea severa e de rapida progressao e também pode
estar associada a quadros de peri-implantite (Filoche et al., 2010).

Os resultados obtidos com cepa de A. actinomycetemcomitans, apresentaram
diferencga estatistica (p< 0,01) entre o grupo controle (branco) e os grupos teste. Foi
possivel observar que houve um maior percentual de bactérias A.a na superficie
branca quando comparado com as superficies nanoestruturadas com prata, sendo
que o grupo SiO2 foi o que apresentou melhor resultado. Apesar de n&o apresentar
diferenca estatistica, pode-se notar através dos resultados que também houve um
maior numero da bactéria P. gingivalis na superficie dos discos brancos quando
comparado com os grupos com revestimentos nanoestruturados com prata. Isso
confirma a possibilidade de acdo antibacteriana do revestimento nanoestruturado
com particulas de prata.

Por outro lado, os resultados referentes as bactérias S.aureus e F. nucleatum
, porém, ndo demonstraram redu¢do do numero de microrganismos nos discos com

filmes nanoestruturados quando comparados ao disco sem revestimento.

Desta forma, a partir destes resultados, decidimos verificar se o aumento da
concentragcédo de prata nos revestimentos, interferiria nos resultados. Assim, apos a
obtengdo de melhores resultados antibacterianos do grupo SiO2, foi realizado um
teste para avaliar se a mudanca da quantidade de prata no disco de titanio poderia
melhorar a capacidade do revestimento em matar bactérias precursoras das
doencas peri-implantares. Para isso, foi aplicado na superficie dos discos de titanio 3
e 6 camadas do revestimento SiO2 e avaliada a sua capacidade de impedir o
crescimento da bactéria S. gordonii.
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O Streptococcus gordonii € um dos colonizadores que iniciam a formacao de
placas e a capacidade de P.gingivalis de reconhecer e interagir especificamente com
S.gordonii € considerada importante para a colonizagéo por P.gingivalis da bolsa
periodontal (Ng et al., 2016).

Os revestimentos nanoestruturados com prata utilizados tem a capacidade de
manter os ions aprisionados, sem liberacdo, o que promove melhor fixacdo e
distribuicdo do material tratado, porém dificulta a interpretacdo do método utilizado
inicialmente, que foi quantitativo, pois ndo apresenta halo de inibigdo. Tendo isto em
vista, a nova metodologia adotada para esta etapa do estudo se baseou na
avaliacdo da atividade metabdlica das bactérias através do método ja consagrado
XTT.

Segundo Rai et al. (2009) a prata tem sido extensivamente estudada e
utilizada para combater infecgbes. A agao antibacteriana, antifungica e antiviral dos
ions de prata, compostos de prata e nanoparticulas de prata tém sido
extensivamente estudadas. As nanoparticulas de prata estdo se revelando uma
alternativa para o desenvolvimento de novos agentes antibacterianos. A vantagem
da utilizagdo de nanoparticulas de prata para a impregnagédo em superficies € que
nao ha libertagdo continua de ions de prata. Su et al. (2009) demonstraram que em
um preparo de TiO»/Ag, contendo nanoparticulas de prata, uma modificacdo na
composi¢cado do filme nanoestruturado com relagdo ao tamanho das particulas de
prata e também a sua concentragdo, pode proporcionar uma acao mais efetiva na
diminuicdo das bactérias. Da mesma forma, o aumento de numero de camadas dos
revestimentos utilizados neste estudo influenciou positivamente nos resultados do

teste antimicrobiano com o biofilme monoespécie de S. gordonii.

As bactérias Streptococcus gordonii sdo pioneiras orais que iniciam a
formacgao da placa dentaria. Estes colonizadores iniciais constituem a maioria das
bactérias cultivaveis encontradas na placa dental (Loo et al., 2000), por isso é de
extrema importancia estudar seu comportamento e encontrar uma maneira de

impedir que haja essa primeira colonizagéo.

Como visto na tabela 5.12, o grupo controle negativo obteve maior
crescimento bacteriano e o controle positivo, o menor. Sendo que o grupo teste com

6 camadas de revestimento se comportou de forma semelhante ao controle positivo.
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Com base nos numeros apresentados nessa tabela, pdde-se observar que os discos
com 6 camadas de revestimento SiO2 na superficie apresentaram uma grande
capacidade antimicrobiana frente ao biofilme monoespécie da bactéria S. Gordonii,
obtendo, inclusive, um resultado semelhante a clorexidina 0,12% (média dos
revestimentos com 6 camadas foi de 0,17 e do controle positivo de 0,12), que é
sabidamente um anti-séptico quimico, com agao antifungica e bactericida, capaz de
eliminar tanto bactérias gram-positivas quanto gram-negativas. Segundo Van
Winkelhoff (2012), para o tratamento da doenga peri-implantar € apenas indicado
como terapia adjunta ao tratamento clinico de debridamento mecénico e desinfeccéo
quimica com agentes antimicrobianos, como a clorexidina, em bolsas peri-
implantares de profundidade moderada. Assim como este autor, Kadkhoda et al.
(2016) analisaram o efeito antimicrobiano da clorexidina, porém, neste estudo, sobre
espécies de A. actinomycetemcomitans isoladas de sitios peri-implantite e
concluiram também a eficacia do uso de enxaguatério bucal 0,2% CHX como agente

antibacteriano.

Além da capacidade de prevenir a colonizacdo bacteriana, é essencial que
esses revestimentos estudados sejam biocompativeis. Em estudo realizado por
Kassab (2015) foi realizado um ensaio de toxicidade celular MTT e as superficies
nanoestruturadas, nomeadas TiAg, TiAA e SiO9, comportaram-se de maneira muito

similar ao grupo controle de titdnio puro (Ti) (p<0,05), sendo que o grupo SiO2

registrou maior absorbancia em 24h, com diferenga relevante em relagéo a todos os
outros grupos (testes e controles). Dessa forma, verificou-se que os trés filmes
nanoestruturados demonstraram biocompatibilidade a osteoblastos, células
essenciais no processo de osseointegragao.

Destaca-se que, diferente dos resultados obtidos por Lanfredi em 2012, em
que o teste antibacteriano realizado com Aggregatibacter actinomycetemcomitans
apresentou valor médio de UFC/mL do grupo teste (NT-Ag) semelhante ao obtido do
grupo controle (Ti), ndo havendo diferencga estatistica entre eles, em nossa pesquisa
os revestimentos nanoestruturados com prata utilizados obtiveram sucesso na
diminuicdo do numero de microrganismos peri -implanto- patogénicos, sendo que o
revestimento SiO2 apresentou efetividade similar a clorexidina 0,12%. na diminui¢ao
da quantidade da bactéria S.gordonii.
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A aplicacao de revestimentos nanoestruturados em substrato de titdnio com
particulas de prata vem confirmando ser uma técnica promissora no
desenvolvimento de biomateriais para a implantodontia, por demonstrar excelente
desempenho na diminuigdo do numero de microrganismos peri-implato-patogénicos
e nao apresentar citotoxicidade. Futuramente, em novos estudos com esse tipo de
revestimento, podemos avaliar a associagcao de outros antibacterianos, permitindo
contribuir ndo apenas para o controle da fixagcdo do biofilme e colonizagéo

bacteriana, mas também para uma osseointegragdo mais eficiente.

A procura de solugbes dos problemas encontrados nas diversas terapias
odontoldgicas e, neste caso da Implantodontia, gera o conhecimento necessario
para reforcar a escolha das condutas clinicas. As doengas peri-implantares
apresentam alto indice de prevaléncia e uma grande dificuldade de resolugdo. A
associacdo destes fatores indicam que, assim como outras doencas de maior
morbidade, a preveng¢ao € o melhor caminho. A utilizagdo de biomateriais, como os
implantes dentarios, permite almejar melhorias que incluam propriedades
terapéuticas amplificadas, diferente dos dentes naturais. Preferencialmente, estes
beneficios devem apresentar também baixo custo, baixa toxicidade local, sistémica e
ambiental. O controle do biofilme podera ser a base para a solugdo da prosperidade
desta alternativa terapéutica.
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7 CONCLUSOES

Podemos concluir que:

- Os revestimentos nanoestruturados com particulas de prata foram
efetivos na reducdo de UFC/ml das bactérias A. actinomycetemcomitans
e P.gingivalis, sendo que o melhor resultado foi encontrado com
revestimento SiO2.

- Os revestimentos nanoestruturados com particulas de prata ndo foram
eficientes na diminuicdo das bactérias S. aureus e F. nucleatum, quando

comparados com o disco sem revestimento.

- A concentragdo da prata interferiu positivamente no desempenho do
revestimento SiO2 com maior reducdo da bactéria S.gordonii, obtendo
resultados semelhantes a clorexidina 0,12%.
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