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com Al,O; acrescido de ataque acido nitrico (JA) no periodo de 48 horas

de crescimento de biofilme pela técnica do microcosmo. 10 kv

Figura 63 — Fotomicrografia mostrando a superficie do disco jateada
com Al,Os acrescido de ataque acido nitrico (JA) no periodo de 48 horas

de crescimento de biofilme pela técnica do microcosmo. 10 kv

Figura 64 — Fotomicrografia mostrando a superficie do disco jateada
com Al,O; acrescido de ataque acido nitrico (JA) no periodo de 168

horas de crescimento de biofilme pela técnica do microcosmo. 10 kv
Figura 65 — Fotomicrografia mostrando a superficie do disco jateada

com AlLO; acrescido de ataque acido nitrico (JA) no periodo de 168

horas de crescimento de biofilme pela técnica do microcosmo. 10 kv
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Figura 66 — Fotomicrografia mostrando a superficie do disco jateada
com Al,O; acrescido de ataque acido nitrico (JA) no periodo de 168
horas de crescimento de biofilme pela técnica do microcosmo. 10 kv
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RESUMO

Claudio Zeferino Dal Agnol'

Os fatores de risco associados a peri-implantite estdo relacionados
a composi¢do do biofilme ao redor do implante e a habilidade da bactéria
aderir na superficie. O objetivo desse estudo foi avaliar a formagao do
biofilme sobre as diferentes superficies de Ti cp grau 4, nos tempos de
12, 24, 48 e 168 horas pela técnica do microcosmo e microscopia
eletronica de varredura (MEV). Foram formados biofilmes em placas de
micropogos sobre discos de Ti cp (N=160), tendo como in6culo a saliva
(microcosmos) de um doador sobre 10 discos para cada indculo (n=10).
Foram 40 espécimes para cada tipo de superficie, sendo elas: lisa
(controle — L), jateadas com ¢6xido de aluminio (Al,O; — J), subtracao
por ataque com acido nitrico (A) e por ultimo jateadas com Al,O;
acrescidas de ataque com acido nitrico (JA). Um disco de cada condigao
(4) foi avaliado previamente a inoculagdo quanto a sua topografia pela
MEV e rugosidade média (R,) e dezesseis foram avaliados pela MEV
apds a técnica do microcosmo totalizando 20 espécimes. Os dados
obtidos foram analisados pelo teste analise de varidncia (ANOVA) de
dois fatores e Tukey para comparagdo das médias (p<0,05). Houve
diferenga estatistica entre a superficie controle (25,34) e A (19,15) em

relagdo as J e JA (43,83 e 32,06) na contagem de UFC/mg nas primeiras

! Cirurgido-dentista, aluno do programa de pés-graduagdo - Mestrado em Odontologia com
area de concentracao em Clinica Odontologica da Universidade de Passo Fundo (UPF).
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12 horas, onde a formagdo de biofilme foi maior em J (R,= 0,62 um) e
JA (R,=0,51 pm). Observou-se que todas as superficies possibilitaram

crescimento microbiano, independentemente do tratamento recebido.

Palavras-chave: titanio, microcosmo, biofilmes, peri-implantite.
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ABSTRACT?

Risk factors associated with peri-implantitis are related to the
composition of the biofilm around the implant and the ability of bacteria
to adhere to the surface. The aim of this study was to evaluate the
biofilm formation on the different surfaces of commercially pure
titanium (CP Ti) grade 4 in the times of 12, 24, 48 and 168 hours by the
microcosm technique and scanning electron microscopy (SEM) .
Biofilms were formed in microwell plates over cp Ti (N = 160) discs,
having the saliva as inoculum (microcosms) from a donor over 10 discs
for each inoculum (n = 10). There were 40 specimens for each type of
surface, namely: plain (control - L), blasted with aluminum oxide (Al,O5
- J), subtraction by nitric acid attack (A), and finally blasted with Al,O4
added by nitric acid attack (JA). A disc of each condition (4) was
evaluated previously to inoculation as to its topography by SEM and
average roughness (R,), and 16 were evaluated by SEM after the
microcosm technique, totaling 20 specimens. Data gathered were
analyzed by the two-factor ANOVA variance test and Tukey for
comparison of means (p <0.05). There was statistical difference between
the control surface (25,34) and A (19,15) regarding J and JA (43.83 and
32.06) in the CFU/ mg counts in the first 12 hours, when biofilm

> Adhesion and bacterial biofilm formation on titanium surfaces with different
topographies.
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formation was higher in J (R, = 0.62 pum) and JA (R, = 0.51 pm). It was
observed that all surfaces made possible microbial growth, regardless of

treatment received.

Keywords: titanium, microcosm, biofilms, peri-implantitis.
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1 INTRODUCAO

Na Odontologia os implantes de titanio sdo utilizados como o
material de escolha para uma variedade de casos, desde a substituigdo de
um elemento dentario até reabilitagdes completas (Mabboux ef al., 2004;
Pier-Francesco et al., 2006; Elter et al., 2008; Shibli et al., 2008; Pye et
al., 2009). A indicagdo do biomaterial titanio refere-se as suas excelentes
caracteristicas mecanicas, fisico-quimicas, bioquimicas, tolerancia
tecidual, biocompatibilidade (Bunetel er al., 2001; Elias et al., 2008;
Subramani et al., 2009), solidez, resisténcia a corrosdo, bem como por
possuir médulo de elasticidade similar ao osso (Pier-Francesco et al.,
2006).

A evolugdo tecnologica dos implantes propiciou a criagdo de
varios modelos com diferentes tratamentos de superficie (Carvalho et al.,
2009) no intuito de aumentar a 4area disponivel para ocorrer
osseointegracdo, fendmeno que foi defendido desde a década de 50 pelo
Dr. Per-Ingvar Branemark (Brdnemark et al., 1977; Branemark, 1986).
As alteragdes na topografia e na energia superficial do titdnio podem ser
feitas com tipos diferentes de tratamento de superficie, utilizando o
emprego do jateamento com particulas abrasivas, ataque acido, entre
outros (Rosenberg, 2004). A topografia superficial ou rugosidade de

superficie, ao passo que aumenta a possibilidade de osseointegracao,
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também foi comprovado que favorece o acimulo de quantidades de
espécies microbianas (biofilme) podendo levar a infecgdo peri-implantar,
resultando em destruigdo dssea e consequentemente falha na reabilitacdo
com esse tipo de restauragdo (Gongalves et al., 2009; Grossner-Schreiber
et al., 2009).

A peri-implantite ¢ uma doencga inflamatoria que afeta os tecidos
circunjacentes ao implante osseointegrado, resultando em perda o6ssea
(Quirynen e Listgarten, 1990; Yoshinari et al., 2001; Pier-Francesco et
al., 2006; Heuer et al, 2007) e consequente perda do implante
(Gongalves et al., 2009; Grossner-Schreiber et al., 2009). A adesdo
bacteriana ¢ o acumulo de biofilme sdo considerados as principais causas
da patogénese dessa doenga (Biirgers et al., 2010; Lee et al., 2011).

Em relagdo a adesdo bacteriana inicial, foi relatado como um
processo dinamico que envolve a interagdo de fendmenos como a agao
das forgas de Van der Waals, forcas eletrostaticas ¢ interagdes
hidrofébicas (Gibbons, 1989; Quirynen e Bollen, 1995). Esse processo
de ligacdo bacteriana pela membrana celular ¢ feito por adesinas que se
ligam a sitios especificos sobre as superficies (Dawe et al., 1963)
juntamente com a pelicula adquirida. A adesdo inicial ¢ sensivel, uma
vez que os microrganismos podem ser removidos facilmente pelos
mecanismos de controle e regulacdo da microbiota oral, ndo permitindo
a colonizag¢do bacteriana na superficie (Curtiss, 1986; Gibbons, 1989;
Nassar et al., 1995; Quirynen e Bollen, 1995; Busscher ¢ Van der Mei,
1997; Jorge, 2007). Apods a adesdo e coadesdo interespécies (Fiirst ef al.,
2007), ocorrem o espessamento do biofilme (Park e Yaacob, 1994) e a
sintese de glicanos a partir de carboidratos da dieta. Os glicanos

permitem firme adesdo, promovendo condi¢des favoraveis para a
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colonizacdo de outros microrganismos que ndo teriam a capacidade de se
ligar diretamente as superficies (Curtiss, 1986; Jorge, 2007).

Como a peri-implantite ¢ a principal complicacdo relacionada a
presenca de implantes e a sua principal causa de insucesso (Drake et al.,
1999; Bunetel et al., 2001; Gongalves et al., 2009; Subramani et al.,
2009), o estudo do biofilme responsavel por essa patologia se torna
necessario.

Sendo assim, o objetivo desse estudo foi verificar a formagdo de
biofilme em superficies de Ti ¢p grau 4, com diferentes topografias, em
diferentes periodos de tempo, por método microbiologico (técnica do

microcosmo) e visualizacdo por MEV.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O titénio e topografia de superficie

De acordo com Williams (1981), a descoberta do elemento titanio
em 1791 por Wilheim Gregor, um mineralogista amador, foi o grande
marco para os estudos desse metal. Com o tempo e a tecnologia
empregada foi possivel extrair o titanio dos minerais para que se tornasse
um elemento 1til para a industria, o qual foi passivel de processamento
comercial a partir de 1930. Por apresentar apenas 60% do peso do ago e
excelentes propriedades mecdnicas como resisténcia a corrosdo, as
variagdes de temperatura, além de permitir sua manufatura nas mais
diversas formas requeridas, o metal puro e suas ligas vém sendo
utilizados tanto nas industrias aeroespaciais e quimicas, assim como para
a confec¢@o de implantes cirargicos.

De acordo com a normatizagdo dos biomateriais, o titanio
comercialmente puro ¢ dividido em 4 graus (1, 2, 3, 4) pela norma
American Society for Testing and Materials (ASTM) F67-88. A
diferenca entre os compostos ¢ a concentragdo de oxigénio e ferro em
sua composicao.

As principais propriedades do titanio de interesse como

biomaterial sdo evidenciadas nas Tabelas 1 e 2 onde é mostrada a
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composi¢do quimica do titdnio empregado na fabrica¢do de implantes

dentarios (Albrektsson, 1997).

Tabela 1 — Titanio e suas composi¢oes maximas. Norma ASTM F67-88.
Sdo mostradas a composi¢do quimica do Ti cp empregado na
fabricagdo de implantes dentarios (Albrektsson, 1997).

ELEMENTOS

(%Méx) Gl G2 G3 G4
N 0,03 0,03 0,05 0,05
C 0,10 0,10 0,10 0,10
H 0,015 0,015 0,015 0,015
Fe 0,20 0,30 0,30 0,50
(0] 0,18 0,25 0,35 0,40
Ti Balango Balango Balancgo Balango

Os autores ainda relatam as diferentes propriedades do titanio
como, por exemplo, numero atdmico, peso atdomico, ponto de fusdo,

entre outras, as quais sao evidenciadas na Tabela 2.

Tabela 2 — O elemento titanio e suas propriedades (Albrektsson, 1997).

PROPRIEDADES TITANIO (TI CP)

Numero atomico 22

Configuragdo eletronica externa 3d%?
Peso atomico 47,90
Densidade do sélido a 20"C,g/cm3 4,43
Volume atdmico, cm’ 10,81
Ponto de fusdo, °C 1668
Ponto de ebuli¢do, °C 3260
Eletronegatividade 1,6

Mais tarde, Hansson ef al. (1983) relataram que o titanio havia se
tornado o material mais utilizado em implantes intra-6sseos, pois esse

metal possui expressivas caracteristicas fisicas e quimicas que permitem
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a sua instalacdo nos tecidos vivos sem que haja incompatibilidade entre
eles. Propriedades fisicas como seu coeficiente elastico, de deformag@o e
sua resisténcia a tracdo sdo diferentes do tecido 6sseo, porém ndo
influenciam no sucesso deste tipo de tratamento. Sua grande resisténcia a
fratura possibilita resistir aos esforcos necessarios para uma boa fungdo
mastigatoria. Quimicamente o titanio ¢ um metal muito estavel, embora
haja uma pequena formagao de 6xidos em sua superficie. Estes 6xidos se
formam durante o processo de corte, limpeza e esterilizagdo do implante
e ficam aderidos a superficie ndo sendo liberados para o meio. As
propriedades citadas acima permitem a cicatrizagdo ¢ a manutengdo da
adesdo das estruturas teciduais a superficie do titanio.

Outros pesquisadores como Ravnholt (1988) salientaram que o Ti
cp e as ligas de titanio com aluminio e vanadio (Ti-Al6-V4), se tornaram
os metais de escolha para confeccdo da parte endossea de implantes
dentais. Tais metais t€ém sido utilizados, entre outros fatores, devido a
propriedades biomecanicas, possibilidades de tratamento e acabamento
do implante, assim como pela facilidade para procedimentos de
esterilizagao.

Keller et al. (1990) enfatizam que os métodos de preparagdo da
superficie do implante durante a fabricagdo e esterilizagdo podem afetar
de forma significativa as propriedades da superficie e subsequentemente
as respostas bioldgicas que iniciam na superficie.

Kilpadi e Lemons (1994) observaram que superficies de Ti cp que
sofreram passivacdo por dacido nitrico a 30% por 20 minutos a
temperatura ambiente (ASTM, 1997) apresentavam uma maior energia

de superficie.
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Para Ong et al (1997), os implantes enddsseos recebem
tratamentos de superficie os quais podem ser manufaturados utilizando
técnicas diferentes de acordo com algumas necessidades de
caracterizagdo, gerando respostas bioldgicas que sdo influenciadas
fortemente pela composicdo e propriedades dessas superficies.
Relataram ainda que, para acelerar ou melhorar a interagdo entre a
interface osso-implante fornecendo uma matriz nessa interface com
propriedades biomecanicas e histomorfométricas adequadas, a resposta
bioldgica pode ser modulada modificando as caracteristicas superficiais,
alterando o padrdo de rugosidade da superficie dos implantes.

No intuito de maximizar a quantidade e qualidade da interface
osso-implante, Klokkevold et al. (1997) relataram que inumeras
alteragdes da superficie tém sido propostas, na sua maioria baseadas na
teoria de que uma melhor e mais rapida osseointegracdo pode ser
alcangada mediante alteracdo da topografia ou rugosidade do implante.

Albrektsson (1997) salientou que a diferenca entre superficies de
titanio podem ser visualizadas por diferentes pesquisadores e os mesmos
podem apresentar opinides contrastantes a respeito do que seria uma
superficie lisa ou rugosa. Enquanto um autor pode considerar uma
superficie rugosa, outro pode determinar a mesma como lisa, e vice-
versa.

Kilpadi et al. (1998) avaliaram os efeitos da passivagdo e do
processo de esterilizagdo a seco (205°C por 3 h) sobre a topografia e a
energia de superficie de implantes de Ti cp grau II. Esses estudiosos
observaram que os valores de rugosidade foram menores nas superficies
que foram esterilizadas sem prévia passivacdo, e que a passivagdo ¢ a

esterilizagdo aumentam a energia de superficie, uma propriedade
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desejavel para os implantes Osseos. A passiva¢do também tem sido
recomendada para minimizar a corrosdo dos ions de Ti.

A topografia da superficie estd relacionada com os graus de
rugosidade e com a orientacdo das irregularidades superficiais de acordo
com Sykaras et al. (2000). Para esses pesquisadores os diferentes
processos resultam em pouca diferenga topografica e, citam exemplos de
métodos usados para alterar a topografia da superficie dos implantes
como o eletro-polimento, decapeamento, jateamento abrasivo, borrifagao
de plasma, adesdo superficial e fotolitografia. Existem muitas outras
técnicas de caracterizagdo rugosa da superficie tdo avangadas quanto as
outras, contudo, as informagdes sdo limitadas ou insuficientes em
relacdo a técnica usada para criar as rugosidades superficiais das
amostras comercializadas.

Para pesquisadores como Cooper (2000), a necessidade de
estabelecer parametros mais bem definidos de caracterizacdo da
topografia da superficie em relagdo aos implantes usinados ¢ importante.
Para eles, esse tipo de implantes ndo sdo totalmente polidos e as
diferencas de rugosidade nao sdo equivalentes. Foi relatado que a relacao
entre o comportamento tecidual e celular nesse tipo de superficie foi
evidenciada. Os autores enfatizaram ainda que as superficies sdo
identificadas pelo método de manufatura, ¢ ndo pela superficie
resultante.

Estudo realizados por Hallab ef al. (2001) testando componentes
de energia de superficie de varios materiais com o objetivo de verificar a
forca de adesdo celular, demonstraram que a energia livre de superficie é
a caracteristica mais importante do que a rugosidade da superficie para

induzir a adesdo e proliferagdo celular.
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Li et al. (2001) avaliaram os efeitos do jateamento de oxido de
aluminio (Al,O3) e do ataque de acido oxalico sobre as propriedades
quimicas ¢ topograficas da superficie do titdnio. Para tal, foram
utilizados MEV, difratdmetro de raios-X e o teste de liberacdo de ions de
Ti, tendo como critério a topografia da superficie do titanio, a inclusao
de particulas da areia de abrasdo, a contaminagdo por elementos ¢ a
corrosdo do titdnio. Os resultados mostraram que a superficie aspera
criada pelo jateamento era um tanto quanto irregular, com picos afilados
¢ particulas aderidas de areia e taxa de corrosdo aumentada. Estas
caracteristicas foram modificadas pelo acido oxalico. O contorno da
superficie aspera se tornou mais regular ¢ arredondado, as particulas
introduzidas foram removidas completamente ¢ o grau de corrosdo
diminuido. A modificagdo causada pelo condicionamento com acido
oxalico também criou numerosos microporos secundarios (2 pm de
didmetro) na base da macrotextura da superficie jateada. Segundo os
autores, este tipo de superficie com jateamento modificado ¢ exequivel e
confiavel para ser aplicado em implantes odontoldgicos, sem nenhum
dano a biocompatibilidade do titanio. Superficies rugosas geralmente
tém demonstrado altos valores em provas mecanicas, indicando uma
interface osso-implante mais forte.

Com o objetivo de avaliar a morfologia, rugosidade e area de
superficie de amostras de titanio com diferentes topografias (Ti cp),
Bathomarco et al. (2004) realizaram uma analise através de microscopia
de for¢a atdmica (AFM). Eles utilizaram amostras de superficie
maquinada e trés com tratamento de condicionamento com banhos de
acido cloridrico (HCl), seguido de 4cido hidrofluoridrico (HF) e 4cido

nitrico (HNO3) e outra amostra que com jateamento de particulas de
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TiO, de 50 pm de didmetro. A ultima amostra recebeu os tratamentos de
jateamento e condicionamento acido. O estudo concluiu que os
implantes que receberam jateamento apresentaram a superficie mais
rugosa seguidos pelos que receberam condicionamento acido. Os
implantes jateados que receberam tratamento 4acido apresentaram
diminui¢do na rugosidade de superficie ¢ o grupo controle foram os
maquinados. Do ponto de vista da energia superficial os implantes que
receberam jateamento com TiO, deveriam ter mais pontos finos
avaliados para os osteoblastos facilitando a aderéncia sobre superficies
hidrofobicas. Entretanto, o compromisso entre a area de superficie ¢ a
molhabilidade parece ter alcangado maximizagdo para a osseointegragao.

Wennerberg et al. (2004) foram categoéricos em relatar que uma
variagdo de rugosidade de superficie muito especifica, com um valor de
R, entre 1 e 1,5 um, ¢ fator que aumenta a possibilidade de uma
superficie “ideal” para que ocorra a osseointegragao.

Conteno et al. (2005) estudou o condicionamento acido em
superficies de titanio e, relatou que esse procedimento causa diferentes
graus de corrosao e modificagdo na superficie com o aumento da R,.

Em uma revisdo de literatura, Rompen et al. (2006) discutiram
sobre os efeitos da topografia de superficie em implantes odontologicos
sobre a integracdo com os tecidos moles. Eles concluiram que, apesar da
superficie rugosa apresentar melhores condigdes para a formagdo e
estabilizagdo da rede de fibrinas para a ades@o celular, as superficies
maquinadas apresentavam in vivo, melhor adesao celular ao titanio.

O sucesso clinico de restauragdes com implantes de titanio ¢
conseguido mediante desenho, tratamento e qualidade da superficie,

técnica cirurgica, qualidade dssea e suporte de carga como relataram
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Castilho et al. (2006). Para esses autores, a composi¢do quimica da
superficie dos implantes pode variar consideravelmente devido a
fabricagdo e acabamento, usinagem, tratamento térmico, decapagem e
até mesmo procedimentos de esterilizagdo.

Kim et al. (2008) estudaram as superficies com jateamento de
oxido de aluminio e acondicionadas por ataque acido. Esses autores
relataram que as duas superficies tiveram efeitos benéficos em relagdo a
biocompatibilidade e formagdo 6ssea ao redor dos implantes. Por mais
que ocorresse uma diminui¢do no valor de rugosidade apds esses tipos
de tratamentos de superficie, se desenvolveram pequenas cavidades
uniformes de 1 a 2 um de didmetro e picos definidos na superficie.

Carvalho et al. (2009) estudaram o tipo de tratamento de
superficie nos implantes dentarios por meio de uma revisdo das
diferentes superficies de implantes citadas na literatura, assim como seus
efeitos na qualidade da osseointegragdo, na biomecanica da distribui¢do
de forgas e no sucesso em longo prazo. Esses autores relataram que as
modifica¢des no desenho do corpo e na superficie do implante tém sido
sugeridas para aumentar o sucesso em 0ssos menos densos por meio do
hipotético ganho de uma melhor ancoragem e uma maior area de
superficie para a distribuicdo das cargas oclusais. As propriedades
superficiais mais importantes citadas pela literatura encontrada pelos
autores foram topograia, quimica, carga superficial ¢ molhamento.
Processos relevantes para a funcionalidade do dispositivo tais como a
adsor¢do de proteinas, interagdo célula-superficie e desenvolvimento
celular e tecidual na interface entre o organismo e o biomaterial, sdo
afetados pelas propriedades superficiais do implante. Os implantes

podem ser classificados de acordo com a sua composi¢do em implantes
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de titdnio ou constituidos de outros materiais (tantalo, ouro, ceramicas,
zirconia, etc). As superficies dos implantes de titdnio podem ser
classificadas em cinco grupos: usinadas, macrotexturizadas,
microtexturizadas, nanotexturizadas ou biomiméticas. Foram utilizadas
as seguintes bases de dados para a pesquisa: Medline, Bireme, Biblioteca
Cochrane, BBO e Lilacs, nos ultimos 27 anos. De um total de 267
artigos, foram selecionados 36. A literatura demonstra que os implantes
com superficie rugosa apresentam uma maior area de contato 0Sso-
implante e melhores caracteristicas biomecanicas. Os implantes mais
utilizados nas pesquisas de analise de superficie foram os de Ti cp. Os
tipos de superficie mais estudados na literatura foram a usinada, seguida
de spray de plasma de titanio (SPT) e da superficie com cobertura de
hidroxiapatita.

O estudo de Elias e Mattos (2009) revelou que o processo de
osseointegragdo dos implantes pode ser modificado pela qualidade e
morfologia da superficie dos implantes. Segundo os autores, essas
superficies podem ser submetidas a diversos protocolos de tratamento. O
primeiro grupo ¢ formado pelos implantes recobertos por hidroxiapatita
com a funcdo de qualificar a osseointegracdo. Um segundo grupo por
jateamento com particulas abrasivas, ataque com acidos ou deposigdo de
particulas de oxido de titdnio. O terceiro grupo realiza tratamentos
termoquimicos para aumentar a espessura da camada de 6xido e ativar a
superficie do titanio. O quarto grupo o implante ¢ usado na condigdo

como usinado.
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2.2 Adesdo bacteriana e formacao de biofilme em titanio

Biomateriais para a restaurag@o das fungdes orais sdo propensos a
colonizacdo bacteriana e formacao de biofilme (Mabboux et al., 2004).
O Dbiofilme ¢ definido como uma ou mais comunidades de
microrganismos embebidas em uma matriz ou glicocalice que recobrem
uma superficie soélida (Jorge, 2007). O biofilme estd intimamente
relacionado ao desenvolvimento das doengas carie, periodontal (Loe et
al., 1965; Van Houte, 1980; Gibbons, 1989; Leite, 2009) e doengas peri-
implantares (Subramani et al., 2009; Busscher et al., 2010; Soukos e
Goodson, 2011).

Os fatores de risco associados a peri-implantite parecem estar
relacionados & composicdo do biofilme ao redor do implante e a
habilidade da bactéria aderir na sua superficie (Quirynen et al., 2002).
As irregularidades dos implantes promovem a formagdo do biofilme
porque aumentam a area disponivel para a adesdo e principalmente,
porque protegem as bactérias dos mecanismos de controle e regulacdo da
microbiota bucal, como o sistema salivar, mastigacdo, degluticao
(Newman, 1974) e procedimentos de higiene bucal (Quirynen et al.,
1990).

Essa associagdo entre quantidade de biofilme dentario e
rugosidade superficial foi verificada sobre diferentes materiais
odontologicos como: ceramicas, titdnio e resinas acrilicas e foi
verificado que quanto maior a rugosidade de superficie, maior era o

acumulo de biofilme (Rimondini, 1997; Kawai et al., 2000).
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Estudos in vivo, usando variadas metodologias, tém demonstrado
diferencas no biofilme dentario formado sobre diferentes materiais, o
que parece resultar do efeito das diferentes propriedades dos mesmos
(Wise e Dykema, 1975; Auschill et al, 2001; Auschill et al., 2002;
Konishi et al., 2003).

Foi relatado que a composi¢do dos biomateriais pode ter
influéncia no biofilme (Teughels et al, 2006), além disso, eles sdo
amplamente utilizados nas areas de Odontologia e Medicina. No entanto,
ha a problematica de formacdo de biofilme sobre essas superficies
(Mabboux et al., 2004; Periasamy e Kolenbrander, 2009). A solugdo
desse problema, passaria pelo desenvolvimento de biomateriais que
possibilitassem uma perfeita integracdo com o tecido do hospedeiro, e
que limitasse a habilidade de colonizagao bacteriana (Drake et al. 1999).

Os estudos de Rams e Link (1983) e Rams ef al. (1984) foram os
primeiros a investigar a composi¢do da microbiota do sulco e bolsa peri-
implantar. Esses ultimos colheram amostras de 17 implantes intradsseos
colocados hd pelo menos 6 meses, em 13 pacientes, utilizando
microscopio de contraste de fase. Os pesquisadores encontraram altos
niveis de espiroquetas e bastonetes moveis em 3 implantes considerados
perdidos.

Mombelli et al. (1987) pesquisaram a comparagdo entre
implantes sadios daqueles acometidos por peri-implantite. Os autores
utilizaram microscopio de campo escuro e meios de cultura. Os
resultados do estudo mostraram que nos implantes com peri-implantite
existia uma microbiota complexa com grande propor¢ao de anaerébios
Gram negativos, Bacteroides spp., Fusobacteruim spp., espiroquetas,

fusiformes e bastonetes mdveis. Ja nos sitios sadios havia uma grande
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quantidade de cocos ¢ uma pequena quantidade de bastonetes moveis ¢
fusiformes, ndo estando presentes espiroquetas.

Com relagdo aos biomateriais, as investigacdes tem se
preocupado com a resposta dos tecidos no que tange a
biocompatibilidade. Elagli et al. (1992) estudaram os efeitos do titanio
em pod sobre cepas bacterianas encontradas na placa dental ou sulco
gengival:  Streptococcus sanguis, Peptostreptococcus —anaerobius,
Veilonella spp., Neisseria mucosa, Lactobacillus spp., Actinomyces
israelli e Fusobacterium nucleatum. Os microrganismos foram expostos
ao titdnio em po incorporado ao agar e em meio de cultura liquido.
Todas as cepas bacterianas desenvolveram colonias com distribuig@o
homogénea. Nao foram encontradas diferencas entre as placas com
titdnio em po nos controles e também ndo foram observadas areas com
inibicdo de crescimento bacteriano. Os autores concluiram que as
particulas de titanio ndo tiveram influéncia no crescimento bacteriano
das sete cepas estudadas e comumente encontradas na cavidade bucal.

De acordo com Gatewood et al. (1993), o biofilme bacteriano
provoca uma rea¢do inflamatoria aos tecidos peri-implantares, sendo
essa reacao semelhante nos tecidos periodontais. Segundo esses autores,
fatores como tipo e localizacdo dos conectores protéticos, altura
inadequada dos conectores e localizagdo desfavoravel do implante
dificultam a higienizagdo por parte do paciente, podendo levar ao
desenvolvimento de mucosite e/ou de peri-implantite.

Em estudo in vitro, Chang e Merritt (1994) verificaram a
aderéncia bacteriana, contaminagdo e consequente infeccdo local de
implantes. O trabalho foi desenvolvido usando corpos de prova de

formato cilindrico de 3 mm x 10 mm, de materiais ortopédicos grau
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cirargico de ago inoxidavel 316 1, titdnio comercialmente puro,
polimetilmetacrilato sem gentamicina e com gentamicina. Os corpos de
prova de todos os grupos do estudo foram introduzidos em tubos teste
contendo caldo de soja tripticase (TSB), inoculado com suspensio de 107
UFC/ml de S. epidermidis RP 62A e incubados sob agitacdo constante a
37°C. Em seguida os corpos de prova foram lavados com solugdo salina
estéril, colocados em tubos separados contendo solugdo salina e
posteriormente levados ao banho ultrasonico durante 15 minutos. A
suspensdo bacteriana resultante foi usada para contagem de colonias em
Agar de soja tripticase (TSA). Os resultados obtidos mostraram que a
aderéncia bacteriana ao ago inoxidavel foi significativamente maior do
que aos outros materiais estudados ¢ que a aderéncia ao
polimetilmetacrilato com gentamicina foi significativamente menor. A
diferenca na aderéncia entre polimetilmetacrilato e titdnio ndo foi
significante. Os pesquisadores concluiram que a habilidade do
organismo de aderir ao material in vifro esta relacionada a propensdo de
causar infec¢do aos tecidos circunjacentes ao biomaterial.

Persson et al. (1996) examinaram a microbiota da superficie
interna de 28 componentes de implantes de Branemark em 10 individuos
parcialmente edéntulos. Foi avaliada a colonizagdo bacteriana na
superficie interna de componentes de implantes a partir de exames
microbioldgicos e radiograficos de proteses fixas que estiveram em uso
por um periodo de 1 a 8 anos. As amostras bacterianas foram obtidas de
varias superficies internas do sistema implante, onde a identificacao foi
baseada na coloragdo de Gram, sensibilidade ao oxigénio e testes
bioquimicos. A superficie interna dos diferentes componentes do

implante Brinemark, apés varios periodos de uso na cavidade oral,
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consistiu de microbiota anaerdbia. As amostras individuais mostraram
grande variagdo. A microbiota constituiu de estreptococcos facultativos
e  anaerdbios, bacilos  anaerdébios  Gram-positivos  como:
Propionibacterium  spp., Eubacterium spp., Prevotella spp. e
Porphiromonas spp.

Esposito et al. (1998) realizaram uma revisdo meta analitica sobre
os critérios epidemiologicos de sucesso ¢ dos fatores biologicos que
contribuem para a falha dos implantes orais osseointegrados e, dentre os
diversos fatores relacionados, verificaram que os implantes com
tratamento de superficie apresentavam maior prevaléncia de perda por
peri-implantites do que os implantes usinados, sendo atribuido as
diferengas de desenho e caracteristicas de superficie.

No estudo de Steinberg et al. (1998) foi relatado sobre a
aderéncia de Actinomyces viscosus, Actinobacillus
actinomicetemcomitans e Porfhyromonas gingivalis ao titanio (Ti) e a
liga de titanio (Ti-6Al-4V) revestido com albumina ou saliva humana.
Todas as cepas testadas mostraram adesao maior a liga de titanio do que
ao titanio propriamente dito. O estudo concluiu que as bactérias orais
tém diferentes afinidades de adesdo para titdnio e liga de titanio,
enquanto que a albumina e a saliva reduzem a aderéncia bacteriana.

Em relacdo a influéncia da modificacdo de superficie do titdnio
sobre a adesdo inicial da Porphyromonas gingivalis e Actinobacillus
actinomicetencomitans, Yoshinari et al. (2000) relataram que as
modificagdes de superficie foram realizadas por processos secos que
incluiram implantacdo dos ions (Ca+, N+, F+), oxidagdo (oxidagdo
anodica e spray de titanio), revestimento com ion (TiN, alumina) e

emissdo de ions mistos (Ag, Sn, Pt) com Ar+ sobre placas polidas de
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titdnio puro. Comparando-se as duas bactérias, foram observadas
grandes quantidades de P. gingivalis ¢ A. actinomycetencomitans
aderidas as placas de titanio puro polido. Os resultados indicaram que os
implantes de titdnio expostos na cavidade oral requerem a modificagdo
de superficie para inibir a aderéncia bacteriana e que a modificacdo de
superficie com processo seco seria util para controlar a adesdo
bacteriana, bem como assegurar a resisténcia contra a corrosio.

Segundo Heydenrijk et al. (2002), a microbiota oral ¢
determinante na composi¢do da microbiota peri-implantar e a microflora
presente ao redor de implantes estaveis ¢ semelhante a placa subgengival
de pacientes saudaveis, assim como a placa na peri-implantite ¢ a mesma
da doenga periodontal. Além disso, esses autores afirmaram que os
microrganismos potencialmente patogénicos da flora oral ndo estdo
necessariamente associados a etiologia da peri-implantite a qual ¢
provavelmente multifatorial, e que as caracteristicas genéticas do
hospedeiro sdo fatores a serem considerados.

Scarano et al. (2003) citam que o nitrato de titdnio tem sido
utilizado por ser um revestimento cirirgico fazendo com que os
materiais fiquem mais resistentes ao desgaste e a corrosdo. Em funcdo
dessa caracteristica os autores realizaram uma avaliagdo in vivo para
verificar a adesdo bacteriana em grupo teste com nitrato de titdnio
revestido (TiN) e o grupo controle ndo revestido. Participaram do estudo
6 pacientes com idade entre 21 a 25 anos e excelente satide sistémica,
boa satde periodontal e sem sinais de respiracao bucal. Foi colocado em
cada um dos participantes do estudo um dispositivo de acrilico
removivel adaptado na regido de pré-molares de cada quadrante da

mandibula. Um implante de titdnio de 4 x 13 mm foi colocado na face
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vestibular de cada dispositivo. O implante passou por pulverizagdo de
plasma spray em 11,5 mm do corpo do implante, enquanto que a cervical
foi maquinada. Apos 24 horas, os implantes foram removidos de cada
dispositivo e processados para visualizagdo em MEV para a avaliagdo da
porcao usinada do implante coberto por bactérias. Os resultados do
estudo mostraram que nos implantes teste a superficie coberta por
bactérias foi significativamente menor em relacdo com a de implantes do
grupo controle. A rugosidade da superficie foi semelhante em ambos os
grupos, enquanto que as superficies de TiN mostraram uma significativa
redugdo da presenca de bactérias, ¢ este fato poderia ser importante na
diminui¢@o da inflamag@o dos tecidos moles peri-implantares.

Kuula et al. (2004) revelaram que estudos in vitro t€ém mostrado a
atracdo bacteriana de diversas espécies as superficies de titdnio através
de suas membranas protéicas. Entre elas, a Fusobacterium nucleatum
parece ter pouca atragdo pelo titdnio. Ja a P. gingivalis e a Prevotella
intermidia t€ém um nivel maior de afinidade ao titdnio. Se algumas
bactérias anaerdbias tém a capacidade de aderir diretamente a superficie
inerte do titdnio, isso pode ter consequéncia no manejo da infec¢dao dos
tecidos peri-implantares.

Pier-Francesco et al. (2006) relatam que o implante tem sido um
material muito utilizado na Odontologia por ser uma importante
alternativa para o tratamento de dentes perdidos. As falhas desse
biomaterial sd3o causadas pela infeccdo bacteriana (peri-implantite)
ocasionando perda de tecido Osseo e consequentemente perda do
implante. Para esses pesquisadores a adesdo bacteriana na superficie dos
implantes pode ser influenciada pela rugosidade de superficie do

material e energia livre de superficie. Os autores desenvolveram um
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estudo sobre essa tematica objetivando modificar as propriedades do
titanio e identificar o efeito das modificagdes sobre a adesdo bacteriana.
Foram preparadas 16 amostras de titdnio com diferentes rugosidades
(R,;=34,57-449,42 nm) usando procedimentos de polimento especificos.
Dessas amostras, seis foram quimicamente alteradas por tratamento com
plasma argoénio e imersdo em solucdo de silano para produzir diferentes
hidrofobicidades de superficie. Um teste de adesdo in vitro usando
Porphyromonas gingivalis foi usado para avaliar o efeito da modificagdo
sobre a adesdo bacteriana. A superficie do material com R,=155,00+5,79
nm, categorizada como muito lisa, teve uma significante reducdo da
adesdo bacteriana. Esta redu¢do ndo ocorreu com as superficies lisa
(R,=155,004+33,36 nm), rugosa (R,=223,24+9,86 nm) ou muito rugosa
(R,;=449,42+32,97 nm). A alteragdo da hidrofobicidade da superficie do
material ndo fez efeito sobre a adesdo bacteriana. Os autores concluiram
que a adesdo de Porphyromonas gingivalis ao titanio foi inibida para
superficie com niveis de rugosidade abaixo daqueles geralmente
encontrados para implantes (R,=350 nm). As consideragdes sobre esses
achados podem ser benéfica na produgao de implantes de titdnio a fim de
reduzir a colonizacdo bacteriana.

Alguns pesquisadores como Jardim Jr. et al. (2006) avaliaram as
caracteristicas de topografia superficial e contaminacdo de implantes
desenvolvidos para pesquisas. Utilizaram implantes com tratamento de
duplo ataque acido e analisados através de interferometria a laser e
culturas por 3 e 14 dias a 37°C. Os resultados ndo apresentaram
microrganismos na superficie independente da rugosidade superficial.

Segundo Teughels ef al. (2006) superficies rugosas acumulam e

retém maior quantidade de placa. Além disso, apds varios dias de
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formacdo de placa “sem perturbagdo”, superficies rugosas desenvolvem
uma placa mais madura caracterizada pelo aumento de colonias,
organismos moveis ¢ espiroquetas. Assim, com a consequéncia de sua
forma, superficies dentarias com a superficie rugosa sfo mais
frequentemente cercadas por um periodonto inflamado, caracterizado por
um alto indice de sangramento, aumento do liquido clevicular e aumento
do infiltrado inflamatério.

Fiirst et al. (2007) observaram uma deficiéncia de informagdes
sobre a colonizagdo inicial ¢ a formagao do biofilme nos implantes de
titanio, ¢ nenhuma informac¢do do impacto das bactérias presentes nos
dentes vizinhos. Assim, em seu estudo avaliaram implantes 30 minutos
apos a sua colocagdo, 1, 2, 4, 8 ¢ 12 semanas apos, observando que a
colonizagdo iniciava 30 minutos ap6s a colocagdo do implante.
Salientaram ainda que a colonizagdo inicial se da em padrdes diferentes
quando se considera a superficie dentaria e a superficie do implante,
principalmente no padrdo de distribuicdo de A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis e algumas espécies de estreptococos.

Berglundh et al. (2007) estudaram superficies tratadas com a
associagdo de jateamento e condicionamento acido na progressao
espontanea da peri-implantite em caes. Esse estudo concluiu que a
progressdo da peri-implantite € mais acelerada nas superficies rugosas do
que nas superficies polidas (lisas).

Alguns pesquisadores como Esposito ef al. (2007) relataram que
apesar de nao terem encontrado evidéncias de que determinada
superficie seja fator decisivo para o sucesso a longo prazo dos implantes,
concluiram em seu estudo que os implantes usinados tém menores

probabilidades de desenvolverem peri-implantite cronica.
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Pongnarisorn et al. (2007) avaliaram diferentes tipos de
tratamento de superficie na porgdo transmucosa de implantes. Utilizaram
os implantes usinados, condicionados com ataque acido, anodizados ¢
usinados com uma fenda circunferencial. Sugeriram que o
desenvolvimento da inflamagdo associada aos implantes independe do
tipo de superficie, mas sim a presenca de placa. Além disso, observaram
que o tipo da superficie nao tem influéncia na qualidade do infiltrado
inflamatorio, sendo as células T predominantes em todos os casos, assim
como parece ndo ter influéncia no tipo de microbiota peri-implantar.
Embora a presenca de ranhuras na area subgengival facilita o acimulo
de placa e, consequentemente, aumenta o infiltrado inflamatoério. Essa
pesquisa concluiu que ndo houve relacdo entre os diferentes tipos de
superficies, tanto na natureza do infiltrado inflamatério e nem na
microbiota peri-implantar.

Silva et al. (2007) revelaram que as complicagdes biologicas em
implantes relacionadas a mucosite peri-implantar e a peri-implantite, t€ém
sido descritas e evidéncias sugerem um papel primdrio do biofilme
bacteriano na etiologia destas doengas. Os processos bioldgicos que
podem levar a falha dos implantes ap6s a confec¢do das proteses ainda
sao pouco compreendidos. Em relacdo a isso, diversas variaveis como
idade, género, indice de higiene bucal, presenca de mucosa queratinizada
e auséncia de terapia periodontal de suporte, t€m sido relatadas como
potenciais fatores de risco para as doengas peri-implantares e ainda
necessitam de maiores investigacdes cientificas. Além disso, sdo
controversos os achados de estudos prévios sobre a influéncia de
determinadas caracteristicas relacionadas ao individuo como presenga ou

historico de doenca periodontal e outras relacionadas aos implantes,
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como o tempo de fung@o, no desenvolvimento dessas doengas. Os
autores realizaram um estudo transversal a fim de investigar a
prevaléncia de complicacdes bioldgicas em implantes e potenciais
indicadores de risco em 125 individuos parcialmente desdentados. As
prevaléncias de mucosite peri-implantar e de peri-implantite foram,
respectivamente, de 72,8% e 8%. O tempo de fung@o dos implantes foi
associado com uma profundidade de sondagem peri-implantar
aumentada e com perda 6ssea. Apesar de individuos com periodontite
apresentarem maior profundidade de sondagem peri-implantar e
supuragdo sua presenca nao foi associada significativamente com a
ocorréncia das doengas peri-implantares. Os resultados deste estudo
demonstraram a importancia da utilizagdo dos parametros clinicos no
monitoramento dos implantes osseointegrados, assim como a influéncia
das condigdes periodontais na manutengdo da saude peri-implantar.
Bjerkan et al. (2009) usaram um modelo in vitro de biofilme
onde foram comparados quatro métodos de amostragem em superficies
de discos de titanio e ago, os quais foram incubados em caldo de Mueller
Hinton. Cepas bacterianas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, e Propionibacterium acnes, foram
utilizadas para o estudo. As bactérias nao aderidas foram removidas por
lavagem. Foram utilizados 10 discos para cada cepa, onde compreendeu
a recuperagao bacteriana por: (1) sonicagdo dos discos, (2) raspagem dos
discos utilizando laminas cirGrgicas em placas de agar, (3) raspagem dos
discos seguida por mistura de vortice das laminas cirurgicas e (4)
raspagem dos discos seguido de sonicacdo das laminas cirtrgicas.
Culturas quantitativas de bactérias foram realizadas para cada método de

amostragem. Os resultados do estudo demonstraram que com excegao
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dos S. epidermidis em superficie de ago, a sonicagdo se mostrou eficiente
e confidvel, desalojando bactérias do biofilme. Quanto aos métodos de
raspagem, ndo desalojaram bactérias do biofilme. Eles concluiram que a
raspagem de superficies metalicas ndo ¢ um método adequado para
utilizagdo de amostras de bactérias do biofilme in vitro.

As inovagdes nas técnicas cirtirgicas, na forma e superficie dos
implantes e nos componentes protéticos, t€ém trazido resultados cada vez
melhores na reabilitagdo com implantes segundo Gongalves et al.
(2009). Para os autores, entre os inumeros discursos positivos podem-se
verificar algumas duavidas, principalmente relacionadas a manutencdo
dos implantes provocada pela peri-implantite, doenga que pode
ocasionar a perda Ossea e o fracasso da restauracdo. Assim como a
doenga periodontal, a peri-implantite também apresenta carater
multifatorial ¢ vem sendo discutidos, além de varias terapias sugeridas
para o seu tratamento, entre elas estdo os procedimentos mecanicos de
raspagem e remogdo do biofilme peri-implantar, associados ou ndo as
terapias antimicrobianas locais ou sistémicas. Os autores avaliaram o
potencial de redugdo bacteriana do laser de diodo 980 nm em trés
diferentes tipos de superficies de implantes dentarios contaminados com
Enterococcus faecalis e Porphyromonas gingivalis, bem como estudar
por microscopia eletronica de varredura possiveis alteragdes na
superficie dos implantes irradiados. Foram utilizados 72 implantes com
diferentes tratamentos de superficie (usinado, jateados com oxido de
titanio e ataque acido). Os implantes foram contaminados com duas
cepas bacterianas, Enterococcus faecalis € Porphyromonas gingivalis, e,
posteriormente, irradiados pelo laser de diodo 980 nm, nas poténcias de

2,5 e 3,0 W. Apods os tratamentos a laser, o nimero de unidades
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formadoras de colonias foi analisado ¢ o grupo controle, ndo
contaminado, mas irradiado pelo laser, foi submetido a microscopia
eletronica de varredura, para a avaliagdo de possiveis alteragdes na
superficie dos implantes. Os resultados mostraram que houve 100% de
reducdo bacteriana nos implantes irradiados com 3,0 W, e reducdo
bacteriana total dos implantes contaminados com Porphyromonas
gingivalis, mesmo quando irradiados com 2,5 W. A reducdo bacteriana
s6 ndo foi total para os implantes contaminados com Enferococcus
faecalis irradiados com poténcia de 2,5 W e com superficie jateada com
oxido de titanio (TiO,) (78,6%), e com superficie com ataque acido
(49,4%). A analise em microscopia eletronica de varredura mostrou que,
com os parametros energéticos utilizados nesta pesquisa, ndo houve
altera¢@o da superficie dos implantes. Foi concluido que o laser de diodo
980 nm foi efetivo na descontaminagdo do Enterococcus faecalis e
Porphyromonas gingivalis sem promover a alteracdo na superficie dos
implantes.

Mioralli (2009) estudou a aderéncia bacteriana e formacao de
biofilme em superficie de titdnio comercialmente puro de superficie lisa
e modificada por irradiacao a laser. Foram usados corpos de prova em
forma de discos com dimensdes 12 mm x 2 mm e duas cepas bacterianas
de Streptococcus mutans e Stahylococcus epidermidis. A topografia das
superficies foi visualizada por MEV. Os discos de Ti cp foram incubados
em meio de cultura caldo de Mueller Hinton inoculado com suspensio
bacteriana da ordem de 10° (UFC/ml), durante 1, 6, 24, 48 ¢ 72 horas. A
cada intervalo de tempo os discos foram retirados, lavados em solugdo
salina fisiologica e apds foram colocados em novos tubos contendo 5,0

ml de solugdo salina fisiologica esterilizada e submetida ao banho
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ultrassonico de 40 kHz por 8 minutos. Foram realizadas diluigdes
seriadas (10" — 10), semeadas em 4gar Mueller Hinton e as placas
incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C para aguardar o
desenvolvimento bacteriano. As colOnias crescidas foram contadas,
numeradas e o valor expresso em UFC/ml para cada dilui¢ao. Os discos
removidos do banho ultrassonico foram preparados para observacao em
MEV. A medida do angulo de contato foi verificada por meio de
gonidmetro. O resultado da avaliagdo da viabilidade das células de
biofilme de S. mutans sobre a superficie lisa em média foi de 1,66 + 1,67
x 10° e sobre a superficie rugosa 1,06 = 1,07 x 10® num intervalo de
confianga de 5%, as medidas ndo foram significativamente diferentes.
Em média as células viaveis do biofilme de S. epidermidis sobre a
superficie lisa foram de 6,68 + 5,83 x 10° num intervalo de confianga de
5%, as médias ndo sdo significativamente diferentes. Em média as
células viaveis do biofilme de S. epidermidis, recuperadas em varios
intervalos de tempo (1, 6, 24, 48 ¢ 72 h) da superficie rugosa 7,16 + 2,34
x 10° (x=5%) sdo significativamente diferentes. Apesar de a superficie
lisa ser hidrofobica, com um angulo de 75° e a superficie rugosa
hidrofilica, ambas as superficies permitiram a aderéncia bacteriana e
formagao de biofilme, o que foi comprovado por MEV e por cultura.
Quando comparadas as superficies lisa e rugosa, ndao foi observada
reducdo significante no nimero de bactérias aderidas a superficie rugosa,
0 que permitiu os autores concluirem que a modificagdo de superficie
por laser de alta intensidade cria superficie favoravel para aderéncia de
S. mutans e S. epidermidis, sem reduzir a aderéncia bacteriana, o que

pode ser fator de risco para adquirir infeccao.
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O sucesso dos implantes dentarios depende da osseointegracdo
entre o implante e osso circundante e de uma mucosa livre de processo
inflamatorio, segundo Biirgers et al. (2010). Esses autores revelaram que
enquanto os problemas na cicatrizagdo 6ssea de implantes parecem estar
em grande parte resolvida, a vedag@o da superficie do implante pode ser
crucial para o sucesso terapéutico em longo prazo. A adesdo microbiana
e a acumulacdo do biofilme desempenham papéis importantes na
patogénese da peri-implantite ¢ consequente perda do implante. Eles
objetivaram desenvolver um estudo in vitro ¢ in vivo, tendo duas
finalidades: avaliar a formacdo inicial de biofilme em superficies
diferentes de implante de titanio, por meio de duas técnicas fluorescentes
altamente sensiveis e, segundo, para correlacionar os dados com
diferentes propriedades da superficie. Para a formagao de biofilme in
vivo foram colocados discos de titdnio na face vestibular de dentes
molares de seis participantes do estudo durante 12 horas. Como
tratamentos de superficie foram utilizados discos de titdnio puramente
usinado (Pt) e jateados seguido de ataque acido (Prom), para verificacao
da adesao bacteriana in vitro. Foi utilizada ap6s a incubagao a suspensao
de Streptococcus sanguinis (37°C, por 2 h). Bactérias aderentes foram
quantificadas pela técnica de fluorescéncia: coloracdo de resazurina em
combinagdo com um leitor de fluorescéncia automatizado para
verificagdo de células vivas e mortas e microscopia de fluorescéncia. Os
resultados mostraram que na superficie Prom a rugosidade média (R,)
foi significativamente maior (0,95 mm). Os testes in vitro e in vivo
mostraram uma adesdo significativamente maior de bactérias em Prom
do que a superficie Pt. A formagdo inicial de biofilme em Pt

correspondeu a modificacdo da superficie circular sobre o substrato.
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Ambas as observagdes podem ser atribuidas a influéncia predominante
da superficie rugosidade na adesdo bacteriana. Essa pesquisa concluiu
que a adesdo bacteriana inicial as superficies de titanio com texturas
diferentes ¢ primariamente influenciada pela R,, enquanto que a
influéncia da energia livre de superficie parece ser de menos
importancia. Assim, as partes microestruturadas de um implante que sao
expostos a cavidade bucal devem ser altamente polidas para evitar o
acimulo de placa bacteriana. Ambas as técnicas fluorescentes testadas,
mostraram-se altamente sensiveis e reprodutiveis para a quantificagdo e
formacdo do biofilme sobre superficies de implantes de titanio.

Romeiro er al. (2010) enfatizaram que a aderéncia de
microrganismos as superficies bucais rigidas como o esmalte, material
restaurador ou implante, ¢ um pré-requisito para a formagao do biofilme,
que pode, eventualmente ocasionar carie, doenca periodontal ou peri-
implantite. Esses autores analisaram in vitro a aderéncia bacteriana de
Streptococcus sanguinis as superficies dos implantes dentarios tratados
com jateamento de fosfato de calcio, anodizacdo, duplo ataque 4cido e os
de superficie lisa. Foram selecionados 40 implantes, sendo 10 de cada
superficie. Para andlise da aderéncia, foram preparadas suspensdes do
microrganismo contendo 10° células/ml em espectrofotdmetro. O
implante foi removido da embalagem e colocado diretamente no caldo.
Em seguida, foram acondicionados separadamente em pogos de placas
de cultura de células contendo caldo sacarosado (placa in vitro) e a
suspensdo do microrganismo. Apds 24 h de incubacao a 37°C e 5% de
CO,, os implantes foram lavados trés vezes durante um minuto em
solucdo salina estéril e colocados em sonicador com 10 ml de salina para

dispersao das células aderidas. A seguir, foram realizadas dilui¢des

53



seriadas ¢ semeaduras em meios de cultura especifico para cada
microrganismo. Apds 48 h de incubagdo a 37°C ¢ 5% de CO,, foi
realizada a contagem de unidades formadoras de colonias (UFC/ml) e os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), teste de
Tukey, com nivel de significancia de 5%. Os resultados demonstraram
uma grande aderéncia dos microrganismos as superficies estudadas. A
superficie anodizada apresentou os menores valores de aderéncia dos
dois microrganismos, ja a superficie submetida ao duplo ataque acido
apresentou maiores valores de UFC/ml.

Frojd et al. (2011) relataram que o tecido mole ao redor dos
implantes dentarios forma uma barreira entre o meio bucal e do osso-
implante, sendo um fator crucial para o sucesso a longo prazo da terapia.
Revestimentos de derivados nanoporosos em TiO, tém sido utilizados
para melhorar a fixag¢ao do tecidos ao implante. No entanto, o seu efeito
na adesdo e formagao de biofilme por bactérias orais ¢ desconhecido. Em
virtude disso, esse estudo investigou as propriedades de superficie em
pilares de implantes torneados, revestidos de sol-gel de TiO, nanoporoso
e superficies anodizadas Ca'?, verificando a formacdo de biofilme de
dois colonizadores orais: Streptococcus sanguinis e Actinomyces
naeslundii. As bactérias foram detectadas usando a hibridizacdo
fluorescente in situ com microscopia confocal de varredura a laser. Os
resultados do estudo com interferometria e microscopia de for¢a atomica
revelaram incubag@o das bactérias S. sanguinis ¢ A. naeslundi em toda
superficie lisa. Nao houve diferengas na adesdo entre as superficies no
periodo de 2 horas. Apo6s 14 horas, o nivel de crescimento do biofilme
foi baixa, e, novamente, ndo houve diferengas entre as superficies

estudadas. A presenga de saliva diminuiu o volume de biofilme de S.
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sanguinis ¢ A. naeslundi em 10 vezes em comparagdo quando nao havia
presenca de saliva, isso se deve a adesdo aumentada ao invés do
crescimento do biofilme. O estudo concluiu que a modificagdo nano-
topografica da superficie de titanio lisa ndo teve nenhum efeito na
adesdo bacteriana no inicio do experimento, em comparagdo com as
superficies transformadas ou aquelas tratadas com oxidag¢ao anddica na
presenca de Ca,. A presenga de saliva levou a um significante aumento
no volume do biofilme, mas n3o foram observadas diferencas
significativas entre as superficies de teste. Estes dados observados
sugerem que a modificagdo com sol-gel de TiO, nanoporoso in vivo, ndo
causaram maior formacdo de biofilme se comparada as outras superficies

testadas.

2.3 Sistema de boca artificial — técnica do microcosmo

O estudo da placa in vivo se torna dificil devido a sua
heterogeneidade, a pouca quantidade disponivel, acesso limitado, os
ambientes variados e sem a possibilidade de controle, além dos
problemas éticos. A placa dental humana ¢ um biofilme complexo com
diferentes concentragdes de espécies bacterianas nos diferentes
ambientes. Frente as limitagdes citadas, Wong e Sissons (2001)
desenvolveram um sistema de cultura de placa em “boca artificial”, com
o intuito de estudar o microcosmo, a fim de solucionar as limitagdes do
estudo dos biofilmes. O microcosmo ¢ definido como uma entidade

microbiologica que representa a placa dental natural in vitro. Desse
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modo, o microcosmo retém a complexidade natural do biofilme oral, sua
biodiversidade e estrutura heterogénea (Sissons et al., 1991; Sissons,
1997).

As propriedades de crescimento e patogenicidade da placa
bacteriana resultam da interagdo entre a microbiota e o ambiente oral e
tém sido estudadas através de modelos experimentais compostos por
espécies isoladas ou pequenos grupamentos como relatam os
pesquisadores Wong e Sissons (2001). Segundo os autores, a formagao
da placa a partir de microcosmos ¢ uma versdo in vitro da placa natural,
e tem sido explorada como um modelo de microflora porque esta situada
num ambiente mais controlado e manipulavel. O microcosmo ¢ obtido a
partir de uma “boca artificial”, ou seja, ¢ um sistema de cultivo de placa
das bactérias da flora natural in vivo. O meio de cultivo ¢ a saliva
humana. Para a obtengdo deste meio, coleta-se saliva de um doador que
se absteve de higiene oral por 24 h, visando aumentar as bactérias na
saliva). O objetivo desse estudo foi examinar se uma nova constitui¢ao
quimica definida de saliva artificial ou meio definido enriquecido com
mucina (DMM), poderia substituir por o meio utilizado anteriormente,
chamado de mucina basal média (BMM), um andlogo da saliva em
grande escala para a cultura de biofilme. O meio DMM contém varios
fons, mucina, aminoacidos, vitaminas e fatores de crescimento em
concentragdes geralmente semelhantes aos descritos na saliva, enquanto
que BMM continha extrato de levedura, peptonas e mucina. Concluiu-se
que houve taxas reais e padrdes de crescimento de biofilmes em placas
de microcosmos, com os meios DMM e BMM. No entanto, o uso de

DMM permite modificagcdes especificas nas condigdes de nutrientes
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durante a cultura em grande escala de biofilme no sistema de "boca
artificial" ou microcosmos.

Atualmente, alguns pesquisadores tém buscado a utilizagdo da
técnica do microcosmo a partir da saliva de pacientes devido a sua maior
capacidade de mimetizar a realidade da cavidade bucal para os mais
diferentes estudos, na maioria deles, voltada para as areas de Cariologia
e testes com substancias antimicrobianas (Sissons et al., 1991; Sissons,
1997; Filoche et al., 2007; Filoche et al., 2008; Leite, 2009; Zaura et al.,
2011). Esses pesquisadores utilizaram a técnica do microcosmo para
estudar biomassa e viabilidade bacteriana pos-tratamentos com
antissépticos orais, concluindo que a biomassa foi diminuida por todas as
solugdes testadas.

Noar et al. (2003) utilizaram a técnica do microcosmo e relataram
que a formag@o de biofilme em superficies metalicas combinadas com
um elevado teor de agua gerado a partir de saliva, produz um ambiente
ideal para o processo de corrosdo na boca. Grandes agregados de
bactérias formam catodos locais ou anodos, que resultam em uma
corrente de corrosdo. Além disso, a atividade do metabolismo das
bactérias pode levar a acumulagdo de acidos que podem favorecer a
corrosdo. Esses autores avaliaram o comportamento (in vifro) corrosivo
de restauragoes de amalgama de prata revestidas com magnetos
neodimio-ferro-boro. As placas foram cultivadas por microcosmo em
discos de neodimio-ferro-boro ou amalgama num fermentador. Os
biofilmes foram formados a partir de saliva artificial e o crescimento foi
determinado por contagem de células viaveis. Os resultados mostraram
que a corrosdo dos magnetos de neodimio-ferro-boro tiveram uma perda

média diaria de 0,115 £ 0,032%. No entanto, quando os magnetos
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estavam em estreita proximidade com o amalgama, a quantidade de
corrosdo foi reduzida a uma perda diaria de 0,066 + 0,023%. A maior
perda de elementos constituintes provenientes dos produtos de corrosido
dos magnetos foi observada para o ferro. A composi¢do das placas
apartir dos microcosmos entre os dois materiais, foram diferentes
significativamente. Estreptococos veillonella spp., presentes nos
biofilmes, cresceram em magnetos na presenga de amalgama. Os
esultados mostraram que a corrosdo de neodimio-ferro-boro ¢ limitada e,
na presenga de amalgama ¢ ainda mais reduzida. Estes autores sugerem
que o amalgama presente na boca ndo irda causar um aumento do risco
clinico, em termos de biocompatibilidade com neodimio-ferro-boro.
Walker e Sedlacek (2007) relataram que diversos modelos de
biofilme tém sido descritos para o estudo de bactérias associadas com a
placa bacteriana subgengival. No entanto, existem poucos modelos
disponiveis para o estudo da placa subgengival. Portanto, os autores
objetivaram desenvolver e validar um modelo que imitava a composicao
da flora subgengival. Eles descreveram um modelo de biofilme de placa
subgengival por meio de discos de hidroxiapatita os quais foram
revestidos durante a noite com 10% de saliva estéril, colocados em
placas de cultura de fundo plano contendo caldo tripticase de soja,
diretamente inoculados com uma pequena aliquota de placa subgengival
e incubadas anaerobicamente. Esses discos foram transferidos para meio
umido em intervalos de 48 horas até o seu completo crescimento e
formagao do biofilme em 10 dias. Os resultados do estudo mostraram
que com base em amostras de 8 individuos com periodontite e 8
individuos saudéaveis, o0 modelo rendeu um biofilme com multiespécies,

com resultado heterogéneo, consistindo de espécies gram-positivas e
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gram-negativas. Ainda o estudo revelou 15 a 20 espécies cultivaveis de
bactérias associadas com a flora subgengival ¢ comparaveis com as
amostras de placa iniciais de individuos saudaveis ¢ os biofilmes
maduros apresentavam similaridade de espécies em 81% e similaridade
de 70% nas proporgdes presentes. Os biofilmes formados a partir de
amostras obtidas de individuos periodontalmente doentes foram 69%
semelhantes em espécies. O estudo concluiu que esse modelo de
biofilme reproduziu a composicdo da placa subgengival de espécies
cultivaveis. Existiam diferengas entre biofilmes cultivados a partir de
sitios doentes e ndo doentes com presenca de agentes periodontais
patogénicos em niveis microbianamente significativos.

Ledder et al. (2009) utilizaram uma técnica de microcosmo para
avaliagdo de enzimas hidroliticas como agentes de controle de placa,
porém esse microcosmo foi criado a partir de culturas puras de
Actinomyces naeslundii, Fusobacterium nucleatum, Polymorphum,
Lactobacillus ~ rhamnosus,  Neisseria  subflava, — Porphyromonas
gingivalis, Prevotella oralis, Streptococcus mutans, Streptococcus
oralis, Streptococcus sanguinis e Veillonella dispar que cresceram em
anaerobiose a 37°C por 7 dias em meio Wilkins-Chalgren antes da
inoculacgao.

Mei et al. (2009) também se utilizaram da técnica de microcosmo
artificial para avaliagdo de biofilmes sobre superficie braquete-adesivo-
esmalte.

J& Guggenhein ef al. (2009) utilizaram essa mesma técnica para
avaliar a interagdo do biofilme formado com uma cultura primaria de
células epiteliais humanas para buscar um melhor entendimento entre o

biofilme e os tecidos do hospedeiro.
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Van De Sande ef al. (2011) salientaram que comunidades de
biofilmes naturalmente formados in vivo sao frequentemente dificeis de
estudar na maioria da condi¢des experimentais, porque apresentam uma
séric de varidveis ndo controladas e questdes ¢éticas. Segundo esses
autores, o desenvolvimento de metodologias que proporcionam a criagao
de biofilmes sob condigdes controladas tem sido tuteis para estudar
processos naturais. Os biofilmes formados pelo microcosmo tém
demonstrado a dindmica da complexa comunidade ¢ sdo semelhantes ao
biofilme dental natural. Segundo esses estudiosos os sistemas de
biofilmes sdo desenvolvidos em microplacas parecem ser uma
alternativa vantajosa para obter resultados rapidamente quando varios
testes precisam ser abordados. O objetivo deste estudo foi desenvolver
um modelo pré-clinico de formagao de biofilme determinando o tempo
de formagdo e regime de concentragdo em exposicdo a sacarose. Foram
usados como substrato discos de esmalte bovino (5 mm de didmetro x 2
mm de espessura), onde foram colocados em placas de 24 pocos, com
um in6culo de saliva humana com fatores de crescimento (nutrientes) o
meio definido enriquecido com mucina (DMM) com pH 6,8. Os
biofilmes foram cultivados por at¢é 10 dias com o meio DMM
suplementado com sacarose e avaliados em 5 e 10 dias em regime de
sacarose a 1% durante 6 horas. Os dados foram coletados com leituras de
pH e a percentagem da mudanga de dureza da superficie do esmalte.
Uma avaliagdo de dose-resposta foi realizada com clorexidina (CHX)
que afetam significativamente o pH e a perda mineral. Em geral os
parametros estabelecidos do modelo, 5 dias de crescimento do biofilme

em exposi¢do intermitente 4 sacarose 1% de 6 h por dia, mostrou-se
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adequado como modelo pré-clinico para estudos de desmineralizagdo de
esmalte e de dose-resposta.

Stefenon (2012) estudou o desenvolvimento de biofilme através
da técnica de microcosmo sobre superficie de titdnio e de discos
padronizados de esmalte/dentina. O objetivo era comparar a formagao do
mesmo nas duas superficies e em diferentes tempos, assim como,
analisar a rugosidade superficial dos materiais antes e depois do
experimento ¢ o pH do meio de cultura. As analises mostraram que nao
houve diferenga estatistica entre as médias de rugosidade inicial e final.
O biofilme formado foi maior na superficie de esmalte/dentina sendo o
pico de crescimento em 24 horas. O pH do meio sofreu alcalinizagdo
com o passar do tempo sendo mais basico em 48 h. Foi concluido que
mais analises sdo necessarias para testar a competéncia experimental do
modelo, porém os dados obtidos sugerem que o modelo apresentado seja
analisando em até 48 h e que mais estudos comparativos entre as
superficies devem ser feitos para justificar a diferenca na formacdo de

biofilme que foi maior nas amostras de tecido dentario.
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3 PROPOSICAO

Este estudo tem como objetivo geral avaliar a formagao de
biofilme sobre diferentes superficies de titanio em diferentes periodos de
tempo, por método microbioldgico e microscopia eletronica.

E, pelos objetivos especificos:

- Avaliar e correlacionar a rugosidade média das diferentes
superficies de Ti cp grau 4: lisas (L) (controle) e rugosas: jateadas com
AlLO; (J), subtragdo por ataque acido nitrico (A) e jateadas com 6xido de
aluminio acrescido de ataque acido nitrico (JA), por meio de rugosimetro
optico e visualizagdo por meio da microscopia eletronica de varredura,
previamente a formagao de biofilme.

- Avaliar a formacdo do biofilme sobre as diferentes superficies
de titanio: lisas (L) (controle), jateadas com oxido de aluminio (Al,O3)
(J), subtragdo por ataque acido nitrico (A) e jateadas com oOxido de
aluminio acrescido de ataque acido nitrico (JA) nos tempos de 12, 24, 48
e 168 horas, por método microbioldgico (técnica do microcosmo) e
MEV.

Tem-se como hipdtese que existe maior formagao de biofilme nos
grupos com tratamento de superficie (discos rugosos) do que o grupo

controle (L) em todos os tempos da pesquisa.
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4 MATERIAIS E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade de Passo Fundo (UPF) sob parecer
numero 141/2012 e protocolo n° 062/2012 (Apéndice 1). Um doador
assinou um termo de consentimento livre e esclarecido, a fim de
autorizar sua participacdo no estudo (Apéndice 2).

Foi realizado um estudo in vitro, aleatorizado, no qual foram
formados biofilmes em placas de micropogos sobre discos de Ti cp grau
4, tendo como indculo a saliva (microcosmos) de um doador, portador de
doenga periodontal, ndo fumante, que ndo havia utilizado antibiéticos no
ultimo més e que permaneceu sem higienizagdo por 24 h, previamente
selecionado pelo pesquisador. Os pardmetros para selecdo eram bolsas
periodontais com mais de 4 mm de profundidade com sangramento e/ou
supuracao (SS) a sondagem periodontal e com niveis de insercdo clinica
de no minimo 4 mm (NI) (Socranski et al., 1998). Apds a coleta da
saliva, o voluntario foi encaminhado para tratamento periodontal na
Universidade Federal de Pelotas (UFPel) na Clinica de Periodontia.

Os biofilmes foram crescidos independentemente por até 168
horas (7 dias), sobre 10 discos para cada inoculo (n=10) ¢ analisados em
quatro tempos (12, 24, 48 e 168 horas), totalizando 40 espécimes de cada

tipo de superficie (N=160). Desses, 20 espécimes foram avaliados por
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meio de MEV, 4 anterior a formagdo de biofilme para avaliagdo das
superficies ¢ 4 de cada superficie em cada tempo apos a técnica do

microcosmo, somando 16 corpos de prova.

4.1 Obtencédo do meio definido enriquecido com mucina (DMM) —

saliva artificial

A obtencdo do meio DMM foi realizada conforme protocolo
descrito por Wong & Sissons (2001), o qual contém mucina gastrica de
suino (2,5 g/l), ureia (1.0 mmol/l), sais (em mmol/l: de CaCl,, 1,0;
MgCl,, 0,2; KH,POy,, 3,5; K,HPO,, 1,5; NaCl, 10,0; KCI, 15,0; NH4CI,
2,0), mistura de 21 aminoacidos livres, 17 vitaminas e fatores de
crescimento. O meio contém aminoacidos para o equivalente em
proteina/peptideo (em mmol/l), em concentragdes baseadas nas da saliva
humana: alanina (1,95), arginina (1,30), asparagina (1,73), acido
aspartico (1,52), cisteina (0,05), acido glutdmico (5,41), glutamina
(3,03), glicina (1,95), histidina (1,08), isoleucina (2,38), leucina (3,68),
serina (3,46), treotonina (1,08), triptofano (0,43), tirosina (2,17), valina
(2,38), e caseina (5,0 g/l).

Nas Figuras 1 e 2 sdo mostradas as etapas para obtencao da saliva

artificial pelo meio DMM.
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Figura 1 — Meio DMM sendo
preparado e homo-
geneizado.

Figura 2 — Meio DMM acrescido de
solugdo salina fisiologi-
ca, segundo protocolo de
Wong e Sissons (2001).
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4.2 Coleta e processamento da saliva humana

Foi realizada a coleta de 70 ml de saliva estimulada por filme de
parafina (Parafilm “M”®, American National Can TM, Chicago, IL,
EUA) de um doador, portador de doenga periodontal que havia
suspendido a higiene oral por 24 horas e ficado em jejum previamente a
manha da coleta. A saliva foi depositada em um coletor graduado estéril,
transportada em caixa de isopor com gelo ao Laboratorio de
Microbiologia da UFPel. A saliva foi filtrada através de 12 de vidro
estéril, armazenada em um recipiente estéril e homogeneizada em vortex
(Filoche et al., 2007). Foram separadas da saliva coletada do voluntario,

duas aliquotas para quantificag¢ao bacteriana (dados em UFC/ml).

4.3 Corpos de prova

Os discos de Ti cp grau 4, foram adquiridos estéreis por meio de
radiacdo gama com dose de 25 KGy. Os corpos de prova possuiam 5 mm
de didmetro e 3 mm de espessura e foram doados pela empresa Titanium
Fix® - AS Tecnology Ltda., Sao José dos Campos, SP, Brasil, ja com os
tratamentos de superficie desejados para o estudo e padronizados em sua
embalagem final.

Nas Figuras 3 e 4 sdo mostrados os corpos de prova em sua

embalagem final prontos para o experimento.
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Figura 3 — Remogado da cdapsula contendo os
discos de Ti cp para a verificagdo
da R,

Figura 4 — Remogdo da capsula
contendo os discos de Ti
¢cp para a verificagdo da
R, — continuacgado.

Os espécimes foram divididos em quatro grupos, como seguem:
- superficie lisa (L): grupo controle

- deformag@o por jateamento (J) com Al,O4
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- subtragdo por ataque acido nitrico (A)
- jateamento com Oxido de aluminio acrescido de ataque acido
nitrico (JA).

As particulas de 6xido de aluminio eram com tamanho de 60 a
100 pm, informagao dada pela empresa doadora dos corpos de prova. A
forma como foram realizados os tratamentos de superficie e a
concentra¢do de acido utilizado para a manufatura dos discos, nao foram
revelados pelo fabricante, porque segundo eles, constitui segredo da
empresa.

A Figura 5 mostra os corpos de prova para o estudo. Da esquerda

para a direita L, J, A e JA, respectivamente.

L J A JA

Figura 5 — Foto mostrando as 4 superficies de Ti cp grau 4 para o
estudo.

Foi realizada a avaliacdo da rugosidade inicial de um disco de
cada condig¢do, escolhidos aleatoriamente, anterior a formacao dos
biofilmes, a fim de verificar a R,. A avaliacao foi realizada por meio de
rugosimetro otico (Surr-Corder SE1200 — Koxaka Lab, Toquio, Japao),
calibrado nos parametros V 200, H 25 mm/Ac ¢ Ac 0,25 mm, sendo
considerado o valor de rugosidade média dada pelo equipamento (R,),

como fator de comparag¢do das superficies. Para cada corpo-de-prova
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foram realizadas trés medi¢des em cada lado, de forma que essas
cobrissem a maior area possivel da superficie e em diferentes dire¢des,

para que se realizasse a média de rugosidade (ABNT NBR ISO 4288).

4.4 Desenvolvimento do biofilme

A saliva foi inoculada logo apds a coleta sobre os corpos de prova
de Ti cp em placas de micropogos, em um volume de 400 pl por pogo,
apos ter sido homogeneizada em vortex. Apds 1 hora, a saliva foi
delicadamente aspirada da base dos pogos, e, 1,8 ml de saliva artificial
pelo meio DMM previamente preparado foi adicionado em cada
micropogo. As placas foram incubadas em condi¢des atmosféricas da
anaerobiose (80% N2, 10% CO, e 10% H2), sob temperatura controlada
(37°C) por um periodo de até 168 horas (Schwarz et al., 2007), e
mantidas em repouso na incubadora.

Diariamente as placas foram agitadas cuidadosamente, o
sobrenadante removido, o pH medido para manté-lo constante (pH metro
— Anolion PM608 plus, Sao Paulo, SP) e o meio DMM renovado.

A Figura 6 mostra o momento em que acontece a etapa de
inoculagdo da saliva humana sobre os espécimes nas placas de

micropogos.
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Figura 6 — Foto demonstrando a inoculagdo da
saliva humana (microcosmos) nas placas
de micropogos contendo os discos de Ti
cp com diferentes tratamantos de
superficie.

4.5 Analise do biofilme

Apds 12, 24, 48 e 168 horas (Leonhardt e Dahlen, 1995; Schwarz
et al., 2007), os discos foram removidos dos pogos com pinga estéril, e
as c¢lulas ndo aderidas foram removidas gentilmente por lavagem em
solucdo salina estéril (2 ml). Apds, os discos foram colocados em tubos
contendo | ml meio de transporte reduzido (RTF), e sonicados
(Sonicador Vibra Cell — Sonics and Materials, Danbury, CT, USA) com
poténcia de 40 W, amplitude de 5%, usando 3 pulsos de 9 segundos cada
para obtenc¢do do biofilme de suspensdo homogénea. Entre cada pulso
foi realizado um intervalo de 5 s, sendo os tubos mantidos em gelo

durante o processo.
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A Figura 7 mostra o momento da remogdo dos espécimes das
placas de micropogos e imediatamente introduzidos em tubos contendo 1

ml de salina fisioldgica em RTF.

Figura 7 — Foto ilustrativa mostrando a remogdo
dos discos de Ti cp das placas de
micropogos para os tubos contendo 1 ml
RTF, para posterior sonicagdo.

4.6 DiluicGes seriadas das suspensdes de biofilmes (Black, 1999)

Ap0s essa etapa procedeu-se as dilui¢des seriadas das suspensoes
de biofilme para contagem de microrganismos totais, onde uma aliquota
de 100 pl foi retirada da suspensdo original e diluida em séries de 1x10™
a 1x10”7 em RTF (Syed e Loesche, 1972) e imediatamente inoculadas em

duplicata em Agar sangue para contagem de microrganismos totais. As
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placas foram incubadas em condi¢des de anaerobiose (80% N2, 10%

CO,, 10% H2), a 37°C por 96 h.

A Figura 8 mostra as placas de Agar sangue armazenadas em

estufa bacterioldgica.

Figura 8 — Foto ilustrando as placas de Agar sangue
sendo incubadas em estufa bacteriolo-
gica e jarras de anaerobiose para
posterior contagem de microrganismos
totais (UFC/mg).

As unidades formadoras de colonia foram contadas com o auxilio
de uma lupa em estercomicroscopio e, os resultados expressos em
UFC/mg de espécime de biofilme (peso seco) por area de disco (Bollen
et al., 1996; Drake et al., 1999; Burgers et al., 2010).

A Figura 9 mostra uma placa de Agar sangue sendo inoculada

com as diferentes dilui¢des da suspensdo bacteriana original inicial.
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Figura 9 — Foto ilustrando uma placa de
Agar sangue sendo inoculada por
dilui¢oes da suspensdo microbia-
na original inicial para posterior
incubagdo e contagem de micror-
ganismos totais (UFC/mg).

Apds a remogdo da aliquota da suspensdo microbiana inicial
(original) para quantificacdo, o espécime foi removido da suspensdo e
centrifugado. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi

armazenado a -80 °C para analises futuras.

4.7 Preparo das amostras para analise em microscopia eletrénica de
varredura - MEV - JEOL JSM 6060

O MEV JSM 6060, opera numa tensdo de 0,1 a 30 Kv, podendo

ser utilizado em observagdes convencionais de imagem em elétrons
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secundarios (SEI). Foram utilizados para o estudo 20 corpos de prova,
sendo 1 escolhido aleatoriamente em cada condig¢@o e tempo (16) e, mais
4 de cada condigdo antes da formagdo de biofilmes pela técnica do
microcosmo. Os discos foram cuidadosamente colocados com pinga
estéril em uma placa de 24 pogos e imersos em solugdo de glutaraldeido
2,5% em tampao fosfato (20 vezes a mais do que o volume da peca) e
transportados em embalagem de isopor contendo gelo ao Centro de
Microscopia Eletronica (CME) da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS) onde foram preparados para a visualizagdo.

A Figura 10 ilustra o momento da fixagdo dos espécimes em

solugdo de glutraldeido 2,5.

Figura 10 — Foto ilustrativa mostrando a fixa¢do
dos discos de titanio com glutaraldeido
2,5% para posterior preparo para
andlise por meio da MEV.
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A Figura 11 mostra os espécimes nos tempos de 12 e 24 horas

com os biofilmes formados imersos em solugdo de glutaraldeido 2,5%.

Figura 11 — Foto mostrando os discos de titanio com diferentes
topografias com biofilmes formados pela técnica do
microcosmo, imersos em solu¢do de glutaraldeido
2,5% em tampdo fosfato nos tempos de 12 e 24 horas.

4.8 Estatistica

Os resultados experimentais desse estudo foram expressos pelos
testes estatisticos ANOVA e teste de Tukey de dois fatores, com base na
aderéncia ao modelo de distribuicdo normal e igualdade de variancia
pelo Software IBM SPSS Statistics versao 2.0. Para todos os testes foi

considerado o valor de p<0,05 como estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rugosidade

Os resultados obtidos através da medigdo da R, dos corpos de

prova nas 4 condi¢des experimentais, podem ser visualizados na Tabela
3.

Tabela 3 — Distribui¢do da rugosidade de trés pontos dos discos de Ti cp
nas diferentes topografias medidas por rugosimetro optico
(Surr-Corder SEI1200 — Koxaka Lab, Toquio, Japdo),
calibrado nos parametros V 200, H 25 mm/Jc e Ac 0,25 mm,
sendo considerado o valor de rugosidade média dada pelo
equipamento (R,) dados em um.

SUPERFICIES RUGOSIDADE
DE Ti ¢p RUGOSIDADE 3 PONTOS MEDIA (R,)
L 0,196 0,256 0,191 0,214
J 0,632 0,583 0,658 0,624
A 0,316 0,313 0,335 0,321
JA 0,538 0,493 0,499 0,510
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5.2 Formacao dos biofilmes

Apos a analise dos biofilmes formados sobre os discos de Ti cp

com diferentes topografias, pode-se verificar que houve adesdo

bacteriana inicial e formagao de biofilme em todas as superficies e em

todos os tempos avaliados no presente experimento (Tabela 4 e Figura

12).

Tabela 4 — Distribui¢do da formagdo de biofilme pela técnica do

microcosmo nos diferentes intervalos de tempo.

SUPERFICIES DE TITANIO COM

DIFERENTES TOPOGRAFIAS

PERIODO/INCUBAGAO/H

L J A JA
12 + + + +
24 + + + +
48 + + + +
168 + + + +

Sinal positivo (+) houve crescimento microbiano.

A Figura 12 mostra o crescimento ascendente de microrganismos

(contagem em UFC/mg) com maior formacdo de biofilme no ultimo

periodo experimental (168 horas) independentemente da superficie

estudada (L, J, A ouJA).
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Figura 12 — Grdfico da disposi¢cdo das médias e desvios padroes dos
grupos pelo tempo na formagdo de biofilme pela técnica
do microcosmo (log 107 UFC/mg).

Apos a compilacdo dos dados demonstrados na Figura 12, pode-
se notar que nos corpos de prova de superficie com tratamento de
superficie (J, A, JA) e controle (L), as médias de diluicdo decimal de
microrganismos  (107) (Tabela 5), demonstraram crescimento
homogéneo de biofilmes possibilitando a contagem de UFCs/mg.

Na Tabela 5 sdo mostradas as contagens ascendentes de unidades
formadoras de colonia nas diferentes topografias e intervalos de tempo,
bem como os valores médios das porcentagens de crescimento entre os

periodos experimentais, que variaram entre 64 a 68%.

78



Tabela 5 — Dilui¢des decimais do experimento nos tempos e superficies
pela técnica do microcosmo (UFC/mg log 107).

_ TEMPO/h %
SUPERFICIES
24 48 168
L 25,34 146,09 320,13 905,55 68
43,83 210,94 437,64 1.058,33 64
A 19,15 135,00 439,72 831,94 67
JA 32,07 183.59 544,16 1.025,00 65

% - Percentual médio de variagdo de crescimento de biofilmes nos
intervalos entre os tempos.

Sdo apresentadas na Tabela 6 as comparagdes do fator grupo: L,

J, A, JA, pelo fator tempo (h): 12, 24, 48, 168 horas, respectivamente.

Tabela 6 — Valores das médias das unidades formadoras de colonia
(UFC/mg) nos diferentes niveis do grupo pelo fator tempo
(h) (p=<0,05%,).

TEMPO L J A JA
12 7,348 AB 7,622 C 7,241 A 7,477 BC
24 8,153 AB 8,309 B 8,103 A 8,255 AB
48 8,468 A 8,619AB 8,623 AB 8,728 B
168 8,941 NS 9,014NS  8878NS 8,984 NS

NS: nédo significativo. Médias seguidas pela mesma letra maitscula na
linha ndo diferem entre si. Teste Student-Newman-Keuls com 5% de
significancia.

No tempo de 12 horas de crescimento de biofilmes a superficie
jateada com Al,O5 (J) foi estatisticamente diferente (maior crescimento

de biofilme) das superficies controle (L) ¢ com ataque acido (A). E a
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superficie com ataque acido (A) foi diferente do jateamento acrescido de
ataque acido (JA) (p=0,03).

Em 24 horas de crescimento dos biofilmes houve diferenca
estatistica (p=0,02) entre a superficie J em comparagdo a superficiec A
(Tabela 6 e Figura 12).

No periodo de 48 horas houve diferenca estatistica entre a
superficie JA (5,44E+0,8) em comparagdo a superficie controle (L)
(3,2E+0,8) como pode ser conferido na Figura 12 e na Tabela 6, havendo
maior adesdo ¢ formagdo de biofilme na superficie JA (p<0,01).

Em 7 dias de avaliag@o (168 horas), ou seja, no ultimo periodo de
tempo da presente pesquisa, os resultados mostraram que nao houve

diferenca estatistica entre os grupos estudados (p>0,05).

5.3 Analise das topografias superficiais de titanio por meio de MEV
JEOL JSM 6060

5.3.1 Previamente a técnica do microcosmo

A visualizagdo das superficies em MEV apresentaram diferengas
morfoldgicas entre os corpos de prova nos aumentos propostos (500X,
2000X, 5000X, 9000X e 10000X). As fotomicrografias das superficies
Ti cp L (controle) podem ser vistas nas Figuras 13 e 14. Esse tipo de
superficie nao recebeu nenhum tratamento adicional e, portanto, como

esperado ndo estava perfeitamente lisa. Apresentou-se com morfologia
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plana e parcialmente lisa se comparada a superficie com jateamento de
ALO; e JA. E possivel notar pequenas irregularidades provavelmente
provindas do processo de usinagem do titdnio. No entanto, ndo sdo
notadas arestas de metal ou grandes irregularidades que possam
descaracterizar a superficie. Observa-se também que a superficie lisa
possui marcas das ferramentas de usinagem com a dire¢do facilmente
identificavel dos sulcos de orienta¢do. As ranhuras de usinagem podem

ser observadas na Figura 14 no aumento de 9000X.

18k

Figura 13 — Fotomicrografia mostrando a superficie lisa
em um aumento de 2000X.
A seta em vermelho mostra ranhuras de usinagem e a seta azul pequena
fenda.
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Figura 14 — Fotomicrografia mostrando a superficie
lisa em um aumento de 9000X.
A seta em vermelho mostra ranhuras de usinagem; a seta verde
representa os sulcos de orientagdo; azul representa fenda no Ti cp.

Nas fotomicrografias da superficie J mostraram-se com
topografia acidentada, com rugosidade homogénea, ou seja, com
porosidades e areas descamativas generalizadas. Outras caracteristicas
podem ser visualizadas como: fendas, vales e residuos de particulas de
alumina (Figuras 15, 16 ¢ 17) como resultado do provavel processo de

decapagem do metal.
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Figura 15 — Fotomicrografia da superficie com
Jateamento de oxido de aluminio (J).
10 kv 2000X
As setas azuis mostram fendas no Ti cp; seta amarela particulas de aluminio e
setas alaranjadas representam areas descamativas generalizadas.

ks 1S P 4 et 2
Figura 16 — Fotomicrografia da superficie com
Jjateamento de oxido de aluminio (J).
10 kv 5000X.
A seta em azul mostra uma fenda; seta alaranjada representa areas
descamativas generalizadas e a seta branca identifica os vales existentes
no Ti cp e amarela identifica particulas de aluminio.
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Figura 17 — Fotomicrografia da superficie com
jateamento de oxido de aluminio (J). 10
kv 10000X.
A seta em azul mostra uma fenda; seta alaranjada representa areas
descamativas generalizadas; a seta branca identifica os vales; e em
amarelo particulas de alumina existentes no Ti cp.

Em relagdo a microtopografia das superficies nos discos com
subtragdo por acido nitrico (A) foram observadas pequenas areas
descamadas bem delimitadas, juntas a zona central do disco se
comparados a jateada com Al,O;. Essas areas descamadas sdo mais
evidentes nesse tipo de superficie se comparados a superficie lisa
(controle), provavelmente em fung¢do do condicionamento com acido
nitrico o qual pode propiciar o aumento da energia superficial do Ti cp.
Essa caracteristica pode apresentar algumas areas porosas e

descamativas que antes ndo poderiam ser bem visualizadas ja que as

duas superficies L ¢ A sdo semelhantes (Figuras 18, 19 ¢ 20).
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Figura 18 — Fotomicrografia da superficie com
ataque acido nitrico (A4). 10 kv 500X.
A seta branca identifica o centro do disco de Ti cp; setas alaranjadas
identificam pequenas arecas descasmativas.

Figura 19 — Fotomicrografia da superficie com
ataque acido nitrico (4). 10 kv 2000X.
Em maior aumento a mesma regido mostrada pela seta alaranjada
pequenas areas descamativas; seta vermelha mostra sulco de orientagéo e
a seta branca o centro do disco.
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Figura 20 — Fotomicrografia da superficie com
ataque acido nitrico (4). 10 kv 10000X.
Em maior aumento a mesma regido mostrada pelas setas alaranjadas
pequenas areas descamativas; seta vermelha mostra sulco de orientagao;
a seta azul representa uma fenda.

Nas observagdes das fotomicrografias da superficie JA (Figuras
21 e 22), ha crateras mais homogéneas e menores com presenca de
fendas. Os granulos de Ti se tornam mais evidentes devido ao
condicionamento acido sobre a superficie. Os picos sdo mais definidos
na superficie se comparadas aquelas com jateamento com Al,O;. Além
disso, sdo evidenciadas areas descamativas generalizadas semelhantes a

superficie do grupo Ti cp jateada (J).
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Figura 21 — Fotomicrografia mostrando a
superficie  deformada  por
Jateamento com oxido de alu-
minio acrescida de ataque
dcido nitrico. 10 kv 500X.
Setas alaranjadas representam arcas descamativas generclizadas na
superficie e seta azul mostra crateras na superficie do Ti cp.

Figura 22 — Fotomicrografia mostrando a su-

perficie deformada por jateamento

com oxido de aluminio acrescida

de ataque dcido nitrico. 10 kv

2000X.
A seta em azul mostra uma fenda; seta alaranjada representa areas
descamativas generalizadas; a seta branca identifica os vales; ¢ em
amarelo, particulas de alumina existentes no Ti cp.

87



5.4 Analise das superficies de Ti cp grau 4 ap6s a técnica do
microcosmo por meio de microscopia eletrénica de varredura —
MEV - JEOL JSM 6060

5.4.1 Superficie lisa (L) (controle) apos 12 horas de adesdo e formacao
de biofilme por meio de MEV

A Figura 23 mostra a superficie controle (L) apds a técnica do
microcosmo no tempo de 12 horas quando ocorreu a adesdo microbiana

inicial.

Figura 23 — Fotomicrografia mostrando a superficie
lisa (L) controle apos 12 horas de
crescimento microbiano. 10kv 30X.
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Em maior aumento na Figura 24 observa-se a formagao inicial de

microcolonias bacterianas.

Figura 24 — Fotomicrografia mostrando a
superficie lisa (L) apos 12
horas de crescimento mi-
crobiano. 10 kv 200X.

Na Figura 25 pode-se visualizar em maior aumento (6000X) a

superficie lisa (L) ap6s 12 horas de crescimento microbiano.

Figura 25 — Fotomicrografia mostrando
a superficie lisa (L) controle
apos 12 horas  de
crescimento  micro-biano.
10 kv 6000X.
Seta vermelha indica microrganismos cocoides; seta azul bacilos.
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Na Figura 26 pode-se visualizar em maior aumento a superficie
lisa (L) apds 12 horas de crescimento microbiano. Ao fundo a superficie
Ti cp apresenta-se com pequenas irregularidades e microrganismos

aderido 4 sua superficie.

Figura 26 — Fotomicrografia mostrando a superficie lisa
(L) controle apos 12 horas de crescimento
microbiano. 10 kv 10000X.
Seta vermelha indica microrganismos cocoides; seta azul bacilos.

5.4.2 Superficie lisa (L) (controle) apds 24 horas de formagdo de

biofilme

A Figura 27 mostra a superficie lisa (L) controle ap6s o segundo
tempo do experimento, ou seja, 24 horas de crescimento de biofilme.
Pode-se notar a presenga de uma camada mais espessa de

microrganismos.
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Figura 27 — Fotomicrografia mostrando a superficie
lisa (L) controle apos 24 horas de
crescimento de biofilme. 10 kv 30X.

A Figura 28 mostra a superficie controle (L) no segundo periodo
do experimento (24 horas). Pode-se notar a formagdo de biofilme onde

ha a presenca de microfilamentos de microrganismos.
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Figura 28 — Fotomicrografia mostrando a superficie
lisa (L) controle apos 24 horas de
crescimento de biofilme. 10 kv 1000X.

A Figura 29 mostra em maior aumento (4000X) a mesma area do
disco de Ti cp controle (L) no segundo periodo do experimento (24
horas) apdés a formagdo de biofilme, onde ha a presenca de

microfilamentos de microrganismos.
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Figura 29 — Fotomicrografia mostrando a superficie lisa (L)
controle apos 24 horas de crescimento de
biofilme. 10 kv 4000X.

Seta vermelha indica filamentos bacterianos.

5.4.3 Superficie lisa (L) (controle) apds 48 horas de formagdo de

biofilme

As Figuras 30 e 31 mostram a superficie controle (L) no periodo
de 48 horas apoés a formacdo de biofilme, onde ha a presenga de uma
camada mais espessa de microrganismos. Podendo ser visualizada em

tamanho maior (200X) na Figura 31.
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Figura 30 — Fotomicrografia mostrando a superficie lisa (L)
controle apos 48 horas de crescimento de
biofilme. 10 kv 30X.

Figura 31 — Fotomicrografia mostrando a superficie lisa (L)
controle apos 48 horas de crescimento de
biofilme. 10 kv 200X.
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A Figura 32 mostra a superficie controle apds 48 de formagdo de
biofilme pela técnica do microcosmo onde pode-se observar uma
camada mais espessa de microrganismos com formagdo de colOnias

bacterianas e microfilamentos.

18k

Figura 32 — Fotomicrografia mostrando a superficie lisa (L)
controle apos 48 horas de crescimento de
biofilme. 10 kv 5000X.

Setas vermelhas indicam microfilamentos ¢ setas amarelas coldnias
bacterianas.

5.4.4 Superficie lisa (L) (controle) ap6s 168 horas de formacdo de

biofilme pela técnica do microcosmo
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A Figura 33 mostra a superficie controle no periodo final do
experimento (168 horas) de formagdo de biofilme pela técnica do
microcosmo onde se pode observar que a superficie do disco ndo pode
ser mais visualizada em fungdo da camada extremamente espessa de
microrganismos podendo ser denominada de biomassa de

microrganismos.

Figura 33 — Fotomicrografia mostrando a superficie lisa
(L) controle apos 168 horas de crescimento de
biofilme. 10 kv 200X.

A Figura 34 mostra a superficie controle (L) no ultimo periodo
experimental (168 horas) apos a formacdo de biofilme, onde ha a
presenca de microfilamentos e colonias bacterianas melhor visualizadas

no tamanho de 10000X.
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Figura 34 — Fotomicrografia mostrando a superficie lisa (L)
controle apos 168 horas de crescimento de
biofilme. 10 kv 10000X.

Setas vermelhas indicam microfilamentos e setas amarelas colonias
bacterianas.

5.4.5 Superficie jateada com Al,O; (J) apds 12 horas de formagdo de

biofilme pela técnica do microcosmo

A Figura 35 mostra a superficie jateada com 6xido de aluminio
Al,O5 (J) no primeiro periodo experimental (12 horas) de crescimento de

biofilme pela técnica do microcosmo.
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Figura 35 — Fotomicrografia mostrando a superficie
Jateada com Al,O3 (J) apos 12 horas de
crescimento de biofilme pela técnica do
microcosmo. 10 kv 30X.

A Figura 36 mostra em maior aumento (4000X) a superficie
jateada com oxido de aluminio Al,O5 (J) apds 12 horas de crescimento
de biofilme pela técnica do microcosmo. Nessa figura pode-se observar a

topografia do disco de Ti cp e o aglomerado de cocoides e bacilos em

sua superficie.
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Figura 36 — Fotomicrografia mostrando a superficie
Jjateada com Al,O; (J) apos 12 horas de
crescimento de biofilme pela técnica do
microcosmo. 10 kv 4000X.

Setas vermelhas identificam cocos e seta azul identificam bacilos.

5.4.6 Superficie jateada com Al,O; (J) apds 24 horas de formagdo de

biofilme pela técnica do microcosmo

A Figura 37 mostra a superficie jateada com Al,O; (J) no segundo
periodo experimental (24 horas) de crescimento de biofilme pela técnica

do microcosmo.
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Figura 37 — Fotomicrografia mostrando a superficie
Jateada com Al,O3 (J) apos 24 horas de
crescimento de biofilme pela técnica do
microcosmo. 10 kv 30X.

As Figuras 38 ¢ 39 mostram a superficie jateada com Al,O; (J) no
segundo periodo experimental (24 horas) em diferentes aumentos. Pode-
se notar as colonias e filamentos de microrganismos na superficie do
disco. Esses microrganismos podem ser visualizados em um aumento

maior na Figura 39 (5000X).
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Figura 38 — Fotomicrografia mostrando a superficie
Jjateada com Al,O; (J) apos 24 horas de
crescimento de biofilme pela técnica do
microcosmo. 10 kv 5000X.

As setas vermelhas indicam microfilamentos ¢ setas amarelas colonias
bacterianas.

5.4.7 Superficie jateada com Al,O; (J) apds 48 horas de formagdo de

biofilme pela técnica do microcosmo

A Figura 40 mostra a superficie jateada com Al,O3 (J) apds o
terceiro periodo experimental (48 horas) de crescimento de biofilme pela
técnica do microcosmo onde encontra-se uma camada de biofilme mais

espessa.
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Figura 39 — Fotomicrografia mostrando a superficie
Jateada com Al,O3 (J) apos 48 horas de
crescimento de biofilme pela técnica do
microcosmo. 10 kv 30X.

As Figuras 40 e 41 mostram nos aumentos de 1000X e 5000X a
superficie jateada com Al,O; (J) apos 48 horas de crescimento de
biofilme pela técnica do microcosmo. Nesses aumentos ¢ possivel
visualizar o emaranhado de microrganismos com a presenca de

filamentos bacterianos.
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Figura 40 — Fotomicrografia mostrando a superficie
jateada com AlL,O; (J) apos 48 horas de
crescimento de biofilme pela técnica do
microcosmo. 10 kv 1000X.
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Figura 41 — Fotomicrografia mostrando a superficie
jateada com Al,O; (J) apos 48 horas de
crescimento de biofilme pela técnica do
microcosmo. 10 kv 5000X.

Setas vermelhas identificam filamentos e seta azul colonia bacteriana.
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5.4.8 Superficie jateada com Al,O; (J) apds 168 horas de formagdo de

biofilme pela técnica do microcosmo

As Figuras 42 e 43 mostram nos aumentos de 1000X e 5000X a
superficie jateada com Al,O; (J) apés o ultimo periodo experimental
(168 horas) de crescimento de biofilme pela técnica do microcosmo.
Nesses aumentos ¢ possivel visualizar uma camada extremamente
espessa de microrganismos, podendo ser denominada de biomassa de
microrganismos e a presenca de filamentos bacterianos e

exopolissacarideos.

Rl AT

Figura 42 — Fotomicrografia mostrando a superficie jateada
com ALO; (J) apos 168 horas de crescimento de
biofilme pela técnica do microcosmo. 10 kv
1000X.

As setas amarelas identificam os exopolissacarideos.
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Figura 43 — Fotomicrografia mostrando a superficie jateada
com AlL,O; (J) apos 168 horas de crescimento de
biofilme pela técnica do microcosmo. 10 kv
5000X.
As setas vermelhas identificam filamentos, a seta azul coldnias
bacterianas e amarela exopolissacarideos.

5.4.9 Superficie com ataque acido nitrico (A) ap6s 12 horas de formagao

de biofilme pela técnica do microcosmo

A Figura 44 mostra a superficie com ataque acido nitrico (A) no
primeiro periodo experimental (12 horas) de formagao de biofilme pela
técnica do microcosmo, onde encontra-se uma camada de biofilme que
representa a aderéncia microbiana inicial no disco de Ti cp. Na Figura 45
em maior aumento (10000X) pode-se visualizar microrganismos

cocoides ¢ bastonetes.
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Figura 44 — Fotomicrografia mostrando a superficie
do disco de Ti cp com tratamento de
ataque acido nitrico (4) nas primeiras
12 horas de crescimento de biofilme
pela técnica do microcosmo. 10 kv 30X.
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Figura 45 — Fotomicrografia mostrando a superficie

do disco de Ti cp com tratamento de

ataque dcido nitrico (4) nas primeiras

12 horas de crescimento de biofilme pela

técnica do microcosmo. 10 kv 10000X.
A seta vermelha indica microrganismos cocoides, seta azul bastonetes e
abaixo a seta verde representa a superficie de Ti cp A.
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5.4.10 Superficie com ataque acido nitrico (A) apds 24 horas de

formacgédo de biofilme pela técnica do microcosmo

A Figura 46 mostra a superficie com tratamento de ataque acido
nitrico (A) no segundo periodo experimental (24 horas) de formacao de
biofilme pela técnica do microcosmo, onde encontra-se uma camada de
biofilme mais espessa de biofilme no disco de Ti cp. Na Figura 48 em
maior aumento (10000X) pode-se visualizar microrganismos cocoides ¢

bastonetes.
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Figura 46 — Fotomicrografia mostrando a superficie do disco
de Ti cp com tratamento de ataque dacido nitrico
(4) no periodo de 24 horas de crescimento de
biofilme pela técnica do microcosmo. 10 kv 30X.
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Figura 47 — Fotomicrografia mostrando a superficie
do disco de Ti cp com tratamento de
ataque dacido nitrico (A) no periodo de 24
horas de crescimento de biofilme pela
técnica do microcosmo. 10 kv 1000X.

Figura 48 — Fotomicrografia mostrando a superficie
do disco de Ti cp com tratamento de
ataque dcido nitrico (A) no periodo de 24
horas de crescimento de biofilme pela
técnica do microcosmo. 10 kv 5000X.

As setas vermelhas indicam filamentos, seta azul coldnias bacterianas e

as setas amarelas representam exopolissacarideos a superficie de Ti cp

A.
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5.4.11 Superficie com ataque acido nitrico (A) apds 48 horas de

formacéao de biofilme pela técnica do microcosmo

A Figura 49 mostra a superficie com tratamento de ataque acido
nitrico (A) no terceiro periodo experimental (48 horas) de formagao de
biofilme pela técnica do microcosmo, onde encontra-se uma camada de
biofilme mais espessa no disco de Ti cp. Nas Figuras 50 (1000X) e 51
em maior aumento (5000X) pode-se visualizar microfilamentos e

colonias bacterianas.

Figura 49 — Fotomicrografia mostrando a superficie do disco
com ataque dcido nitrico (4) no periodo de 48
horas de crescimento de biofilme pela técnica do
microcosmo. 10 kv 30X.
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Figura 50 — Fotomicrografia mostrando a superficie
do disco com ataque dacido nitrico (4)
no periodo de 48 horas de crescimento
de biofilme pela técnica do microcosmo.
10 kv 1000X.
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Figura 51 — Fotomicrografia mostrando a superficie
do disco com ataque acido nitrico (4) no
periodo de 48 horas de crescimento de
biofilme pela técnica do microcosmo. 10
kv 5000X.
Setas vermelhas identificam microfilamentos bacterianos e a seta
amarela revela coldnia bacteriana.
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5.4.12 Superficie com ataque acido nitrico (A) apds 168 horas de

formacgdo de biofilme pela técnica do microcosmo

A Figura 52 mostra a superficie com tratamento de ataque acido
nitrico (A) no ultimo periodo experimental (168 horas) de formacao de
biofilme pela técnica do microcosmo, onde encontra-se uma camada
extremamente espessa de biofilmes no disco de Ti cp, podendo ser
denominada de biomassa de microrganismos. Nas Figuras 53 (1000X) e
54 em maior aumento (4000X) pode-se visualizar microfilamentos ¢

colonias bacterianas.
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Figura 52 — Fotomicrografia mostrando a superficie do
disco com ataque adacido nitrico (A) no
periodo de 168 horas de crescimento de

biofilme pela técnica do microcosmo. 10 kv
30X.
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Figura 53 —
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Fotomicrografia mostrando a superficie
do disco com ataque acido nitrico (4) no
periodo de 168 horas de crescimento de

biofilme pela técnica do microcosmo. 10
kv 1000X.

Figura 54 —

coldnias bacterianas.

Fotomicrografia mostrando a superficie
do disco com ataque acido nitrico (4) no
periodo de 168 horas de crescimento de
biofilme pela técnica do microcosmo. 10
kv 4000X.

Setas vermelhas identificam microfilamentos e seta amarela identifica
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5.4.13 Superficie jateada com Al,O; acrescida de ataque acido nitrico

(JA) apds 12 horas de formagdo de biofilme pela técnica do microcosmo

A Figura 55 mostra a superficie do disco jateada com Al,Os
acrescido de ataque acido nitrico (JA) no primeiro periodo experimental

(12 horas) de crescimento de biofilme pela técnica do microcosmo.

Figura 55 — Fotomicrografia mostrando a superficie do
disco jateada com Al,O; acrescido de ataque
dcido nitrico (JA) no periodo de 12 horas de
crescimento de biofilme pela técnica do
microcosmo. 10 kv 30X.
Setas alaranjadas revelam manchas no Ti cp de possiveis agentes
contaminantes.

As Figuras 56 ¢ 57 mostram a superficie do disco jateada com
Al,O5 acrescido de ataque acido nitrico (JA) no primeiro periodo

experimental (12 horas) de formacdo de biofilme pela técnica do
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microcosmo onde encontra-se uma camada de biofilme que representa a
aderéncia microbiana inicial no disco de Ti cp. Na figura 57, em maior
aumento (5000X) pode-se visualizar microrganismos cocoides ¢

bastonetes.

Figura 56 — Fotomicrografia mostrando a superficie do disco
Jateada com Al,O;acrescido de ataque dacido nitrico
(JA) no periodo de 12 horas de crescimento de
biofilme pela técnica do microcosmo. 10 kv 1000X.
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Figura 57 — Fotomicrografia mostrando a superficie do disco
jateada com Al,O; acrescido de ataque dcido
nitrico (JA) no periodo de 12 horas de crescimento
de biofilme pela técnica do microcosmo. 10 kv
5000X.

Setas vermelhas identificam microfilamentos, seta azul representa
bacilos e seta amarela identifica colonia bacteriana.

5.4.14 Superficie jateada com Al,Os (J) acrescida de ataque acido nitrico
(A) — (JA) ap6s 24 horas de formacdo de biofilme pela técnica do

microcosmo

A Figura 58 mostra a superficie do disco jateada com Al,O;
acrescido de ataque acido nitrico (JA) no segundo periodo experimental

(24 horas) de crescimento de biofilme pela técnica do microcosmo.
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Figura 58 — Fotomicrografia mostrando a superficie do disco
jateada com Al,O; acrescido de ataque dacido
nitrico (JA) no periodo de 24 horas de
crescimento de  biofilme pela técnica do
microcosmo. 10 kv 30X.

As Figuras 59 e 60 mostram a superficie do disco jateada com
ALO; acrescido de ataque acido nitrico (JA) no segundo periodo
experimental (24 horas) de crescimento de biofilme pela técnica do
microcosmo onde encontra-se uma camada de biofilme no disco de Ti
cp. Nas Figuras 59 (1000X) e 60 em maior aumento (4000X) pode-se

visualizar microfilamentos e colonias bacterianas.
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Figura 59 — Fotomicrografia mostrando a superficie
do disco jateada com Al,O; acrescido de
ataque acido nitrico (JA) no periodo de
24 horas de crescimento de biofilme pela
técnica do microcosmo. 10 kv 1000X.
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Figura 60 — Fotomicrografia mostrando a superficie
do disco jateada com Al,O; acrescido de
ataque dcido nitrico (JA) no periodo de
24 horas de crescimento de biofilme pela
técnica do microcosmo. 10 kv 5000X.
Setas vermelhas identificam microfilamentos ¢ seta amarela identifica
colonia bacteriana.
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5.4.15 Superficie jateada com Al,O5 (J) acrescida de ataque acido nitrico
(A) — (JA) apos 48 horas de formagdo de biofilme pela técnica do

microcosmo

A Figura 61 mostra a superficie do disco jateada com Al,O;
acrescido de ataque acido nitrico (JA) no terceiro periodo experimental

(48 horas) de crescimento de biofilme pela técnica do microcosmo.

Figura 61 — Fotomicrografia mostrando a superficie do disco
jateada com Al,Oj acrescido de ataque dcido
nitrico (JA) no periodo de 48 horas de
crescimento de biofilme pela técnica do
microcosmo. 10 kv 50X.

As Figuras 62 ¢ 63 mostram a superficie do disco jateada com
ALO; acrescido de ataque acido nitrico (JA) no terceiro periodo

experimental (48 horas) de crescimento de biofilme pela técnica do
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microcosmo onde se encontra uma camada mais densa de biofilme no

disco de Ti cp. A Figura 63 em maior aumento (4000X) pode-se

visualizar microfilamentos e colOnias bacterianas.

Figura 62 — Fotomicrografia mostrando a superficie do
disco jateada com Al,O; acrescido de ataque
dcido nitrico (JA) no periodo de 48 horas de
crescimento de biofilme pela técnica do
microcosmo. 10 kv 1000X.
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Figura 63 — Fotomicrografia mostrando a superficie do
disco jateada com Al,O; acrescido de ataque
dcido nitrico (JA) no periodo de 48 horas de
crescimento de biofilme pela técnica do
microcosmo. 10 kv 5000X.
Setas vermelhas identificam microfilamentos e seta amarela identifica
coldnia bacteriana.

5.4.16 Superficie jateada com Al,O; (J) acrescida de ataque acido nitrico
(A) — (JA) ap6s 168 horas de formagdo de biofilme pela técnica do

microcosmo

A Figura 64 mostra a superficie do disco jateada com Al,Os
acrescido de ataque 4acido nitrico (JA) no quarto e ultimo periodo
experimental (168 horas) de crescimento de biofilme pela técnica do

microcosmo.
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Figura 64 — Fotomicrografia mostrando a superficie do disco
Jjateada com Al,O; acrescido de ataque dcido
nitrico (JA) no periodo de 168 horas de
crescimento de biofilme pela técnica do
microcosmo. 10 kv 100X.

As Figuras 65 e 66 mostram a superficie do disco jateada com
Al,O5 acrescido de ataque acido nitrico (JA) no quarto e ultimo periodo
experimental (168 horas) de crescimento de biofilme pela técnica do
microcosmo onde se encontra uma camada mais densa de biofilme no
disco de Ti cp podendo ser denominada de biomassa de microrganismos.
A Figura 66 em maior aumento (5000X) pode-se visualizar

microfilamentos e colonias bacterianas.
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Figura 65 — Fotomicrografia mostrando a superficie do
disco jateada com Al,O; acrescido de
ataque acido nitrico (JA) no periodo de
168 horas de crescimento de biofilme pela
técnica do microcosmo. 10 kv 1000X.

BE A

Figura 66 — Fotomicrografia mostrando a superficie
do disco jateada com Al,Oj; acrescido de
ataque dcido nitrico (JA) no periodo de
168 horas de crescimento de biofilme
pela técnica do microcosmo. 10 kv
5000X.

Setas vermelhas identificam microfilamentos e setas

identificam colOnias bacterianas.

amarelas
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5.5 Discussao

Durante as ultimas décadas a reabilitagdo com o uso de implantes
odontologicos fabricados com Ti cp teve um aumento consideravel para
o tratamento de dentes perdidos. Foi comprovado cientificamente que
este biomaterial possui intimeras caracteristicas benéficas inclusive a
biocompatibilidade com os tecidos humanos (Williams, 1981; Hansson
et al., 1983; Ravnholt, 1988; Bunetel et al., 2001; Mabboux et al., 2004;
Pier-Francesco et al., 2006; Elias et al., 2008; Elter et al., 2008; Shibli et
al., 2008; Elias ¢ Mattos, 2009; Pye et al., 2009; Subramani et al., 2009).

Estad muito bem documentado pela literatura cientifica que uma
das problematicas relacionadas a presenga dos materiais restauradores da
fungdo oral como os implantes odontolégicos, ¢ a formagdo do biofilme
bacteriano sobre a superficie, tornando o aparecimento de possiveis
complicacdes relacionadas a doenga peri-implantite (Quirynen e
Listgarten, 1990; Yoshinari et al., 2001; Pier-Francesco et al., 2000;
Heuer et al., 2007; Gongalves et al., 2009; Grossner-Schreiber et al.,
2009; Subramani et al., 2009; Busscher et al., 2010; Soukos e Goodson,
2011). Além disso, o mesmo biofilme pode ser responsavel também pelo
aparecimento da doenga carie e periodontal (Loe ef al., 1965; Van
Houte, 1980; Gibbons, 1989; Leite, 2009), tornando necessario o
conhecimento sobre o processo de adesdo e formagao do biofilme sobre
as superficies.

Muitos estudos utilizando diferentes técnicas microbiologicas ja
tentaram explorar a adesdo de espécies microbianas em implantes ou

discos de Ti cp no intuito de conhecer a relagdo entre o biofilme
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bacteriano e as superficies dos implantes (Chang e Merritt, 1994;
Persson et al., 1996; Yoshinari et al., 2000; Jardim Jr. et al., 2006; Pier-
Francesco et al., 2006; Bjerkan et al., 2009; Gongalves et al., 2009;
Mioralli, 2009; Biirgers et al., 2010; Romeiro et al., 2010; Frojd et al.
2011).

A técnica do microcosmo ou “boca artificial” idealizada por
Wong e Sissons (2001) ja foi explorada para testes com substincias
antimicrobianas e na area da Cariologia (Sissons ef al., 1991; Sissons,
1997; Filoche et al., 2007; Filoche et al, 2008; Leite, 2009; Van De
Sande et al., 2011; Zaura et al., 2011), sendo que os estudos para
verificagdo da adesdo e formacdo de biofilmes em titanio relacionado a
doenga peri-implantite sdo escassos (Stefenon, 2012).

Para a execugdo desse experimento, a utilizagdo dessa técnica
microbiologica deveu-se a sua maior capacidade de mimetizar a
realidade da cavidade bucal no que tange ao comportamento
multiespécies na saliva humana, principalmente de pacientes portadores
de doencas periodontais em estudos na area de Implantodontia.

Uma vantagem da utilizagdo do microcosmo foi a viabilidade do
estudo de biofilmes em grande escala ao se utilizar a saliva artificial
(meio DMM) com condi¢des adequadas de nutricdo para os biofilmes.
No presente trabalho foram utilizados 160 discos de Ti cp de grau 4, com
diferentes topografias de superficie, periodos de crescimento de
biofilmes e condigdes de multiplicagdo em “boca artificial”. Dessa
forma, pode-se observar a adesdo, concentragdo e biomassa de
microrganismos em diferentes tempos e em diferentes topografias de Ti
cp. A opgdo pela coleta de saliva de pacientes periodontais originou-se

de estudos que demonstraram que a microbiota presente na peri-
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implantite ¢ semelhante a da doenga periodontal, bem como, sua
patogénese (Heydenrijk et al., 2002).

Essa correlagdo entre actmulo de biofilme, presenca de
periodontopatdgenos ao nivel da perda 6ssea e ao redor do tecido peri-
implantar, ja foi estudada (Rams e Link, 1983; Rams et al., 1984;
Mombelli et al., 1987; Gatewood et al., 1993; Quirynen et al., 2002;
Heydenrijk et al., 2002; Fiirst et al., 2007; Silva et al., 2007).

Contudo, a peri-implantite ndo ocorre sem prévia aderéncia
microbiana e subsequente colonizagdo. A adesdo depende do tipo de
microrganismo, das propriedades fisico-quimicas da superficie do
implante e da presenca de fluidos bucais interpostos entre os
microrganismos ¢ as superficies (Curtiss, 1986; Gibbons, 1989;
Quirynen ¢ Bollen, 1995; Nassar ef al., 1995; Busscher ¢ Van der Mei,
1997; Jorge, 2007), bem como, dos procedimentos de controle pela
higiene bucal (Newman, 1974; Quirynen et al., 1990).

Ja foi relatado que a formagdo inicial do biofilme pode ser
influenciada por diferentes superficies de implantes. A adesdo de
microrganismos a implantes dentarios parece ser diretamente
proporcional a rugosidade de sua superficie (Newman, 1974; Wise e
Dykema, 1975; Rimondini, 1997; Esposito et al., 1998; Kawai et al.,
2000; Auschill et al., 2001; Quirynen et al., 2002; Auschill ef al., 2002;
Konishi et al., 2003).

Pesquisas comprovaram a relagdo direta da rugosidade de
superficie com a eficiéncia da osseointegracao (Klokkevold et al., 1997,
Ong et al., 1997; Cooper, 2000; Sykaras et al., 2000; Frojd et al., 2011).
No entanto, ¢ sensato concluir pelo estudo da literatura vigente que

quanto mais rugosa uma superficie, maior serd o acumulo de biofilme
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(Rimondini et al., 1997; Kawai et al., 2000) e maiores serdo as chances
de insucesso. E inegavel pensar que exista uma inter-relagdo direta entre
esses fatores.

Essa tematica foi estudada por Mioralli (2009) ¢ Teughels et al.
(2006). Segundo esses ultimos autores, superficies rugosas acumulam e
retém maior quantidade de placa e desenvolvem uma placa mais madura,
caracterizada pelo aumento de colonias, organismos moveis ¢
espiroquetas. Ja Hallab et al. (2001), ao testar componentes de energia
de superficie de varios materiais com o objetivo de verificar a forca de
adesdo celular, demonstraram que a energia livre de superficie seria uma
caracteristica mais importante do que a rugosidade da superficie para
induzir a adesdo e proliferagdo celular.

No presente estudo, os resultados médios das medigdes de
rugosidade das superficies conforme os tratamentos foram: lisa (L)
R.=0,214 pm; jateamento com AlL,O; (J) R, =0,624 pum; ataque acido
nitrico (A) R,=0,321 pm e jateamento acrescido de ataque acido nitrico
(JA) R,=0,510 pm.

Em relagdo a esses resultados provindos dos valores de
rugosidade média dos discos (Tabela 3) e crescimento microbiano
(Tabela 5), pode-se afirmar que o crescimento manteve-se constante em
todos os tempos da pesquisa (12, 24, 48 e 168 horas). No entanto, foi
encontrado no primeiro periodo experimental (12 horas) que as
superficies lisa (L) e ataque acido nitrico (A) as quais possuem O0s
valores de rugosidade menor (R,=0,214 pum; R,=0,321 pm) tiveram
também os valores médios de UFCs menores (7,348 ¢ 7,241) sendo
estatisticamente significantes (p<0,05) em relacdo a superficie com

jateamento (J) com maiores valores de rugosidade (R,=0,624 um) e
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contagem de UFCs (7,622). Se forem comparados os dados referentes ao
mesmo periodo experimental das superficies L e A aos outros dois
grupos formados pelo Jateamento com Al,O; (J) e jateamento acrescido
de ataque acido nitrico (JA) os valores de rugosidade média (R,) e
crescimento microbiano foram diferentes e remetem ao entendimento
que no primeiro periodo experimental onde ocorre a adesdo inicial e o
inicio da formagdo do biofilme, as superficies com menor rugosidade
aderem menor quantidade de bactérias. Resultados parecidos foram
encontrados no trabalho de Pier-Francesco et al. (2006) sobre a adesdo
bacteriana in vitro usando Porphyromonas gingivalis na superficie de
discos de Ti cp e a relagdo entre rugosidade de superficie do material ¢
energia livre de superficie. Os autores desenvolveram um estudo sobre
essa tematica objetivando modificar as propriedades do titdnio e
identificar o efeito das modificacdes sobre a adesdo bacteriana. A
superficie do material com R,=0,15 pm, categorizada como muito lisa,
teve uma significante redugdo da adesdo bacteriana. Esta reducdo ndo
ocorreu com as superficies rugosa (R,=0,22 pm) ou muito rugosa
(R;=0,45 pum). Os autores concluiram que a adesdo de Porphyromonas
gingivalis ao titanio foi inibida para superficie com niveis de rugosidade
abaixo daquelas geralmente encontrados para implantes (R,=0,35 pm).
As consideragdes sobre esses achados podem ser benéficas na producdo
de implantes de titanio a fim de reduzir a colonizagdo bacteriana.

Com relagdo ao segundo periodo experimental (24 horas) foi
encontrado que o tratamento ataque acido nitrico (A) a qual possui valor
de rugosidade de R,=0,321 pm teve o valor médio de UFCs menor do
grupo (8,103) sendo estatisticamente significante (p<0,05) em relagdo a

superficie com jateamento (J) com maiores valores de rugosidade
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(R;=0,624 pum) e contagem de UFCs (8,309) (Tabela 6). Esse resultado
confirma que no primeiro e segundo periodo experimental onde ocorre a
adesdo inicial ¢ o inicio da formagdo do biofilme, as superficies com
menor rugosidade aderem menor quantidade de bactérias como foi o
caso da superficie com tratamento de ataque acido nitrico (A).

Esses achados sdo relevantes, uma vez que os resultados do
experimento foram semelhantes aos estudos de Biirgers ef al. (2010) que
utilizaram discos de Pt e jateados seguido de Prom, para verificagdo da
adesdo bacteriana in vitro utilizando apoés a incubagdo a suspensdo de
Streptococcus sanguinis. Os achados desse estudo confirmaram que a
adesdo bacteriana inicial as superficies de titanio com topografias
diferentes ¢ primariamente influenciada pela rugosidade de superficie
R,).

Os resultados referentes ao terceiro periodo experimental (48
horas) revelaram diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05) entre
a superficie JA com rugosidade de R,=0,510 pm e média de UFCs/mg
8,728 e a superficie lisa (L) R,=0,214 e média de UFCs/mg de 8,468
(Tabela 6), onde uma menor quantidade de biofilme formou-se na
superficie lisa em relagdo a uma superficie totalmente rugosa como foi o
caso da superficie JA.

Ja no periodo final do experimento (168 horas) as médias de
contagens de UFCs/mg ndo mostraram diferencga estatistica (p<0,05) nas
4 superficies estudadas (L, J, A, JA) com valores médios de UFCs de
8,941; 9,014; 8,878; 8,984 respectivamente (Tabela 6). Outro ponto
importante da pesquisa foi os achados relativos a superficie controle
(R;=0,21 pm) apresentou rugosidade trés vezes inferior em relagdo a

superficie jateada (R,=0,624 pm) e, mesmo sendo considerada uma
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superficie  lisa, possibilitou uma concentragio de Dbiofilme
estatisticamente igual aos outros tratamentos (J, A, JA) no ultimo
periodo experimental (168 horas) de crescimento microbiano.

Esses resultados estdo em concordancia com Pongnarisorn et al.
(2007), os quais relataram que o acumulo e quantidade de biofilme
ocorrem independentemente do tipo de superficie do implante. Esses
resultados referentes ao ultimo periodo de tempo, ou seja, em 7 dias de
acompanhamento, revelaram que os biofilmes cresceram a niveis muito
superiores em rela¢do ao periodo inicial. Onde no periodo inicial e final
do experimento (12 ¢ 168 horas) as contagens de UFCs para a superficie
L (controle) eram de 25,34 (3E+07) para 905,55 (9E+08), representando
um crescimento médio entre periodos de tempo de 68%. Na superficie J
os numeros iniciais e finais foram de 43,83 (4E+07) para 1058,33
(1,06E+09), o que representou um crescimento médio entre os periodos
de tempo de 64%. Para a superficie A o periodo inicial e final
representaram um crescimento médio de 19,15 (2E+07) para 831,94
(8,3E+08) variando entre cada periodo de tempo um percentual de 67%.
J& no tratamento JA houve uma variacdo entre o periodo inicial e final de
32,07 (3E+07) para 1025,00 (1,03E+09) variando entre cada periodo
experimental um percentual de 65%, como podem ser verificados na
Tabela 5.

Esses resultados mostraram que independente do grau de
rugosidade dos diferentes tratamentos, ndo influenciou que o biofilme
crescesse a niveis de comunidade climax, onde uma camada
extremamente espessa se concentra no disco e que pode ser denominada

de biomassa de microrganismos.
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Jardim Jr. et al. (2006) avaliaram as caracteristicas de topografia
superficial e contaminagdo de implantes desenvolvidos para pesquisas
utilizando implantes com tratamento de duplo ataque acido e analisados
através de interferometria a laser e culturas por 3 e 14 dias. Os resultados
ndo apresentaram microrganismos na superficie independente da
rugosidade superficial.

Relatos diferentes foram evidenciados por Pongnarisorn et al.
(2007) que avaliaram diferentes tipos de tratamento de superficie na
porgdo transmucosa de implantes usinados, condicionados com ataque
acido e anodizados. Os autores sugeriram que o desenvolvimento da
inflamagdo associada aos implantes independe do tipo de superficie ou
rugosidade, mas sim a presenga de placa bacteriana. Portanto esses
achados reforcam os encontrados no presente experimento onde foi
verificada relagdo entre actimulo de biofilme e a rugosidade de
superficie. Por exemplo, o disco J obteve valor de R,=0,62 pm, seguido
de JA R,=0,51 pm e¢ A R,=0,32 pum respectivamente. ~Ocorrendo
acumulo de biofilme em ordem crescente de UFCs/mg apos as 48 horas
do estudo em todas as superficies tanto lisas quanto rugosas, também
evidentes pelo teste estatistico ANOVA e comprovados pelas
fotomicrografias oriundas da avaliagdo em MEV (Figuras 30, 31, 32, 40,
41, 42, 50, 51, 52, 62, 63, 64). O que também ocorreu com a superficie
controle que possui R,=0,21 pum, ou seja, uma rugosidade 3 vezes menor
em propor¢do que a superficie J, mesmo sendo uma superficie lisa,
ocorreu concentracdo estatisticamente iguais aos outros tratamentos
(p>0,05) no periodo de 168 horas. Esses dados nao diferiram nas
condi¢cdes experimentais, revelando que os achados desse trabalho

corroboram com os achados de (Pongnarisorn et al., 2007) os quais
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comprovaram que o acumulo de quantidades de biofilmes ocorrem
independentemente do tipo de superficie de implantes.

Os achados do presente estudo mostraram que a superficie de Ti
cp que ocorreu menor contagem de UFCs (7,241 e 8,103) nos dois
primeiros tempos da pesquisa foi a superficie com condicionamento
acido nitrico (A) o qual possui uma R,=0,32 pm, ou seja, uma
rugosidade dita intermediaria se comparado as superficies J (R,=0,624) ¢
JA (R;=0,510).

A relagdo entre a topografia de superficie com ataque acido
nitrico (A), ¢ a diferenga de menor quantidade de microrganismos nos
dois primeiros periodos de tempo (12 ¢ 24 h), pode estar relacionada a
uma diminui¢do do valor de rugosidade se comparado aos outros
tratamentos em virtude do processo de condicionamento acido, ou a uma
possivel propriedade antimicrobiana do 4acido nitrico utilizado no
experimento. Esse fato, se comprovado, pode ser util para estudos
futuros avaliando a resposta bioldgica e microbiana frente a esse tipo de
tratamento de superficie de implantes, embora a concentragdo de 4cido
nitrico ndo tenha sido revelada pelo fabricante.

Observou-se que os fabricantes de implantes nao descrevem em
detalhes os métodos utilizados para a caracteriza¢do das superficies. Isto
pode ocorrer porque os protocolos de tratamentos de superficie
utilizados s@o segredo comercial, como de fato, ocorreu no presente
trabalho e confirmado pelo estudo de Sykaras et al. (2000). Os autores
citam métodos usados para alterar a topografia da superficie dos
implantes como o eletro-polimento, decapeamento, jateamento abrasivo,
borrifacdo de plasma, adesdo superficial e fotolitografia. Para esses

pesquisadores, existem muitas outras técnicas de caracterizagdo rugosa
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da superficie tdo avangadas quanto as citadas, contudo, as informagdes
sdo limitadas ou insuficientes em relagdo a técnica usada para criar as
rugosidades superficiais das amostras comercializadas. Além disso,
quando utilizados os mesmos métodos ¢ parametros na texturizagdo de
superficies, pode-se obter resultados que ndo necessariamente serdo
iguais.

No presente estudo foi verificada pouca diferenga topografica em
relagdo as superficies de Ti cp com jateamento de AL,O; e Jateamento
seguido de ataque acido (JA). Nas fotomicrografias oriundas da
visualizagdo em MEV da superficie J mostraram-se com topografia
acidentada, com rugosidade homogénea, com porosidades e arcas
descamativas  generalizadas. Outras caracteristicas podem ser
visualizadas como: fendas, vales e residuos de particulas de alumina
(Figuras 15, 16 e 17) como resultado do provavel processo de
decapagem do metal. Nas observagdes das fotomicrografias da superficie
JA (Figuras 21 e 22), ha crateras mais homogéneas e menores com
presenga de fendas. Os granulos de Ti se tornam mais evidentes
provavelmente devido ao condicionamento acido sobre a superficie.

Esses achados também foram verificados por Sykaras et al.
(2000). Para esses pesquisadores, os diferentes processos podem resultar
em pouca diferenga topografica. Ja Albrektsson (1997) relatou que a
diferenca entre superficies de titanio podem ser visualizadas por
diferentes pesquisadores e os mesmos podem apresentar opinides
contrastantes a respeito do que seria uma superficie lisa ou rugosa.
Enquanto um autor pode considerar uma superficie rugosa, outro pode

determinar a mesma como lisa, e vice-versa.
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Pode-se dizer que os fabricantes de implantes dentarios
desenvolvem tratamentos de superficies com o intuito de aumentar a
rugosidade dos implantes e, consequentemente, melhorar o contato com
0 osso durante a osseointegracdo (Castilho et al., 2006; Carvalho et al.,
2009; Elias e Mattos, 2009). Dessa forma, cada empresa apresenta uma
superficie com tratamento peculiar e, prevendo uma menor aderéncia em
superficies lisas, as empresas mantém as primeiras roscas do implante
sem tratamento.

Apds as analises dos dados deste estudo e dos encontrados na
literatura, parece claro que o método pelo qual é feito esse tratamento
influencia, ndo s6 no potencial de osseointegragdo como também na
aderéncia de microrganismos, que ocorrera quando este implante estiver
exposto ao meio bucal. Desta forma, na utilizagdo clinica de implantes
deve-se levar em consideragdo ndo apenas estudos que mostram sua
capacidade de osseointegracdo, mas também sua suscetibilidade a adesdo
de microrganismos, principalmente os pioneiros na formagdo do
biofilme, que servirdo de base para a colonizagdo de microrganismos
patogénicos ao tecido peri-implantar.

Keller et al. (1990), Klokkevold et al. (1997) e Ong et al. (1997),
com o objetivo de maximizar a quantidade e qualidade da interface osso-
implante, relataram que inumeras alteragdes da superficie tém sido
propostas, na sua maioria baseadas na teoria de que uma melhor e mais
rapida osseointegracdo pode ser alcancada mediante alteracdo da
topografia ou rugosidade do implante.

Neste contexto, observamos apos a leitura em MEV que os discos
de Ti cp J e JA mostraram-se com topografia texturizada. As diferentes

superficies apresentaram-se com topografias e rugosidades variadas, no
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entanto, as superficies controle (L) e com ataque acido nitrico (A) se
mostraram visualmente semelhantes. Os grupos que sofreram o
jateamento de ALO; (J) e JA apresentaram superficies menos
organizadas, caracterizadas por crateras, fossas, sulcos e depressoes
irregulares se comparados a superficie controle (L).

Uma vez que os valores de R, encontrados no presente trabalho
foram diferentes entre os grupos, ¢ provavel que os resultados biologicos
ndo tenham sido influenciados pela rugosidade conforme os periodos
experimentais avaliados (48 a 168 horas) e sim por fatores como:
irregularidades da topografia de superficie, contaminacdo da superficie
por particulas de aluminio (Al) ou possiveis alteragdes na energia de
superficie do metal pelos tratamentos realizados.

Esses achados sdo consistentes uma vez que ao final do periodo
analisado todas as topografias estudadas acumularam quantidades
gigantescas de biofilme, como pode ser verificado pelos resultados
microbioldgicos e pelas fotomicrografias visualizadas em microscopia

eletronica de varredura.
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6 CONCLUSOES

A partir da metodologia empregada, os dados obtidos permitem

concluir que:

- A formagdo de biofilme nas superficies controle ¢ com
subtrag@o por ataque acido nitrico foi menor nas primeiras 24
horas do experimento.

- Observou-se que todas as superficies possibilitaram crescimento

microbiano, independentemente do tratamento recebido.
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APENDICE 1 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

‘k UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO ~
‘U P F VICE-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
¢ COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER N. 141/2012

O Comité de Etica em Pesquisa — UPF, em reunidio no dia
30/05/12, analisou o protocolo de pesquisa “Adesdo e formacdo de
biofilme em superficies de titAnio com diferentes topografias”, n.
062/2012, de responsabilidade do pesquisador Luciana Ruschel dos
Santos.

Este estudo tem como objetivo geral avaliar a adesdo ¢
formacdo do biofilme bacteriano sobre as diferentes topografias de
titdnio comercialmente puro (Ti cp) em diferentes tempos, por métodos
microbioldgicos e microscopia eletronica.

Sera realizado estudo in vitro, aleatorizado, no qual serdo
formados biofilmes em placas de micropogos sobre discos de titanio,
tendo como inoculo saliva (microcosmos) de dez voluntarios portadores
de doenga periodontal, ndo-fumantes, que ndo tenham utilizado
antibidticos no ultimo més e que permanecam sem higieniza¢ao por 24h.
Apds a coleta da saliva, os pacientes serdo encaminhados para
tratamento periodontal. Os corpos de prova de titanio lisos e rugosos
com os trés tratamentos de superficie (duplo ataque acido e jateamento
com oxido de aluminio), serdo adquiridos ja estéreis, com 5 mm de
diametro e 2 mm de espessura ja contendo as superficies desejadas para
o projeto. Os CPs de titanio serdo avaliados quanto a rugosidade inicial
por meio de rugosimetro Optico para padronizacdo das superficies e apos
esterilizados em auto-clave conforme parametros fornecidos pelo
fabricante dos implantes. -------- 50 discos de superficie lisa (grupo
controle); DISCOS DE Ti (200) -------- 50 discos de superficie com
ataque acido; -------- 50 discos com superficie jateada com Al,Oj3; --------
- 50 discos com superficie com ataque acido + jateamento com Al,Os;.
Sera utilizada a técnica do microcosmo onde a saliva dos pacientes
periodontais serdo preparadas e armazenadas em 4gar nutriente e
inoculadas em 5 ml de caldo TSB (Tryptic Soy Broth) e incubadas a 37
°C por 12/24/48 horas para preparagdo de indculo com turvagdo
aproximada de 0,5 da escala de MacFarland, que corresponde a 10*
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UFC/mL (Unidades Formadoras de Colonia/mL), seguindo o protocolo
de MONTVILLE e SCHAFFNER (2003). Apo6s a preparagdo do indculo
bacteriano, 200 ul da suspensdo com uma média de 10® células/ml serdo
transferidos para tubos conicos de poliestireno de 50 mL, contendo 15
ml de caldo Mueller Hinton. Todos os discos de Ti serdo introduzidos
unitariamente nesses tubos, incubados por 12, 24 ¢ 48 horas a 37°C sob
agitacdo constante de 100 rpm (rotagcdes por minuto) em agitador orbital.
Apods os periodos de incubacdo, os discos serdo retirados e lavados
separadamente com solugdo salina fisiologica estéril seguindo o
protocolo de PIZZOLITTO et al. (2000), PIZZOLITTO et al. (2001).
Todos os CPs de Ti cp serdo removidos do caldo de cultura inoculado
com bactérias, introduzidos em tubos de vidro contendo 5 ml de solucdo
salina estéril e sonicados a 40 Hz por 8 minutos para desalojar as células
bacterianas aderidas sobre a superficie dos corpos de prova. A solugdo
salina serda homogeneizada em agitador de tubos (vortex) por 10
segundos, realizada dilui¢des seriadas (10" até 10°) e semeadura em
Agar Tryptic Soy Broth (TSA) para determinar o nimero de células
viaveis nos corpos de prova. Célula viavel ¢ definida como aquela capaz
de dividir-se e proliferar. A maneira usual de realizar a contagem
individual ¢ determinar o nimero de células, na amostra, capaz de
formar colonias sobre um agar adequado. Por essa razdo, a contagem
viavel ¢ frequentemente chamada de contagem de colonias e o
procedimento de contagem ¢ que cada célula viavel possa produzir uma
colonia. Um dos métodos para fazer a contagem de coldnias € o método
do espraiamento das colonias bacterianas na superficie de placa com
agar. O volume apropriado de uma cultura diluida, para ser espraiado,
geralmente, ndo é maior que 0,1 ml. A placa ¢ entdo incubada até que as
colonias aparecam e o nimero seja contado. E essencial que o nimero de
coldnias, ndo seja muito baixo, para ter valor estatistico. Na pratica, o
valor valido estatisticamente ¢ a contagem de colonias realizada em
placas com crescimento bacteriano entre 30 e 300 coldnias.

Para se obter o numero apropriado do niimero de coldnias, a
amostra a ser contada deve ser sempre diluida. Para fazer diluigdes
seriadas, a bactéria deve estar em meio liquido. O procedimento é
ralizado da seguinte forma: Enumerando 8 tubos (18 x 180 mm) de
numero 1 até 8. Encher os tubos de nimero 2 a § com 9,0ml de 4gua. O
tubo numero 1 corresponde ao da amostra a ser contada, ou seja, apos o
procedimento do banho sdnico e vortex dos corpos de prova metalicos,
1,0 ml da suspensao bacteriana sera transferido para os tubos seguintes; -
A partir da amostra contida no tubo n°1, tranferir 1 ml para o tubo n°2,
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diluigdo de 1:10 ou 10™'; homogeneizar e do tubo n°2 tranferir 1 ml para
o tubo n°3, diluicdo 1:100 ou 1072, homogeneizar ¢ do tubo n°3 tranferir
1 ml para o tubo n°4, dilui¢do 1:1000 ou 107, homogeneizar e do tubo
n°4 tranferir 1 ml para o tubo n°5, dilui¢do. Apos a diluigdo seriada da
suspensdo bacteriana, sera pipetada 0,1 ml (100 ul) em placas de Petri
(90 x 15 mm) contendo o meio solido Tryptic Soy Broth (TSA). O
indculo serd espalhado sobre toda a superficie da placa com alga de
Drigalsky. As placas de Petri serdo tampadas, revestidas e incubadas em
estufa bacteriologica a 37°C. Apo6s 24 horas de incubacdo as coldnias
crescidas serdo contadas ¢ o resultado da dilui¢do serd registrado e
multiplicado pelo fator da dilui¢do. Os discos ja utilizados na avaliacao
microbioldgica serdo imersos em solucdo de glutaraldeido a 2,5% em
tampdo fosfato 0,1 M (pH 7,1), durante 15 minutos; desidratados em
solugdo de etanol (15, 30, 50, 75, 95, 100%) por 15 minutos; secos em
estufa a 37°C e posteriormente colados em suportes metalicos proprios
para o MEV; metalizados com ouro (1 KV, 15 mA, 2 minutos, no
apareclho Edwards S150 B) e encaixados em cdmara a vacuo do
microscopio para analise em microscopio eletronico de varredura.

Os direitos fundamentais dos participantes foram garantidos no
projeto e no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O protocolo
foi instruido e apresentado de maneira completa e adequada. Os
compromissos do (a) pesquisador (a) e das instituigdes envolvidas
estavam presentes. O projeto foi considerado claro em seus aspectos
cientificos, metodoldgicos e éticos.

Diante do exposto, este Comité, de acordo com as atribui¢des
definidas na Resolucdo CNS 196/96, manifesta-se pela aprovagdo do
projeto de pesquisa na forma como foi proposto.

Solicita-se ao (a) pesquisador (a) apresentar relatorio a este CEP
no final do estudo.

Situagdo: PROTOCOLO
APROVADO

Passo Fundo, 31 de maio de 2012.

Nadir Antonio Pichler
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
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APENDICE 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa “Adesdo
bacteriana e formacdo de biofilme em superficie de titanio com
diferentes topografias” de responsabilidade de Claudio Zeferino Dal
Agnol, aluno do Mestrado em Clinica Odontolégica da Universidade de
Passo Fundo — Passo Fundo RS.

O Objetivo dessa pesquisa ¢ verificar a adesdo e formacao de
biofilme em superficies de titdnio com diferentes topografias de
superficie pela técnica do microcosmo e analise em microscopia
eletronica de varredura (MEV) em diferentes tempos.

A sua participacdo vai se dara pela coleta de saliva no momento
em que for diagnosticada doenga periodontal. A coleta sera realizada por
examinadores da UFPel, acompanhados do pesquisador responsavel,
nessa instituicdo. A coleta é realizada com vocé€ cuspindo em um
recipiente esterilizado por alguns minutos, e essa saliva serd utilizada
como indculo para pesquisa no desenvolvimento de bactérias. Sendo que
apos a coleta vocé estara liberado de qualquer compromisso com a
pesquisa. Esse procedimento ndo tras desconforto ou risco a satde. E em
qualquer momento vocé podera receber esclarecimentos sobre qualquer
davida ou eventual desconforto, podendo ter acesso aos seus dados em
qualquer etapa da pesquisa.

Ao participar dessa pesquisa vocé recebera as orientagdes sobre a
doenca periodontal e sera encaminhado para tratamento adequado na
instituicdo (UFPel).

Sua participacdo na pesquisa nao ¢ obrigatoria e vocé pode
desistir em qualquer momento retirando seu consentimento. Caso tenha
alguma despesa relacionada a pesquisa essa sera ressarcida, porém, vocé
ndo recebera pagamento pela participagdo no estudo. As suas
informagdes geradas a partir da sua saliva serdo mantidas em sigilo.

Vocé ndo sera identificado em nenhum momento da pesquisa
bem como, da divulgacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas ou se considera prejudicado(a) na sua
dignidade e autonomia, vocé pode entrar em contato com o pesquisador
Claudio Zeferino Dal Agnol pelo telefone (54) 91683242, com o curso
de Mestrado em Clinica Odontolégica da Universidade de Passo Fundo
(UPF), com a Coordenagdo da Po6s-Graduagdo da UFPel ou também
consultar o Comité se Etica em Pesquisa da UPF pelo telefone
(54)33168370.
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Dessa forma, concordo em participar da pesquisa de acordo com
as explicagdes ¢ orientagdes acima. Desde ja agradecemos a sua
colaborag@o e solicitamos a sua autorizagdo, que sera assinada em duas
vias, sendo que uma ficara com vocé e outra com o pesquisador.

Pelotas, de de 2012.

Nome do participante:
RG:
Assinatura:

Claudio Zeferino Dal Agnol
Cirurgido-dentista - CRO/RS 15.758
RG: 4049968151

CPF: 669.819.640-15
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APENDICE 3 - Informagdes adicionais — Materiais e métodos

Protocolo bésico para fixagdo das amostras de acordo com o0 manual
do CME - UFRGS

Glutaraldeido

H20

Lavagem
Tampao fosfato 0,2M + H20 destilada proporgao de 1:1 (pH 7,2

—7,4). O material passou por 3 lavagens de 30 minutos cada.

Desidratacéo

ACETONA 300, 10
minutos

ACELONA  S50Y0. i 10
minutos

ACELONA 700t 10
minutos

ACELONA  90%0. e 10
minutos

ACCLONA D0%0...c i 20
minutos

ACCLONA 1000, .uueiiei et 10
minutos

ACCLONA  100%0.uuuuiiieeeeieiee e e 20
minutos
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Dessecacéo

Essa ctapa foi realizada por meio do aparelho de ponto critico
(Critical Point Dryer da Blazers CPD030. Apos o ponto critico as pegas
foram colocadas em Stubs, com o auxilio de uma lupa, para facilitar a

visualizagdo da area de interesse.

Metalizagéo

A metalizacdo foi feita na metalizadora Sputter Coater da Blazers
SCDO050. Essa etapa torna o material condutivo por meio de deposi¢do
de um metal, no caso da presente pesquisa foi utilizado ouro sobre a
amostra.

Em seguida sdo mostrados os espécimes metalizados em stubs
que sdo suportes para que seja possivel a visualizagdo por meio de MEV.
A esquerda da foto enumerada de 1 a 3 esta a peca que prende o stub

para ser visualizado.

Foto mostrando os corpos de prova metalizados em ouro e preparados
em stubs, prontos para a visualizagdo pela MEV.
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A figura abaixo mostra o momento da leitura dos espécimes no

centro de microscopia eletronica da UFRGS

Foto ilustrando o momento da visualizagdo no microscopio eletronico
de varredura (JEOL JSM 6060).

159



ARTIGO A SER SUBMETIDO!

FORMACAO DE BIOFILME EM TITANIO COM
DIFERENTES TRATAMENTOS DE SUPERFICIE?

RESUMO

Objetivo: avaliar a formagdo do biofilme sobre diferentes
topografias de titAnio comercialmente puro (Ti cp) grau 4, nos tempos de
12, 24, 48 e 168 horas pela técnica do microcosmo (saliva artificial) e
microscopia eletronica de varredura (MEV). Materiais e métodos: foram
formados biofilmes em placas de micro pogos sobre discos de Ti cp
(n=160), tendo como inodculo saliva de paciente periodontal e 40
espécimes de cada superficie: lisa (controle — L), jateadas com oxido de
aluminio (Al,O; — J), subtragdo por ataque acido nitrico (A) e jateadas
com Al,O; acrescidas de ataque acido nitrico (JA). Um disco de cada

condigao foi avaliado previamente a inoculagdo quanto a sua topografia
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por rugosidade média (R,) e pela MEV e dezesseis novamente por MEV
apos crescimento bacteriano. Os dados obtidos foram analisados pelo
teste ANOVA e Tuckey para comparacdo das médias (p<0,05).
Resultados: Houve adesdo bacteriana ¢ formagao de biofilme em todas
as superficies e tempos testados, independentemente da topografia dos
corpos de prova. Houve diferenca estatistica entre a superficie controle
(25,34 UFC/mg) e A (subtragdo por ataque acido nitrico, 19,15 UFC/mg)
em relagdo as superficies jateadas e jateadas com Al;O, acrescidas de
ataque acido nitrico (J = 43,83 e JA= 32,06 UFC/mg) nas primeiras 12
horas de analise. A formacao de biofilme foi maior nas superficies J (R,=
0,62 um) e JA (R,=0,51 pum). Conclusdes: observou-se que todas as
superficies possibilitaram crescimento microbiano, independentemente

do tratamento recebido.

Palavras-chave: titanio, microcosmo, biofilmes, peri-implantite.

ABSTRACT

Objective: To evaluate biofilm formation on different
topographies of commercially pure titanium (CP Ti) grade 4, in the times
of 12, 24, 48 and 168 hours the technique of the microcosm (artificial
saliva) and scanning electron microscopy (SEM) . Materials and
methods were formed biofilms in microtiter plates wells on cp Ti discs
(n = 160), using as inoculum saliva of periodontal patients and 40

specimens of each surface: smooth (control - L), blasted with aluminum
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oxide (Al,O3 - J), subtraction attack by nitric acid (A) and blasted with
AlLO; increased attack nitric acid (JA). A disc of each condition was
assessed before inoculation as its topography by average roughness (Ra)
and the SEM and SEM after sixteen again for bacterial growth. Data
were analyzed by ANOVA and Tukey for comparison of means (p
<0,05). Results: There was biofilm formation on all surfaces and times
tested, regardless of the topography of the specimens. There was no
statistical difference between the control surface (25.34 CFU / mg) and
A (subtraction attack nitric acid, 19.15 CFU / mg) compared to surfaces
blasted and blasted with Al,O; plus nitric acid attack (J = 43, JA = 83
and 32.06 CFU / mg) in the first 12 hours of analysis. The bacterial
adhesion and biofilm formation on the surfaces were higher J (Ra = 0.62
mM) and JA (Ra = 0.51 um.) Conclusions: It was observed that all

surfaces possible microbial growth, regardless of the treatment received.

Keywords: titanium, microcosm, biofilms, peri-implantitis.

INTRODUCAO

Na Odontologia os implantes de titdnio sdo utilizados como o
material de escolha para uma variedade de casos, desde a substituicdo de
um unico elemento dentario a reabilitacdes completas (Mabboux et al.,
2004; Pier-Francesco et al., 2006; Elter et al., 2008; Shibli et al., 2008;

Pye et al., 2009). A indicagdo do biomaterial titdnio refere-se as suas
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excelentes caracteristicas mecanicas, fisico-quimicas, bioquimicas,
tolerancia tecidual, biocompatibilidade (Bunetel et al., 2001; Elias et al.,
2008; Subramani et al., 2009), solidez, resisténcia a corrosdo e por
possuir médulo de elasticidade similar ao osso (Pier-Francesco et al.,
2006).

A evolugdo tecnoldgica dos implantes, propiciou a criagdo de
varios modelos com diferentes topografias de superficie (Carvalho et al.,
2009) no intuito de aumentar a darea disponivel para ocorrer
osseointegragdo defendido desde a década de 50 pelo Dr. Per. L
Brianemark (Bridnemark et al., 1977; Branemark, 1986). As altera¢des na
topografia ¢ na energia superficial do titdnio podem ser feitas com o
tratamento de superficie, utilizando o emprego do jateamento com
particulas abrasivas e ataque acido, entre outros (Rosenberg et al., 2004).
A topografia superficial ou rugosidade de superficie, ao passo que
aumenta a possibilidade de osseointegragdo, pode acumular espécies
microbianas (biofilme), podendo levar a infec¢do peri-implantar,
resultando em destruicdo oOssea e, consequentemente, falha na
reabilitagdo com esse tipo de biomaterial (Grossner-Schreiber et al.,
2009; Gongalves et al., 2009). O objetivo desse estudo foi verificar a
formacdo de biofilme em superficies de Ti cp grau 4, com diferentes
tratamentos de superficie, em diferentes periodos de tempo, por método
microbioldgico (técnica do microcosmo) e visualizagdo por microscopia
eletronica de varredura, testando a hipdtese que havera maior fomacgao
de biofilme nas superficies com tratamento em relagdo ao controle em

todos os periodos experimentais.
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MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade de Passo Fundo (UPF) sob parecer numero 141/2012 e
protocolo n° 062/2012. Um voluntario assinou um termo de
consentimento livre e esclarecido, a fim de autorizar sua participagao no
estudo. Foi realizado um estudo in vitro, aleatorizado, no qual foram
formados biofilmes em placas de micropogos sobre discos de Ti cp,
tendo como inoculo a saliva (microcosmos) de um doador, portador de
doenga periodontal, ndo fumante, que ndo havia utilizado antibiéticos no
ultimo més e que permaneceu sem higienizagdo por 24 h, previamente
selecionado pelo pesquisador. Os parametros para selecdo eram bolsas
periodontais com mais de 4 mm de profundidade com sangramento e/ou
supuracdo (SS) a sondagem periodontal e com niveis de inser¢do clinica
aproximadamente de 7 mm (NI). Apos a coleta da saliva o voluntario foi
encaminhada para tratamento periodontal na Universidade Federal de
Pelotas (UFPel) no setor de Periodontia do Centro de Especialidades
Odontologicas (CEO). Os biofilmes foram crescidos independentemente
por até 168 horas, sobre 10 discos para cada inéculo (n=10). O
experimento foi realizado nos tempos de 12, 24, 48 e 168 horas,
totalizando 40 espécimes de cada tipo de superficie (N=160) e 20
espécimes escolhidos aleatoriamente para analise em MEV em cada
tempo da pesquisa, anterior ¢ ap6s a contaminagdo microbiana pela

técnica do microcosmo.

164



Obtencéo do meio definido enriquecido com mucina
(DMM) — saliva artificial

A obtengdo do meio DMM foi realizada conforme protocolo
descrito por Wong & Sissons (2001), o qual contém mucina gastrica de
suino (2,5 g/l), ureia (1.0 mmol/l), sais (em mmol/l: de CaCl,, 1,0;
MgCl,, 0,2; KH,PO,, 3,5; K,HPO,, 1,5; NaCl, 10,0; KCl, 15,0; NH,Cl,
2,0), mistura de 21 aminoacidos livres, 17 vitaminas e fatores de
crescimento. O meio contém aminoacidos para o equivalente em
proteina/peptideo (em mmol/l), em concentragdes baseadas nas da saliva
humana: alanina (1,95), arginina (1,30), asparagina (1,73), 4acido
aspartico (1,52), cisteina (0,05), acido glutdmico (5,41), glutamina
(3,03), glicina (1,95), histidina (1,08), isoleucina (2,38), leucina (3,68),
serina (3,46), treotonina (1,08), triptofano (0,43), tirosina (2,17), valina
(2,38), e caseina (5,0 g/l).

Coleta e processamento da saliva

Foi realizada a coleta de 70 ml de saliva estimulada com filme de
parafina (Parafilm “M”®, American National Can TM, Chicago, IL,
EUA) de um doador, portador de doenga periodontal. A saliva foi
depositada em um coletor graduado estéril, transportada em caixa de
isopor com gelo ao Laboratério de Microbiologia da UFPel. Apos, a

saliva foi filtrada através de 1a de vidro estéril, armazenada em um
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recipiente estéril ¢ homogeneizada em vortex (Filoche et al., 2007).
Foram separadas da saliva coletada do voluntario, duas aliquotas, uma
para quantificagdo bacteriana (dados em UFC/ml), e a outra foi
centrifugada (5000 g, a 4°C por 5 min) o sobrenadante foi eliminado e o

precipitado foi congelado para futuras analises microbianas.

Corpos de prova

Os corpos de prova de titanio foram adquiridos estéreis, com
Smm de didmetro e 3mm de espessura, doados pela empresa Titanium
Fix® - AS Tecnology Ltda, Sao José dos Campos, SP, Brasil, ja com os
tratamentos de superficie desejados para o estudo, onde foram avaliados
um disco de cada condigdo quanto a sua R,. Os espécimes foram
divididos em quatro grupos: o Primeiro de superficie lisa (L) sendo o
grupo controle (como na regido cervical dos implantes, ou seja,
simulando a localizacdo da colonizacdo bacteriana inicial) e com trés
tratamentos de superficie, sendo que o segundo grupo era jateado com
oxido de aluminio (J), o terceiro com ataque acido nitrico a 30% (A) e o
quarto e ultimo grupo de superficie jateada com o6xido de aluminio
acrescido de ataque acido nitrico a 30% (JA).

Foi realizada a avaliagdo da rugosidade inicial de um disco de
cada condigdo, escolhidos aleatoriamente, anterior a contaminagao
microbiana, a fim de verificar a R, por meio de rugosimetro otico (Surr-
Corder SE1200 — Koxaka Lab, Téquio, Japao), calibrado nos pardmetros
V 200, H 25 mm/Ac ¢ Ac 0,25 mm, sendo considerado o valor de
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rugosidade média dada pelo equipamento (R,), como fator de
comparagao das superficies.

Para cada corpo de prova foram realizadas trés medigdes em cada
lado, de forma que essas cobrissem a maior area possivel da superficie e
em diferentes direcdes, para que se realizasse a média de rugosidade

(ABNT NBR ISO 4288).

Desenvolvimento do biofilme

A saliva foi preparada e inoculada sobre os corpos de prova de Ti
cp em placas de micropogos, em um volume de 400 uL por poco. Apods
60 minutos, a saliva foi delicadamente aspirada da base dos pogos e 1,8
ml de saliva artificial pelo meio DMM previamente preparado foi
adicionado em cada micropogo. As placas foram incubadas em
condicdes de anaerobiose (80% N,, 10% CO, e 10%H,) a 37°C por até
168 horas (Schwarz et al., 2007). Diariamente as placas eram agitadas
cuidadosamente, o sobrenadante removido, medido o pH (pHmetro —

Anolion PM608 Plus, Sao Paulo, SP) e o meio renovado.

Andlise do biofilme

Apds 12, 24, 48 e 168 horas (Leonhardt & Dahlen, 1995;

Schwarz et al., 2007), os discos foram removidos dos po¢os com pinga
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estéril e as células ndo aderidas removidas gentilmente por lavagem em
solucdo salina estéril (2 ml). Apds, os discos foram colocados em tubos
contendo 1 ml de RTF (meio de transporte reduzido) e sonicados
(Sonicador Vibra Cell — Sonics and Materials, Danbury, CT, USA) com
poténcia de 40 W, amplitude de 5%, usando 6 pulsos de 9,9 s cada
(BOWEN et al., 1986) para obtencdo do biofilme de suspensdo

homogénea.

Diluicdes seriadas (Black, 1999)

Apos a etapa de sonicagdo dos tubos com os corpos de prova
contendo 1 ml de RTF procedeu-se a fase de diluicdo seriada das
suspensdes de biofilme para contagem de microrganismos totais. As
suspensdes foram diluidas em RTF em séries de até 1:107 e
imediatamente inoculadas em duplicata em Agar sangue para contagem
de microrganismos totais. As placas foram incubadas em anaerobiose
(80% N, 10% CO,, 10% H;) a 37 °C por 96 h. As unidades formadoras
de colonia foram contadas e os resultados expressos em UFC/mg de
espécime de biofilme (peso seco) (Bollen et al., 1996; Drake et al., 1999;
Burgers et al., 2010). Apdés remocdo da aliquota da suspensdo
microbiana inicial para quantificacdo, o espécime foi removido da

suspensao e centrifugado.

168



Preparo das amostras para analise em microscopia
eletronica de varredura — MEV JSM 6060 — UFRGS

O MEV JSM 6060 opera numa tensdo de 0,1 a 30 Kv, podendo
ser utilizado em observagdes convencionais de imagem em elétrons
secundarios (SEI). Foram utilizados para o estudo 20 corpos de prova,
sendo escolhido aleatoriamente um para cada condi¢do e tempo ¢ mais
quatro discos de cada condicdo antes da contaminagdo pela técnica do
microcosmo. Os discos foram cuidadosamente colocados com pinga
estéril em uma placa de 24 pogos e imersos em solugao de glutaraldeido
2,5% em tampao fosfato (solugcdo 20 vezes maior do que o volume da
peca), lacrados com fita adesiva e transportados em embalagem de
isopor contendo gelo ao Centro de Microscopia Eletronica (CME) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) onde foram

preparados para a visualizagao.

Estatistica

Os resultados experimentais desse estudo foram expressos pelos
testes estatisticos ANOVA e teste de Tukey de dois fatores com base na
aderéncia ao modelo de distribui¢do normal e igualdade de varidncia.
Para todos os testes foi considerado o wvalor de p<0,05 como

estatisticamente significativo.
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RESULTADOS

Rugosidade

Os resultados das medigdes de rugosidade dos corpos de prova

estdo expostos na Tabela 1.

Formacéao dos biofilmes

Na avaliagdo do crescimento dos biofilmes nos diferentes
periodos de tempo do experimento observou-se crescimento homogéneo
de microrganismos (UFC/mg), com crescimento maximo no tempo de
168 horas (7 dias), independentemente do tipo de superficie estudada
(Figura 1).

No presente estudo, os resultados médios das medi¢des de
rugosidade das superficies conforme os tratamentos foram: lisa (L)
R,=0,214 pm; jateamento com Al,O; (J) R,=0,624 pm; ataque acido
nitrico (A) R,=0,321 pum e jateamento acrescido de ataque acido nitrico
(JA) R,;=0,510 pm. Observou-se que todas as superficies possibilitaram
crescimento microbiano, independentemente do tratamento recebido.

No segundo periodo experimental (24 h) foi encontrado que o
tratamento com ataque acido nitrico (A), com rugosidade de R,=0,321
um, teve o valor médio de UFCs inferior aos demais (8,103),
estatisticamente significante (p<0,05) em relacdo a superficie com
jateamento (J) com maiores valores de rugosidade (R,=0,624 um) e

contagem de UFCs (8,309). Esses achados sdo semelhantes ao estudo de
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Biirgers et al. (2010), que utilizaram discos de titdnio puramente usinado
(Pt) e jateados seguido de ataque acido (prom), para verificacdo da
adesdo bacteriana in vitro de Streptococcus sanguinis. Os achados desse
estudo confirmaram que a adesdo bacteriana inicial as superficies de
titdnio com topografias diferentes ¢ primariamente influenciada pela
rugosidade de superficie (R,).

Os resultados referentes ao terceiro periodo experimental (48
horas) revelaram diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05) entre
a superficie JA com rugosidade de R,=0,510 um ¢ média de UFCs/mg
8,728 ¢ a superficie lisa (L) R,=0,214 e média de UFCs/mg de 8,468,
onde uma menor quantidade de biofilme formou-se na superficie lisa em
relagdo a uma superficie totalmente rugosa, como foi o caso da
superficie JA.

Ao final do periodo de analise (168 horas) as médias de
contagens de UFCs/mg ndo mostraram diferenca estatistica (p<0,05)
entre as superficies estudadas com valores médios de UFCs de 8,941;
9,014; 8,878; 8,984, respectivamente (Tabela 2). Outro ponto importante
da pesquisa foram os achados relativos a superficie controle (R,=0,21
um), que apresentou rugosidade trés vezes inferior em relagdo a
superficie jateada (R,=0,624 um) e, mesmo sendo considerada uma
superficie  lisa, possibilitou uma concentragdo de biofilme
estatisticamente igual aos outros tratamentos (J, A, JA) no ultimo
periodo de crescimento microbiano.

Esses resultados estdo em concordancia com Pongnarisorn et al.
(2007), os quais relataram que o acumulo e quantidade de biofilme
ocorrem independentemente do tipo de superficie do implante. Esses

resultados referentes ao tltimo periodo de tempo, ou seja, em sete dias

171



de acompanhamento, revelaram que os biofilmes cresceram a niveis
muito superiores em relagdo ao periodo inicial.

Os achados do presente estudo mostraram que a superficie de Ti
cp onde houve menor contagem de UFCs (7,241 e §,103), nos dois
primeiros tempos da pesquisa (12 e 24 horas), foi a superficie com
condicionamento acido nitrico (A), com rugosidade de R,=0,32um, ou
seja, uma rugosidade dita intermediaria se comparado as superficies J
(R,=0,624) e JA (R,=0,510).

A relagdo entre a topografia de superficie com ataque acido
nitrico (A), ¢ a diferenga de menor quantidade de microrganismos nos
dois primeiros periodos de tempo (12 e 24 h), pode estar relacionada a
uma diminui¢do do valor de rugosidade se comparado aos outros
tratamentos em virtude do processo de condicionamento acido, ou a uma
possivel propriedade antimicrobiana do &cido nitrico utilizado no
experimento.

No presente estudo foi verificada pouca diferenga topografica em
relagdo as superficies de Ti cp com jateamento de AL,O; e jateamento
seguido de ataque acido (JA). As fotomicrografias oriundas da
visualizacdo em MEV da superficie J] mostraram topografia acidentada,
rugosidade homogénea, com porosidades e 4areas descamativas
generalizadas. Outras caracteristicas podem ser visualizadas como:
fendas, vales e residuos de particulas de alumina (Figura 2) como
resultado do provavel processo de decapagem do metal.

Sykaras et al. (2000) citam que os diferentes processos podem
resultar em pouca diferenca topografica. Ja Albrektsson (1998) relatou

que a diferenga entre superficies de titdnio podem ser visualizadas por
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diferentes pesquisadores e os mesmos podem apresentar opinides
contrastantes a respeito do que seria uma superficie lisa ou rugosa.
Pode-se dizer que os fabricantes de implantes dentarios
desenvolvem tratamentos de superficies com o intuito de aumentar a
rugosidade dos implantes e, consequentemente, melhorar o contato com
0 osso durante a osseointegragdo (Castilho et al., 2006; Carvalho et al.,
2009; Elias & Mattos, 2009). Dessa forma, cada empresa apresenta uma
superficie com tratamento peculiar e, prevendo uma menor aderéncia em
superficies lisas, mantém as primeiras roscas do implante sem

tratamento.

DISCUSSAO

Muitos estudos utilizando diferentes técnicas microbiologicas ja
tentaram explorar a adesdo de espécies microbianas em implantes ou
discos de Ti cp no intuito de conhecer a relagdo entre o biofilme
bacteriano e as superficies dos implantes (Pier-Francesco et al., 2006;
Jardim Jr. et al., 2006; Bjerkan et al., 2009; Mioralli, 2009; Biirgers et
al., 2010; Romeiro et al., 2010; Frojd et al., 2011).

A técnica do microcosmo ou “boca artificial” idealizada por
Wong e Sissons (Wong & Sissons, 2001) ja foi usada para testes com
substancias antimicrobianas e na area da Cariologia (Sissons et al., 1991;
Sissons, 1997; Filoche et al., 2007; Filoche et al., 2008; Leite, 2009; Van
De Sande et al., 2011; Zaura et al., 2011) sendo que os estudos para
verificagdo da adesdo e formacdo de biofilmes em titanio relacionado a

doenca peri-implantite sdo escassos (Stefenon, 2012).
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No presente trabalho foram utilizados 160 discos de titanio cp de
grau 4, com diferentes topografias de superficie, periodos de crescimento
de biofilmes e condi¢des de multiplicagdo em “boca artificial”. Dessa
forma, pode-se observar a adesdo, concentracdo ¢ biomassa de
microrganismos em diferentes tempos e em diferentes topografias de Ti
cp. A opgao pela coleta de saliva de pacientes periodontais originou-se
de estudos que demonstraram que a microbiota presente na peri-
implantite ¢ semelhante a da doenca periodontal, bem como, sua
patogénese.

Ja foi relatado que a formacdo inicial do biofilme pode ser
influenciada por diferentes superficies de implantes. A adesdo de
microrganismos a implantes dentarios parece ser diretamente
proporcional a rugosidade de sua superficie (Newman, 1974; Wise &
Dykema, 1975; Rimondini et al., 1997; Esposito et al., 1998; Kawai et
al., 2000; Auschill et al., 2001; Quirynen et al., 2002; Auschill et al.,
2002; Konishi et al., 2003). Mioralli (2009) e Teughels et al. (2006)
mostraram que superficies rugosas acumulam e retém maior quantidade
de placa e desenvolvem uma placa mais madura, caracterizada pelo
aumento de coldnias, organismos méveis e espiroquetas.

Keller et al. (1990); Ong et al. (1997) e Klokkevold et al. (1997),
com o objetivo de maximizar a quantidade e qualidade da interface osso-
implante, relataram que inumeras alteracdes da superficie tém sido
propostas, na sua maioria baseadas na teoria de que uma melhor e mais
rapida  osseointegracdo pode ser alcancada mediante alteracdo da
topografia ou rugosidade do implante.

Neste contexto foi observado apos visualizagdo em MEV que os

discos de Ti cp J e JA mostraram topografia texturizada. As diferentes
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superficies apresentaram-se com topografias e rugosidades variadas, no
entanto, as superficies controle (L) e com ataque acido nitrico (A) se
mostraram visualmente semelhantes (Figuras 3 e 4).

Os grupos que sofreram o jateamento de ALO; (J) e (JA)
apresentaram superficies menos organizadas, caracterizadas por crateras,
fossas, sulcos e depressdes irregulares se comparados a superficie
controle (L) (Figuras 5 ¢ 6).

A partir da metodologia empregada, os dados obtidos permitem
concluir que: os resultados biologicos foram influenciados pela
rugosidade superficial dos tratamentos nas primeiras 24 horas de
observacdo; a adesdo bacteriana nas superficies controle e com ataque

acido foi menor nas primeiras 48 horas do experimento.
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TABELAS

Tabela 1 - Distribuigdo da rugosidade em trés pontos dos dicos de Ti cp
nas diferentes topografias por rugosimetro oOptico (Surr-
Corder SE1200 — Koxaka Lab, Toquio, Japdo), calibrado nos
parametros V 200, H 25 mm/Ac e Ac 0,25 mm, sendo
considerado o valor de rugosidade média dada pelo
equipamento (R;) dados em pm.

SUPERFICIES - RUGOSIDADE
DE Ticp RUGOSIDADE TRES PONTOS MEDIA (R,)
IL 0,196 0,256 0,191 0,214
J 0,632 0,583 0,658 0,624
A 0,316 0,313 0,335 0,321
JA 0,538 0,493 0,499 0,510

Tabela 2 - Comparagdes das médias (UFC/mg) nos diferentes niveis do
grupo X o fator tempo (h) pelo método Student-Newman-

Keuls.
TEMPO L J A JA
12 7,348 AB 7,622 C 7,241 A 7,477 BC
24 8,153 AB 8,309 B 8,103 A 8,255 AB
48 8,468 A 8,619 AB 8,623 AB 8,728 B
168 8,941 Ns 9,014 NS 8,878 Ns 8,984 Ns

NS: ndo significativo. Médias seguidas pela letra maiuscula na coluna ndo
diferem entre si, pelo teste Student-Newman-Keuls (5% de significincia
estatistica ou p< 0,05%).
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FIGURAS
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Figura 1 — Disposi¢do das médias ¢ desvios padrdes dos grupos x tempos
na adesdo e formacdo de biofilme pela técnica do
microcosmo (log 107 UFC/mg).
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Figura 3 — Fotomicrografia mostrando os diferentes tratamentos de
superficie de Ti cp em um aumento de 10000X anterior a
técnica do microcosmo.
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ANEXO 1 - Clinical Oral Implants: Diretrizes para autores
traduzidas (quanto ao formato e a estrutura do manuscrito)

Diretrizes para Autores

5. Formato e estrutura do manuscrito

Artigos que excedam 10 paginas publicadas estdo sujeitas a uma taxa de
160 dolares por pagina adicional. Uma pagina publicada equivale
aproximadamente a 5.500 caracteres (excluindo figuras e tabelas).

5.1. Formato

Idioma: O idioma de publicagdo ¢ o Inglés. Autores para quem o Inglés é
a segunda lingua podem optar por ter seu manuscrito editado
profissionalmente por uma pessoa falante de Inglés antes da
apresentacdo para garantir que o Inglés ¢ de alta qualidade.

Abreviaturas, simbolos e Nomenclatura: O simbolo % ¢ para ser usado
para por cento; h para hora; min, por minuto; e s por segundo.

In vitro, in vivo, in situ e outras expressdes latinas sdo para ser em
italico.

Use somente abreviaturas padrao.

Nao usar algarismos romanos no texto.

Em decimais, sera usado um ponto, e ndo uma virgula.

Evite abreviagdes no titulo.

A expressdo/a palavra por extenso deve preceder a abreviatura em seu
primeiro uso no texto, a menos que seja uma unidade padrao de medida.
Nomes cientificos: os nomes proprios de bactérias devem ser binominais
e devem ser individualmente sublinhados no texto datilografado. O nome
completo adequado (por exemplo, Streptococcus sanguis) deve ser
grafado quando da primeira referéncia. O nome genérico pode ser
abreviado em seguida com a primeira letra do género (por exemplo, S.
sanguis).
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5.2. Estrutura

Todos os manuscritos submetidos a implantes de Pesquisa Clinica Oral
devem incluir Péagina de Titulo, Texto, Abstract principal e
Agradecimentos, tabelas, figuras e legendas, conforme apropriado.

Pagina titulo: deve conter o titulo do artigo, nome completo do (s)
autores (ndo mais do que 6) e filiagao institucional (s), um titulo sintético
ndo superior a 60 letras e espacos, bem como o nome, telefone e
nimeros de fax, e-mail e endereco completo do autor responsavel pela
correspondéncia. O autor deve listar as palavras-chave adequadas para
fins de indexacao.

Resumo: ndo deve exceder 250 palavras. Ele deve ser estruturado em:
objetivos, materiais e métodos, resultados, conclusdes, ¢ nenhuma outra
informagao.

Texto principal do artigo original de pesquisa deve incluir Introdugao,
Material e Métodos, Resultados e Discussao.

Introducdo: Resumir os fundamentos e objetivos do estudo, dando
apenas referéncias estritamente pertinentes. Deve constar claramente a
hipotese de trabalho.

Material e Métodos: devem ser apresentados em detalhes suficientes
para permitir a confirmacdo das observagdes. Métodos publicados
devem ser referenciados e discutidos brevemente. Indique os métodos
estatisticos utilizados, se aplicavel.

Resultados: Apresentar os resultados em uma sequéncia logica no texto,
podendo recorrer a tabelas e ilustragcdes. Nao repetir no texto todos os
dados das tabelas e ilustragdes. As observagdes importantes devem ser
enfatizadas.

Discussao: Resumir os resultados sem repetir em detalhes os dados
fornecidos na secdo Resultados. Relacionar suas observacdes a outros
estudos relevantes e apontar as implicacdes dos achados e suas
limitagdes. Cite outros estudos relevantes.

Agradecimentos: Reconhecer apenas as pessoas que fizeram

contribui¢gdes substanciais para o estudo. Os autores sdo responsaveis
pela obteng@o de autorizag@o por escrito de todos reconhecidos nessa
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se¢do, porque os leitores podem inferir seu endosso quanto aos dados e
conclusoes. Fontes de apoio financeiro devem ser reconhecidas.

5.3. Referéncias

As referéncias devem citar o ultimo nome (s) do (s) autor ¢ o ano de
publicagdo (Black & Miller, 1988). Trés ou mais autores devem sempre
ser referidos como, por exemplo, (Fox et al., 1977).

A lista de referéncias deve ser dada no final do trabalho e deve seguir as
recomendacdes em:

Unidades, simbolos e abreviaturas: um guia para editores bioldgicos e
médicos ¢ autores (1988), p. 52, Londres: The Royal Society of
Medicine.

a) a lista das referéncias deve ser alfabética pelo sobrenome do autor.

b) A ordem dos itens em cada referéncia deve ser:

(I) para referéncias revista:

nome do (s) autor (es), ano, titulo do artigo, titulo do periédico, nimero
do volume, primeira e ultima pagina niimeros.

(Ii) para referéncias de livros:

nome do (s) autor (es), ano, titulo do livro, nimero da edicao, volume,
capitulo e / ou pagina, cidade de publicacao, editora.

¢) Os nomes dos autores devem ser organizados assim: Daniels, J.A.,
Kelly, RA. & Til T.C,,

Os nomes dos autores quando repetidas na proxima referéncia sdo
sempre escritos por inteiro.

d) O ano de publicacdo deve estar entre parénteses: (1966).

e) O titulo do trabalho deve ser incluido, sem aspas.

f) O titulo da revista deve ser escrito por extenso, em italico, e seguido
por niimero de volume em negrito, e os numeros de pagina.

Exemplos:

Tonetti, M. S., Schmid, J., Himmerle,C. H. & Lang, N. P. (1993)
Intraepithelial antigen-presenting cells in the keratinized mucosa around
teeth and osseointegrated implants. Clinical Oral Implants Research 4:
177-186.
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Poole, B., Ohkuma, S. & Warburton, M. (1978) Some aspects of the
intracellular breakdown of erogenous and endogenous proteins. In:
Segal, H.S. & Doyle, D.J., eds. Protein turnover and lysosome function,
Ist edition, p. 43. New York: Academic Press.

5.4. Tabelas, Figuras e legendas

Tabelas: As tabelas devem ser numeradas consecutivamente com
algarismos arabicos. Digite cada tabela em folha separada, com titulos,
tornando-os autoexplicativo. Atengdo especial deve ser dada as
proporg¢des da pagina impressa.

Figuras: Todas as figuras devem esclarecer o texto e o seu nimero
devera ser mantido a um minimo. Cada figura deve ter uma legenda.

Artigos normalmente ndo devem exceder 10 paginas impressas,

incluindo ilustragdes e referéncias. Paginas adicionais serdo cobradas
para o autor (s) a uma taxa de 160 dolares por pagina.
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MICROCOSM BIOFILM FORMATION ON
TITANIUM SURFACES®

ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to evaluate biofilm
formation on different surfaces of commercially pure titanium (CP Ti)
grade 4 at 12, 24, 48 and 168 h by the microcosm technique and
scanning electron microscopy (SEM). Materials and methods: Biofilms
were formed in microwell plates on CP Ti discs (N = 160), using the
saliva (microcosm) of a donor as inoculum with 10 discs for each
inoculum (n = 10). There were 40 specimens for each type of surface,
namely: smooth (control - S), sand-blasted with aluminum oxide (B),
etched with nitric acid (E), and sand-blasted with Al203 etched with
nitric acid (BE). One disc for each condition (4) was evaluated as to its
topography by SEM and mean roughness (Ra) prior to inoculation, and

16 were evaluated by SEM after the microcosm technique, totaling 20
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specimens. Results: The data were analyzed by two-way ANOVA and
Tukey’s test for comparison of the means (p <0.05). There was statistical
difference between S (25.34) and E (19.15) compared to B and BE
(43.83 and 32.06) in the CFU/mg counts in the first 12 h, when biofilm
formation was higher in B (Ra = 0.62 pm) and BE (Ra = 0.51 pm).
Conclusions: It was observed that all surfaces exhibited microbial

growth, regardless of the treatment they received.

Keywords: titanium, microcosm, biofilms, peri-implantitis.

RESUMO

Os fatores de risco associados a peri-implantite estdo relacionados
a composicdo do biofilme ao redor do implante e a habilidade da bactéria
aderir na superficie. O objetivo desse estudo foi avaliar a formagdo do
biofilme sobre as diferentes superficies de Ti cp grau 4, nos tempos de
12, 24, 48 e 168 horas pela técnica do microcosmo e microscopia
eletronica de varredura (MEV). Foram formados biofilmes em placas de
micropogos sobre discos de Ti cp (N=160), tendo como indculo a saliva
(microcosmos) de um doador sobre 10 discos para cada indculo (n=10).
Foram 40 espécimes para cada tipo de superficie, sendo elas: lisa
(controle — L), jateadas com ¢xido de aluminio (Al,O; — J), subtracao
por ataque com dacido nitrico (A) e por ultimo jateadas com Al,0O4
acrescidas de ataque com acido nitrico (JA). Um disco de cada condicao

(4) foi avaliado previamente a inoculacdo quanto a sua topografia pela
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MEV e rugosidade média (R,) ¢ dezesseis foram avaliados pela MEV
apds a técnica do microcosmo totalizando 20 espécimes. Os dados
obtidos foram analisados pelo teste analise de varidncia (ANOVA) de
dois fatores e Tukey para comparagdo das médias (p<0,05). Houve
diferenca estatistica entre a superficie controle (25,34) e A (19,15) em
relacdo as J e JA (43,83 e 32,06) na contagem de UFC/mg nas primeiras
12 horas, onde a formagdo de biofilme foi maior em J (R,= 0,62 um) e
JA (R,=0,51 pm). Observou-se que todas as superficies possibilitaram

crescimento microbiano, independentemente do tratamento recebido.

Palavras-chave: titanio, microcosmo, biofilmes, peri-implantite.

INTRODUCTION

In Dentistry, titanium implants are used as the material of choice
for a wide variety of cases, from the replacement of a single dental
element to complete restorations (Mabboux et al., 2004; Pier-Francesco
et al., 2006; Elter et al., 2008; Shibli et al., 2008; Pye et al., 2009).
Titanium is indicated because of its excellent mechanical,
physicochemical and biochemical properties, tissue tolerance,
biocompatibility (Bunetel et al., 2001; Elias et al., 2008; Subramani et
al., 2009), hardness, corrosion resistance and bone-like modulus of
elasticity (Pier-Francesco et al., 2000).

The technological evolution of implants has enabled the
development of models with different surface topographies (Carvalho et

al., 2009), increasing the available area and allowing for osseointegration
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(Branemark et al., 1977; Branemark, 1986). Changes in the topography
and in the surface free energy of titanium can be made through surface
treatment using abrasive particles and acid etching, among others
(Rosenberg, 2004). However, although surface roughness allows for
osseointegration, it may facilitate the accumulation of microbial species
and lead to peri-implant infection, resulting in bone destruction and
failure of restorations with this type of biomaterial (Pongnarisorn et al.
2007; Grossner-Schreiber et al., 2009; Gongalves et al., 2009).

Human dental plaque is a complex biofilm with different
concentrations of bacterial species in different environments and in vivo
study is hindered due to its heterogeneity, available amount and limited
access, in addition to ethical problems. Given these limitations, WONG
and SISSONS (2001) developed an “artificial mouth” plaque culture
system in order to investigate microcosm and to minimize the limitations
of biofilm studies. Microcosm is defined as a microbiological entity that
represents the natural in vitro dental plaque. This way, microcosm
maintains the natural complexity of the oral biofilm, its biodiversity and
its heterogeneous structure (Sissons et al., 1997; Sissons et al., 1991).
The aim of this study was to check biofilm formation in different time
periods on titanium surfaces submitted to different surface treatments
using the microcosm technique and visualization under scanning electron

microscopy.
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MATERIAL AND METHODS

The study protocol (no. 141/2012) was approved by the Research
Ethics Committee of Universidade de Passo Fundo (UPF). A randomized
in vitro study was performed, in which biofilms were allowed to form in
microplates on titanium discs and in which saliva (microcosm) was used
as inoculum. The saliva was collected from a nonsmoking donor with
periodontal disease who had not taken antibiotics in the month before
and who had abstained from oral hygiene for 24 hours. The selection
parameters were periodontal pockets deeper than 4 mm with bleeding
and/or suppuration at periodontal probing and with clinical insertion
levels of approximately 7 mm. Biofilms were grown at 12, 24, 48 and
168 hours on 10 discs for each inoculum, totaling 40 specimens of each
surface type (N=160). Of these, 20 specimens were selected for SEM

before and after microbial contamination by the microcosm technique.

Specimens

Titanium specimens were donated by Titanium Fix® - AS
Technology Ltda (S@o José dos Campos, SP, Brazil) measuring Smm in
diameter and 3mm in thickness with surface treatments classified into
smooth surface (S) or control group; sand-blasted with aluminum oxide
(B); etched with nitric acid at 30% (E) and sand-blasted with aluminum
oxide and etched with nitric acid at 30% (BE). The initial roughness of a

disc in each condition was measured by an optical profilometer (Surr-
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Corder SE1200 — Koxaka Lab, Tokyo, Japan), calibrated with V 200, H
25 mm/Ac and Ac 0.25 mm, and the mean roughness (R,) was used for
comparison of the surfaces. For each specimen, three measurements
were performed on each side and in different directions to obtain the

mean roughness (ABNT NBR ISO 4288).

Artificial saliva (DMM) preparation

The artificial saliva or defined medium mucin (DMM) was
obtained as proposed by Wong and Sissons (2001): porcine gastric
mucin (2.5 g/L), urea (1.0 mmol/L), salts (in mmol/L (CaCl,, 1.0;
MgCl,, 0.2; KH,POy,, 3.5; K,HPO,, 1.5; NaCl, 10.0; KCI, 15.0; NH4CI,
2.0), 21 free amino acids, 17 vitamins, and growth factors. The medium
contained amino acids for the protein/peptide equivalent (in mmol/L),
whose concentrations are based on human saliva. The amino acids
included alanine (1.95), arginine (1.30), asparagine (1.73), aspartic acid
(1.52), cysteine (0.05), glutamic acid (5.41), glutamine (3.03), glycine
(1.95), histidine (1.08), isoleucine (2.38), leucine (3.68), serine (3.46),
threonine (1.08), tryptophan (0.43), tyrosine (2.17), valine (2.38), and

casein (5.0).

Saliva collection and processing

70 mL of saliva stimulated with parafilm (Parafilm ‘“M”®,
American National Can TM, Chicago, IL, USA) was collected from a
donor with periodontal disease. The saliva was placed in a sterile graded

collector and transported in a foam ice chest to the Laboratory of
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Microbiology of Universidade Federal de Pelotas. Thereafter, the saliva
was filtered in sterile glass wool and homogenized in a vortex mixer
(Filoche et al., 2007a,b), an aliquot of which was used for bacterial
quantification (CFU/mL).

Biofilm development and analysis

400 pL of the prepared saliva was inoculated onto the titanium
specimens on microplates. After 60 minutes, the saliva was gently
aspirated and 1.8 mL of artificial saliva was added to each microplate.
The plates were incubated under anaerobic conditions (80% N,, 10%
CO; and 10% H,) at 37°C for up to 168 hours and the plates were stirred
on a daily basis and the supernatant was removed, the pH was measured
(pH meter — Anolion PM608 Plus, Sao Paulo, SP) and the DMM was
replaced. After 12, 24, 48 and 168 hours of incubation (Leonhardt and
Dahlen, 1995; Schwarz et al., 2007), the discs were removed from the
wells with sterile tweezers and the non-adherent cells were gently
removed by washing with sterile saline (2 mL). After that, the discs were
placed in tubes containing 1 mL of reduced transport fluid (RTF) and
sonicated (Sonicador Vibra Cell — Sonics and Materials, Danbury, CT,
USA) at 40 W and at a range of 5%, using six pulses of 9.9 s each.
Thereafter, the suspensions were serially diluted to 10”, inoculated in
duplicate on blood agar and incubated under anaerobic conditions (80%
Ny, 10% CO,, 10% H,) at 37 °C for 96 h. The colony forming units were
counted and the results were expressed in CFU/mg of biofilm specimen

(dry weight) (Biirgers et al., 2010).
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Preparation of samples for scanning electron microscopy
(SEM)

The specimens were placed in 24-well microplates and immersed
in 2.5% glutaraldehyde solution in phosphate buffer in a solution 20
times the volume of the specimen, sealed with adhesive tape and
transported to the Center for Electron Microscopy of Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) for visualization under SEM in
a JSM 6060 device, which operates with a voltage of 0.1 to 30 Kv.
Twenty specimens were used, and one was randomly selected from each

treatment and four were chosen after biofilm formation.

RESULTS AND DISCUSSION

The roughness of the specimens and biofilm formation are shown
in Tables 1 and 2 while biofilm formation on different surfaces
visualized under SEM are shown in Figure 1. Biofilm formation was
larger (p>0.03) on the surface sand-blasted with Al,Oj; at 12 hours; there
was statistical difference (p=0.02) within 24 hours between the sand-
blasted surface (8.30 CFU/mg) and the surfaces etched with nitric acid
(8.10 CFU/mg). At 48 hours, biofilm formation was larger on the sand-
blasted surfaces etched with nitric acid (p<0.01), while at 168 hours,
there was no statistical difference in biofilm formation between the

analyzed groups (p>0.05).
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It has been documented in the scientific literature that one of the
difficulties associated with the presence of oral restorative materials,
such as dental implants, concerns bacterial biofilm formation on these
surfaces and possible complications related to peri-implantitis (Quirynen
and Listgarten, 1990; Yoshinari et al., 2001; Pier-Francesco et al., 2006;
Gongalves et al., 2009; Grossner-Schreiber et al., 2009; Subramani et
al., 2009; Busscher et al., 2010; Soukos and Goodson, 2011). The
microcosm technique or “artificial mouth” developed by Wong and
Sissons (2001) has already been explored for the assessment of
antimicrobial substances and in the field of cariology (Sissons et al.,
1991; Sissons et al., 1997; Filoche et al., 2007a,b; Filoche et al., 2008;
Leite, 2009; Van De Sande et al., 2011; Zaura et al., 2011). However,
few studies exist on adhesion and biofilm formation on titanium surfaces
and on peri-implantitis (Stefenon, 2012).

In the present paper, we used microcosm because it simulates the
oral cavity as to the multi-strain behavior of the bacteria found in human
saliva, especially in periodontal patients. Another advantage of using
microcosm is the feasibility of biofilm study on a large scale through the
use of artificial saliva (DMM) and appropriate nutritional conditions for
biofilm growth. By using titanium discs with different topographies,
biofilm growth periods, and multiplication conditions in an “artificial
mouth,” it is possible to observe the adhesion, concentration and biomass
of microorganisms in different time periods and on different surfaces.

The decision to collect saliva from periodontal patients was based
on studies that demonstrated that the microbiota in peri-implantitis is
similar to the one found in periodontal disease, as well as its

pathogenesis (Heydenrijk et al., 2002). This correlation between biofilm
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accumulation and presence of periodontal pathogens at the level of bone
loss and around the peri-implant tissue was investigated (Rams and Link,
1983; Rams et al., 1984; Mombelli et al., 1987; Gatewood et al., 1993;
Quirynen et al., 2002; Heydenrijk et al., 2002; Fiirst et al., 2007; Silva et
al., 2007). However, peri-implantitis does not occur without previous
adhesion and subsequent microbial colonization. Adhesion depends on
the type of microorganism, on the physicochemical properties of the
implant surface and on the presence of oral fluids between the
microorganisms and the surfaces (Curtiss & Cooper, 1986; Quirynen and
Bollen, 1995; Nassar et al., 1995; Busscher and Van der Mei, 1997;
Jorge, 2007) as well as on the control procedures associated with oral
hygiene (Newman, 1974; Quirynen & Listgarten, 1990).

Initial biofilm formation may be influenced by the implant
surface and the adhesion of microorganisms seems to be directly
proportional to surface roughness (Newman, 1974; Wise and Dykema,
1975; Rimondini, 1997; Esposito et al., 1998; Kawai et al., 2000;
Auschill et al., 2001; Quirynen et al., 2002; Auschill et al., 2002;
Konishi et al., 2003). Other studies confirm the close relationship
between surface roughness and the efficiency of osseointegration
(Klokkevold ef al., 1997; Ong et al., 1997; Sykaras et al., 2000; Fr6jd et
al., 2011). Thus, the rougher the surface, the larger the accumulation of
biofilm (Rimondini, 1997; Kawai et al,, 2000) and the greater the
chances of failure due to the interplay between these factors.

This issue was investigated by Teughels ef al. (2006) and Mioralli
(2009), who reported on rough surfaces with larger accumulation and
plaque retention and development of more mature plaques, characterized

by the increase in the number of colonies, mobile organisms and
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spirochetes. Hallab et al. (2001) tested the energy components on the
surface of several materials to verify the strength of cell adhesion and
demonstrated that the surface free energy is more important than
roughness for induction of adhesion and cell proliferation.

In the present study, the mean roughness of the surfaces was as
follows: smooth (S) R,=0.214 pum; sand-blasted with Al,O3; (A)
R,=0.624 pm; etched with nitric acid (E) R,=0.321 um and sand-blasted
and etched with nitric acid (BE) R,=0.510 um. With regard to mean
roughness and microbial growth (Tables 1 and 2), growth remained
constant throughout the study period (12, 24, 48 and 168 hours).
Nonetheless, at 12 hours, smooth surfaces (S) and acid-etched surfaces
(E) yielded the lowest CFUs (7.348 and 7.241, respectively), which were
statistically significant (p<0.05), a fact that can be attributed to the initial
adhesion and biofilm formation limited to less rough surfaces, as
mentioned by Pier-Francesco ef al., 2006. The authors evaluated the in
vitro bacterial adhesion of Porphyromonas gengivalis on titanium discs
and the relationship between roughness and free surface energy and
observed that a surface with R,=0.15 pm, classified as very smooth,
showed significant decrease in bacterial adhesion, which did not occur
on rough (R,;=0.22 pum) or very rough (R,=0.45 um) surfaces. Therefore,
they concluded that the adhesion of P. gengivalis to titanium was
inhibited on surfaces whose roughness is smaller than that often seen in
implants (R,=0.35 pm).

In the present study, biofilm formation was smaller at 12 and 24
hours on less rough surfaces (smooth and acid-etched surfaces), in line
with the findings of Biirgers et al. (2010), who used sand-blasted

titanium discs etched with nitric acid to assess the in vitro bacterial
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adhesion of Streptococcus sanguinis, confirming that the initial bacterial
adhesion on titanium surfaces is primarily influenced by surface
roughness.

At the end of the experiment (168 hours), there was no statistical
significance (p>0.05) between CFUs on the analyzed surfaces. Note that
the control surface (R,=0.21 um) showed a threefold decrease in
roughness compared to the sand-blasted surface (R,=0.624 um) and,
although it is considered to be a smooth surface, it allowed for biofilm
formation, being statistically identical to the other treatments. The
relationship between surface treatment with nitric acid etching and the
lower amount of microorganisms in the first two assessment periods (12
and 24 hours) may be associated with a decrease in roughness if
compared to the other treatments due to the acid etching process or to a
possible antimicrobial property of the nitric acid used in the experiment.
Keller et al. (1990), Klokkevold et al. (1997) and Ong et al. (1997),
aiming at maximizing the quantity and quality of the bone-implant
interface, reported that several changes in surfaces have been proposed,
most of them based on the assumption that a better and quicker
osseointegration may be achieved by changing the topography or
roughness of the implant.

Since the R, values found in the present study were different
between the groups, biological results may not have been influenced by
roughness according to the experimental periods assessed (48 to 168
hours) but rather by factors such as irregular surface topography, surface
contamination by aluminum (Al) particles or possible changes in the
surface energy of the metal by the treatments used. The microcosm

technique showed that all surfaces allowed for microbial growth,

200



regardless of the treatment used, and that biofilm formation was smaller
within the first 12 hours of assessment on less rough surfaces,
corroborating that initial adhesion is directly proportional to surface

roughness.
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Figure 1 — Photomicrograph of smooth titanium surface (control — S), sand-blasted with aluminum
oxide (SB), etched with nitric acid (A) and sand-blasted with aluminum oxide and etched
with nitric acid (SBA) after 12 hours of biofilm formation by microcosm. 10 kv 10000X,
4000X and 5000X.

Figure 2 — Photomicrograph showing the different surface treatments of Ti cp in an increase of 2000X,
9000X and 10000X previous technical microcosm.
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