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RESUMO

Com a consolidacdo do uso clinico dos implantes, as pesquisas se concentram nas
caracteristicas topograficas da superficie dos implantes, visando melhorar a qualidade da
osseointegracdo e reduzir a adesdo bacteriana, tentando assim prevenir infeccOes
periimplantares, aumentando a longevidade do tratamento.Com o avan¢o da nanotecnologia e
diferentes métodos para produzir rugosidade de superficie e de alterar sua composi¢édo
quimica, muitos estudos foram realizados visando encontrar uma rugosidade e uma
composi¢do quimica ideal para os implantes. O objetivo deste estudo foi realizar uma reviséo
de literatura sobre os diferentes métodos de modificacdo da superficie dos implantes quanto a
topografia e & composicdo quimica destas e comparar os resultados das diferentes superficies
quanto a resposta celular e a adesdo bacteriana. Foi observado que ainda ndo ha um padrao
ideal de superficie, pois diferentes espécies de bactérias se comportam de uma maneira
diferente entre elas, e que muitas vezes caracteristicas destas superficies observadas in vitro

ndo se repetem in vivo.

ABSTRACT

With the consolidation of the clinical use of the dental implants, the research were focuses on
the topographical features of the surface of implants, to improve the quality of
osseointegration and to reduce bacterial adhesion, thus trying to prevent periimplant
infections, to increase the longevity of the treatment. With the advance of nanotechnology and
different methods to produce surface roughness and change their chemical composition, many
studies were done, trying to find a pattern of ideal roughness and chemical composition for
implants. The aim of this study was to conduct a literature review of the different methods of
surface modification of implants, analyzing the topography and chemical composition of
these and compare the results of different surfaces for the cellular response and bacterial
adherence. It was observed that there is no ideal pattern surface, because different species of
bacteria behave differently between them, and that is often observed that in vitro

characteristics of these surfaces are not repeated in in vivo.



1 1 INTRODUCAO

O titanio e suas ligas vém sendo utilizados como implantes, na area ortopédica e
odontoldgica, gracas as suas excelentes propriedades mecanicas e sua resisténcia & corrosao.
Uma camada estavel de oOxidos se forma espontaneamente quando o titdnio é exposto ao
oxigénio e esta camada hidrofilica, confere biocompatibilidade & superficie (Neoh et al.,
2012).

A osseointegracdo foi utilizada para designar o contato direto entre o0sso vital e a
superficie de um implante submetido a carga funcional. Novos conceitos surgiram, porém
todos se reportam & unido direta entre osso vital e a superficie do implante, em nivel de
microscopia optica (Albrektsson et al., 1983).

Com a consolidagdo do uso clinico dos implantes, as pesquisas se concentraram
na melhoria dos ja expressivos indices de sucesso. Dentre das vérias linhas de pesquisa
visando tais objetivos, as caracteristicas topograficas da superficie sintética oferecida as
células na interface osso/implante foram consideradas relevantes pela grande influencia na
qualidade de osseointegracéo obtida (Schroeder et al., 1981).

Existem varios métodos de texturizacdo de superficie de implantes, sendo estes
divididos em dois grandes grupos, 0s métodos de adi¢cdo, produzindo superficies Rugosas ou
porosas, normalmente obtidos através de spray de plasma com particulas de titanio ou
hidroxiapatita, e 0os métodos de subtracdo, produzindo superficies rugosas, normalmente
obtidas por laser ou ataque &cido (Sycaras et al.,2000). Ainda ha também, o método de
oxidacdo anddica, para a obtencdo de uma superficie porosa (Hall Lasusmas, 2000 TiUnite
Nobel Biocare).

Pesquisas laboratoriais com cultura de células in vitro em superficies metéalicas e
ceramicas apontam para resultados significantemente positivos em adesdo celular e resposta
de deposicdo de matriz orgénica pelas células de fendtipo osteoblastico, resultando em
expressiva diferenga percentual em contato osso/implante (BIC) entre superficies texturizadas
e superficies lisas (Kieswetter et al.,1996). A rugosidade representa uma modificagdo micro
ou nano morfoldgica estrutural que aumenta a area de contato entre 0 0sso mineralizado e o
implante. (Suttler et al.,1988). A superficie texturizada aumenta a resisténcia ao torque de

remocdo e favorece a deposicdo 0ssea quando comparada a superficie lisa (Carr et al.,1997)
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resultando que atualmente no mercado apenas implantes com superficie tratadas s&o
comercializados.

Quanto ao indice de sucesso dos implantes, Noack et al. (1999) em um estudo
retrospectivo, analisaram a sobrevivéncia de 1.964 implantes, de varios sistemas (Branemark,
Frialit-1, Frialit-2, e IMZ), instalados em 883 pacientes e encontraram uma taxa de perda de
1,9% antes da instalacdo das préteses e 4,3% apds o tratamento protético. Um dos principais
motivos da perda dos implantes foi devido a destruicdo tecidual ao redor do implante.
Atualmente, sdo conhecidos dois tipos de doenca perimplantar. A mucosite e a perimplantite.
A mucosite perimplantar é o conjunto de alterages inflamatorias reversiveis, confinada a
somente tecidos moles ao redor de um implante funcional. O acimulo de placa bacteriana
sobre a superficie do titanio por um periodo variando entre 7 e 21 dias leva a mucosite.
(Branemark et al.,1983). A perimplantite é caracterizada pela perda dssea ao redor dos
implantes. Esta perda é creditada ao resultado do acimulo de bactérias periodontopatogénicas,
como AA, pg e PIl, que podem infectar implantes e possuem potencial de destrui¢do tecidual
(Albrektsson et al.,1987).

E conhecido que o potencial de ades&o entre a bactéria e a superficie do implante
e seus componentes é controlada por varios fatores, incluindo propriedades fisico-quimicas
das bactérias, da superficie e das condicdes ambientais que os envolvem (de Jonge et
al.,2008).

O objetivo deste estudo foi realizar uma revisao de literatura sobre a relacdo entre
a adesdo bacteriana e a superficie dos implantes e seus componentes, levando em

consideracdo diferentes tratamentos de superficie, composi¢do quimica e grau de rugosidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 APRESENCA DE BACTERIAS

A presenca de bactérias pode complicar o processo de integracdo do implante ao
tecido. Apesar de procedimentos antissépticos rigorosos, as infeccdes ainda podem acontecer
(Moriarty et al.,2010). As fontes de bactérias incluem a atmosfera ambiente da sala de
operacOes, 0 vestuario usado por profissionais médicos e cirurgides dentistas e de bactérias
presentes na pele do paciente (Hetrick et al.,2006).

Tem sido relatado que uma grande proporcdo de infeccdes relacionadas ao
implante é causada por staphylococcus (aproximadamente 80%), e Staphylococcus. aureus (S.
aureus) e Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) contam juntos 60% das infeccoes
(Campoccia et al.,2006). Estas bactérias aderem e proliferam rapidamente em superficies de
tithnio. A aderéncia inicial das bactérias em superficies artificiais € o evento critico na
patogénese de infec¢bes de corpo estranho. (Harris et al.,2004)

Parece que apenas uma dose baixa de indcuo é necessaria para resultar na infecgo
de um implante. Em um estudo em in vivo verificou-se que 100 unidades formadoras (UFC)
de S. aureus foram suficientes para infectar 95% dos implantes subcutaneos (Zimmerli et
al.,1982). A frase "corrida para a superficie" foi criada por Gristina (1987) para descrever a
competicdo entre a aderéncia bacteriana e integracdo tecidual.

E de se imaginar que a corrida estd ganha pelas bactérias, as células dos tecidos
ndo sdo capazes de deslocar estes colonizadores primarios, e a formacao de biofilme ocorre,
levando a infeccdo. A formagdo de biofilme envolve diversas etapas, iniciando com a adesdo
bacteriana na superficie, seguida pela sintese de polissacarideos extracelulares (EPS) pelas
bactérias aderidas e agregadas em micro colbnias, que evoluem para uma matriz
tridimensional com canais internos (Trampuz et al.,2003).

Os EPS protegem as bactérias de agentes antimicrobianos e do sistema
imunoldgico do hospedeiro, e essas regides de nutriente podem causar a deplecdo de oxigénio,
resultando que algumas bactérias podem entrar num estado de ndo crescimento, que as torna
menos suscetivel ao efeito de antimicrobianos de acdo dependente do crescimento. Além
disso, algumas bactérias podem diferenciar-se em um estado fenotipicamente resistente
(Schachte et al.,2003).
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Como resultado, biofilmes quando formados sdo muito dificeis de erradicar, e
bactérias presentes em um biofilme podem ser mais resistentes a agentes antibacterianos do
que os seus homologos in vitro (Davies et al.,2003). Assim, a inibicdo da aderéncia bacteriana
é frequentemente considerada como o passo mais critico para evitar infeccdo associada ao
implante, e para a osseointegracdo de um implante ser bem sucedida, a integracdo do tecido
deve ocorrer antes da colonizagdo bacteriana.

Um periodo de 6 horas apo6s a instalacdo do implante foi identificado como sendo o "periodo
decisivo”. Quando o implante é particularmente suscetivel a colonizacdo, a prevencdo da
adesdo bacteriana é essencial para o sucesso a longo prazo do implante (Poelstra et al.,2002).

Osteoblastos e células bacterianas variam bastante em tamanho, sendo esta

diferenca de tamanho mais importante que a topografia de superficie quanto a inducdo de
sinais para o nucleo, resultando em mudancas de comportamento celular.
A resposta bacteriana em superficies ndo é bem entendida, 0 que se sabe € que moléculas de
adesina de superficie compostas por proteinas, tais como lectinas, flagelos, pili-fimbrias e
outras, bem como carbohidratos de superficie, desempenham um papel importante nas
interacdes entre bactéria-superficie e bactérias-bactérias (Ploux et al.,2005).

Uma vez que o tamanho e a rigidez de osteoblastos e bactérias sdo diferentes, a
ideia de usar a topografia de superficie para modular seletivamente a resposta destas células,
parece ser atraente.

2.2 MODULACAO DA ADESAO CELULAR PELA TOPOGRAFIA DA SUPERFICIE

Existe uma infinidade de estudos sobre o efeito da topografia da superficie sobre
as respostas bacterianas para a superficie. No entanto, como em destaque no estudo de Ploux
et al. (2010), os resultados mostram variagdes significativas. Por exemplo, Whitehead et al.
(2005) estudaram a adesdo bacteriana em substratos com pocos de didmetros variando de 0,5
a 2 mm, e descobriram que o maior numero de células foi mantido nas superficies de diametro
de tamanho maior.

Flint et al. (2000) relataram que a adesé@o bacteriana ndo pode ser relacionada ao
aumento da rugosidade da superficie, embora topografia da superficie em torno de um
tamanho critico perto do diametro das células bacterianas pode reter bactérias. Por outro lado,
Hilbert et al. (2003) ndo observaram influéncia da rugosidade de superficie variando entre

0,01 mm a 0,90 mm na fixacdo bacteriana, colonizacdo e remocéao. As variagdes na resposta
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das bactérias a topografia de superficie, como descrito na literatura podem surgir, em parte,
devido aos diferentes tipos de caracteristicas topograficas e bactérias testadas, e a dificuldade
em assegurar que a quimica de superficie permaneceu inalterada com as mudancas na
topografia.

Um estudo in vitro examinou a adesdo de S. aureus, S. epidermidis e
Pseudomonas aeruginosa em titanio convencional, titinio nanorugoso produzido por canhéo
de feixe de elétrons e titdnio nanotubular e nanotexturizado produzido por dois processos de
anodizacao diferentes (Puckett et al.,2010). Este estudo encontrou que, comparado ao titanio
convencional (nanosmooth), a superficie nanorugosa de titanio diminuiu a aderéncia de todas
as bacterias acima mencionadas, enquanto que titdnio nanotubular e nanotexturizado resultou
em um aumento de fixacdo bacteriana. A diferenca na fixacdo bacteriana tem sido atribuida,
em parte, a diferenca na a cristalizacdo entre as superficies. O 6xido de titanio contido na
superficie nanotexturizada e nanotubular é amorfo, ajudando a promover a fixacdo de
bactérias (Del Curto et al.,2005). Enquanto que 0 nanorugoso e as superficies convencionais
continham TiO2 cristalino.

Foi mostrado que a rugosidade de superficie também afeta a proliferacéo,
diferenciacdo e a producdo da matriz de osteoblastos, bem como a producdo de fatores de
crescimento e citocinas locais (Martin et al.,1995). Parece que a proliferacdo de osteoblastos
depende de morfologias especificas, tais como dimensédo fractal e de assimetria, ndo apenas
rugosidade estatistica (Rosales et al.,2010). A morfologia das células osteoblasticas em
superficies em nanoescala € modulada pelo formato, tal como mostrado pelo alongamento e
alinhamento de tais células ao longo da direcdo de nanosulcos com a inibicdo de lateral
expansdo (Yang et al.,2009). Uma revisdo dos dados in vivo a resposta do 0sso ao titénio foi
avaliada por histomorfometria, torque de remogéo, e testes de pushout/pullout, concluiu que a
topografia da superficie influéncia a resposta do 0sso em nivel micrométrico, mas a influéncia
em nivel nanométrico parece ser menos segura (Wennerberg et al.,2009).

A grande maioria dos estudos para avaliar os efeitos da topografia de superficie na
resposta das bactérias e osteoblastos foi realizado com uma bactéria ou osteoblasto, isto &, o
mesmo substrato ndo era avaliado para os dois tipos de células. No entanto, algumas
diferencas interessantes na resposta de osteoblastos e na resposta bacteriana ao mesmo tipo de
superficie nanoestruturada foram recentemente relatadas. Wu et al. (2011) compararam o
comportamento de S. epidermidis e osteoblastos humanos em quatro acabamentos de

superficie de titanio clinicamente relevantes: cetim, lustrado, jateado e plasma-pulverizado.
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Estas superficies diferem ndo s6 por seus parametros de rugosidade vertical, mas também
pelas escalas de comprimento laterais sobre a flutuacdo topografica. foi verificado que a
adesdo e crescimento do S. epidermidis é substancialmente maior sobre as superficies de
cetim e jateadas. Estas superficies sdo mais grosseiras em escalas de comprimento em
comparacao as superficies polidas ou de plasma pulverizado. Em contraste, os osteoblastos se
difundiram significativamente mais e apresentaram uma atividade mais intensa da alcalina
fosfatase (ALP) nas superficies polida e plasma-pulverizado do que sobre a superficie de
cetim. Estas superficies sdo relativamente suaves em comparacdo com o tamanho de um
osteoblasto (Ordem de dezenas de micrémetros), enquanto que a superficie acetinada é aspera
nesta escala de comprimento.

Colon et al (2006). compararam o comportamento de S.epidermidis e osteoblastos
sobre nanoestruturas e microestruturas de o6xido de zinco (ZnO) e TiO2. Descobriram que a
adesdo de S. Epidermidis na superficie de nanoestrutura de ZnO e TiO2 foi menor do que a
observada nas de microestruturas, enquanto que a adesdo dos osteoblastos, atividade da ALP,
e de deposicdo de calcio mineral foram maiores na nanoestrutura de ZnO e TiO2. Estes
resultados sugerem que a topografia da superficie dos implantes pode ser otimizada para
minimizar a adesdo bacteriana, porém estes tratamentos para a producdo de efeitos
topograficos podem também afetar a quimica de superficie, bem como a adsorcdo de
proteinas. Foi observado que a topografia da nanosuperficie ndo afeta significativamente a
adesdo celular osteoblastica fetal humana na auséncia de serum (Lim et al.,2005). As
caracteristicas da nanosuperficie podem afetar a absorcdo de proteinas, gracas & falta de
espaco para a absorcdo destas , enquanto que, se a superficie aspera for tratada como
quimicamente homogénea, e se 0 tamanho das asperezas for maior do que a proteina, a
rugosidade aumenta a area de superficie disponivel para a adsorcdo de proteinas (Rosales et
al.,2010). A conformacdo da proteina adsorvida pode também ser alterada pela
nanosuperficie, que, por sua vez afeta o reconhecimento de sites especificos por integrinas de
celulas (Lord et al.,2010). Assim, a diferenciacdo entre os efeitos diretos e indiretos da
nanotopografia de superficie sobre as células e da adsorcdo de proteinas € de dificil

compreensao.

2.3 MODULANDO A ADESAO CELULAR ATRAVES DA COMPOSICAO QUIMICA
DA SUPERFICIE
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Uma das maneiras em que a quimica da superficie de titdnio pode ser modificada
é a implantacdo idnica de Ca2+. O titanio implantado obteve resultados superiores ao titanio
comercialmente puro em promocdo da formacdo Ossea no femur de coelho (Hanawa et
al.,1997). No entanto, apresentou aumento da adesdo de bactérias orais presentes na saliva,
comparado ao titanio polido apesar graus semelhantes de rugosidade de superficie.

Este efeito foi atribuido a promocdo da adsor¢do de proteinas na saliva. Por
conseguinte, o implante de ion de célcio foi considerado como um risco em promover a
adesdo nas superficies expostas a cavidade oral, ainda que este tratamento seja benéfico na
osseointegracdo dos implantes (Yoshinari et al.,2000).

Superficies com alteracGes anidnicas também podem afetar a adeséo bacteriana e
0s osteoblastos como demonstrado por um estudo in vitro de S. aureus e osteoblastos. A
aderéncia também é afetada em superficies tratadas com polimetacrilato de metila (PMMA),
terpolimeros com base de grupos carboxilato e sulfonato (Anagnostou et al.,2006). O ensaio
bacteriano com substrato de fibronectina revestida com PMMA alterada por terpolimeros
COO0 "/ (COO™), com R variando entre 0,5nm a 0,8nm, exibiram uma taxa de inibi¢do na
adesdo de S. aureus entre 90% e 98%, em comparacdo com a adesdo de PMMA sem
alteracdes. Como as quantidades de fibronectina adsorvidas sobre os substratos de PMMA
foram semelhantes, a inibicdo foi atribuida a interacbes especificas entre a fibronectina
adsorvida e o carboxilato e os grupos sulfonato, e as mudangas conformacionais da
fibronectina adsorvida, que impedem o acesso a ou a interacdo com receptores de adesina nas
membranas das células de S. aureus. O carboxilato de etila e os grupos sulfonato também
afetam a adsorc¢do e a conformacdo da proteinas. Em meio de cultura de células, foi observada
inibicdo da proliferacdo de osteoblastos em PMMA baseados em terpolimeros com R em
torno de 0,6, mas ndo sobre os terpolimeros com de R entre 0.7 e 0.8. Uma investigacdo de
implantes de liga de titAnio com superficie modificada com polimeros que possuem grupos
carboxilato / sulfonato, implantados em condilo femoral de coelho, revelou que o sulfonato a
100%, ou proporgdes iguais de carboxilato e sulfonato promoveram a formagdo de 0sso
(Kerner et al.,2010). O aumento da proporgéo de grupos carboxilato resultou em diminuicéo
do contato osso-implante, e foi especulado que a composicdo da superficie ndo sé altera a
absorcédo e conformacdo da proteina, mas também a estrutura transiente do codgulo de fibrina.
No entanto, o efeito sobre a rugosidade de superficie pode ndo ser claramente delineado a
partir da composicdo de superficie, uma vez que a superficie tiver sido modificada pelo
processo de modificagdo por ions. Outro método para inibir a adesdo bacteriana é modificar
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superficies com moléculas altamente hidratadas. Os mais usados sdo 0s revestimentos
hidrofilicos baseados em polietilenoglicol (PEG) ou 6xido de polietileno (PEO) (Nejadnik et
al.,2008).

Os mecanismos de inibicdo sdo devido ao movimento dindmico e a forte.
repulsdo. das cadeias de polimero hidratado. Polissacarideos hidrdfilos, tais como o acido
hialurénico, também sdo eficazes na redugdo da adesdo bacteriana (Pitt et al.,2004). Contudo,
tal superficie hidrofilica também inibe a adesdo de células de mamiferos (Subbiahdoss et
al.,2010). Assim, para utilizar tais superficies para mediar a disputa entre bactérias e 0s
osteoblastos, algumas modificagdes para melhorar a adesdo dos osteoblastos sdo necessarias.
E possivel usar fibronectina, uma proteina adesiva necessaria para o receptor de integrina,
melhorando a adesdo celular e a proliferacdio em superficies (Sousa et al.,2008), mas,
infelizmente, muitas bactérias gram-negativas e gram-positivas também se ligam as proteinas
extracelulares de células de adesdo, incluindo fibronectina e fibrinogénio (Herrmann et
al.,1988). Por exemplo, as bactérias normalmente associadas com infec¢fes de implantes, S.
aureus e S. epidermidis, tém adesinas que reconhecem a fibronectina, e se ligam diretamente
as moléculas de fibronectina (Sinha et al.,2000).

No entanto, 0 RGD (Arg-Gly-Asp) modificado presente num certo nimero de
proteinas, incluindo fibronectina e fibrinogénio é conhecido por interagir especificamente
com os receptores de integrina da superficie celular, e ndo é reconhecida pelas bactérias, tais
como P. aeruginosa, Streptoccocus mutans (S mutans), S. aureus e S. epidermidis (Maddikeri
et al.,2008). Assim, a modificacdo de superficies com o RGD pode ser uma forma de
melhorar as fungdes dos osteoblastos sem aumentar a adesdo bacteriana. Este conceito foi
ilustrado por uma série de pesquisas recentes sobre superficies de titdnio com o RGD
modificados por polimeros hidrofilicos.

Harris et al. (2004) obseravaram superficies modificadas por polimeros
embebidos com poli L-lisina(PLL), polietilenoglicol e modificadas com RGD em substratos
de TiO2, que a reducdo na aderéncia bacteriana foi semelhante nas superficies contendo
polimeros alterados com PLL e PEG. O nimero de bactérias aderentes sobre estas superficies
modificadas com PEG foi menor do que na superficie de TiO2 ndo modificada. Superficies de
titinio modificado com escovas de contendo acido polimetacrilico e sericina da seda, tém
mostrado promover a adesdo dos osteoblastos, proliferacdo e a actividade de ALP, enquanto
que reduz a adesdo de S. aureus e S. Epidermidis (Neoh et al.,2008). As escovas de acido

polimetacrilico fornecem propriedades anti-adesiva, e a sericina da seda, que compreendem
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18 aminoécidos, com o &cido aspartico e serina sendo 0s componentes dominantes, aumentam
as funcbes de osteoblastos, sem afetar significativamente a adesdo bacteriana. Além de
polimeros anti-adesivos, compostos bactericidas vem sendo utilizados para modificar a
superficie do implante para reduzir os riscos de infeccdo. Implantes de titanio revestidos com
poli (D, L-l&ctido), contendo 10% gentamicina foram testados in vivo (Vester et al.,2010). Os
resultados mostraram que mais de 60% da gentamicina foi liberada dentro o primeiro minuto,
resultando em uma concentracao inicial de 50 mg de gentamicina por grama de 0sso, € 7,8 mg
gentamicina/ g 0sso apds uma semana.

Os testes in vitro com osteoblastos tipo SAOS-2 mostraram que estas células ndo
foram afetadas negativamente pela gentamicina liberada do revestimento. Embora nenhum
desenvolvimento de resisténcia foi observada com S. aureus exposto a gentamicina liberada, a
possibilidade de contribuir para a propagacdo de organismos resistentes a antibioticos é uma
preocupacgdo. A quitosana, um polissacarideo policatibnico com propriedades bactericidas
(Raafat et al.,2008) e propriedades de aumento de funcéo osteoblastica (Hamilton et al.,2007),
tem despertado grande interesse para aplicacBes ortopedicas. Foram Avaliadas as fungdes de
osteoblastos e a adesdo bacteriana em substratos de titdnio modificados com quitosano (
através de enxertia ou deposicdo de camada por camada) e modificagdes subsequentes pelos
RGD (Chua et al.,2008). A camada de quitosano, independentemente da presenca RGD,
resultou na reducdo entre 70 e 80% na adesdo bacetriana sobre a superficie do titanio. A
densidade da superficie modificada pelo peptideo RGD teve um efeito significativo na
proliferacdo de osteoblastos e na atividade da ALP, e ambas as funcGes podem ser
aumentadas de forma significativa sobre as celulas ao longo dos substratos cristalinos de
titanio.

Embora que a RGD melhore as atividades dos osteoblastos, a falta de seletividade
pode ser um problema (Morra et al.,2006). Assim, a atengdo agora esta cada vez mais dirigida
para proteinas morfogenéticas do osso (BMPs), uma classe de moléculas de sinalizagdo
conhecidas por promover a formacgdo Ossea, osteoconducdo e osteoinducdo (Harwood et
al.,2005). Por as BMPs agirem localmente, a introducéo direta no corpo ndo é desejavel por
causa do potencial efeitos adversos tais como a formagdo de 0sso ectdpico indesejado. A
BMP-2 adsorvida na superficie porosa dos implantes de titdnio mostrou ter um efeito
osteocondutor, e que é superficie e dose dependentes, num modelo ectopico de rato (Hall et
al.,2007). Para substratos com BMP absorvido, um fator complicante é o ajuste da cinética da

liberagdo, para atingir uma concentragéo Otima local. Diferente sitios anatdmicos e espécies
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animais podem exigir um perfil de liberacdo diferente, devido as taxas de recuperacdo (Li,
2001). Uma abordagem alternativa para usar BMPs para controlar as interacGes da superficie
celular é imobilizar as BMPs na superficie do titanio atraves de ligacdes covalentes. Por
exemplo, a polimerizacdo do plasma de alilamina em Ti-6Al-4V foi usada para gerar uma
superficie aminada e BMP-4 foi conjugada com os grupos amina utilizando carbodimida
(Puleo et al.,2002). O BMP-4 imobilizada induziu significativamente a atividade osteoblastica
em células C3H10T1 / 2 pluripotentes. Para atingir o objetivo duplo de inibir a colonizacao
bacteriana e melhorar as funcbes de osteoblastos, BMP-2 foi imobilizada sobre superficies de
titinio com um polimero anti-adesivo ou polimero bactericida como uma camada
intermediaria (Shi et al.,2009). Com dextrano como a camada intermédiaria, a adesdo de
bactérias, bem como a funcdo dos osteoblastos foi inibida. No entanto, com BMP-2,
enxertada no dextrano, & uma densidade de superficie maior que 50 ng/cm2, a distribuicdo dos
osteoblastos, a atividade de ALP e a deposicdo mineral de calcio foram promovidos, sem
diminuir a eficacia antibacteriana (Shi et al.,2009). Carboximetilcelulose quitosano (CMCS)
pode ser enxertada em titanio através de uma ancora de dopamina para servir como a camada
intermédia bactericida. A adesdo de S. aureus e S. Epidermidis foi reduzida em 80% em
comparacédo & superficie primitiva, sem afetar a adesdo dos osteoblastos (87). Apos a juncao
de BMP-2 com o enxerto da camada de quitosano carboximetil, a eficacia antibacteriana
permaneceu inalterada, enquanto a funcdo osteoblastica, a atividade de ALP e deposicdo de
calcio, tanto dos osteoblastos, quanto das células-tronco mesenquimais derivadas da medula,
foram promovidas (Shi et al.,2009).

Recentemente, demonstrou que o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), quando conjugado o CMCS ou &cido hialurénico enxertados em titanio, podem
alcancar resultados semelhantes (88). A extensdo da colonizacdo bacteriana sobre a superficie
de titinio com CMCS e VEGF é muito menor do que na do titdnio primitivo.
Concomitantemente, 0 VEGF mobilizada os osteoblastos, reforcadando a distribuicdo e
mineralizacdo como mostrado pela cobertura densa de depositos de calcio. (Neoh et al.,
2012.).

2.4 MODIFICACOES DE REVESTIMENTO

Lee et al. (2010) usou um dispositivo microfluidico para mostrar Murina
calvarial MC3T3-E1 pré-osteoblastica co-cultivada com um ndmero pequeno de cepas de S.
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epidermidis inoculadas na superficie da liga de titanio TiAI6V4 antes da semeacdo celular.
lodeto de propidio (PI) foi utilizado para detectar as células mortas ou danificadas 25 horas
apos a semeadura. O resultados mostram claramente que o grau de danos celulares aumentou
significativamente com o aumento da concentracdo de bactérias inoculas. A adesdo inicial,
propagacdo e proliferacdo do osteoblastos ndo foram afetados pela concorréncia pela
superficie gragcas ao nimero relativamente pequeno de S. epidermidis (méximo de 1000 S.
epidermidis co-cultivadas com 105 osteoblastos semeadas). No entanto, a proliferacdo rapida
das bactérias resultou no esgotamento de nutrientes, alteracdes do pH e/ou a geracdo e
acumulo de toxinas sollUveis, ou seja, condicdes desfavoraveis para sustentar o a viabilidade
dos osteoblastos.

Subbiahdoss et al. (2009) investigaram a resposta de células de osteossarcoma
U20S semeadas no fundo de vidro de uma placa de camara de escoamento, com diferentes
densidades superficiais de cepas pré-aderidas de S. epidermidis. As células U20S néao
cresceram na auséncia de fluxo, possivelmente devido a envenenamento por endotoxinas
bacterianas. Sob corrente, ambas as bactérias e as células U20S cresceram, mas o nimero e a
area de difusdo por célula diminuiu com o aumento da densidade de bactérias aderidas.
Experiéncias de fluxo de camara semelhantes desenvolvidas por este grupo com TiO2
revestido lamina de vidro modificado com PEG ou PEG-RGD mostraram que na presenca de
biofilme, as células U20S aderiram e espalharam sobre a cobertura PEG-RGD com maior
significancia do que na superficie de TiO2, mas sobre a superficie revestida de PEG, as
células U20S ndo aderiram nem espalharam independentemente da presenca de biofilme. Em
vista destes resultados, é observado que moléculas bioativas tais como a RGD conservaram a
sua capacidade de aumentar a funcdo de osteoblastos, mesmo na presenca de bactérias
aderentes.

Curiosamente, tem sido relatado que as cepas mortas de S. Aureus por raios UV
podem servir como um osteocondutor de revestimento de superficies de titanio (Somayaji et
al.,2010). Neste estudo de adesdo, proliferagdo, sintese e matriz extracelular mineralizada de
osteoblastos, foram medidos sobre superficies de titanio revestidos com liga de fibronectina,
com e sem as bactérias mortas por UV. A adesdo de osteoblastos foi melhorada sobre as
superficies revestidas com bactérias em comparacdo com as superficies ndo revestidas, ja a
proliferacéo celular, estava semelhante em ambas as superficies. Marcadores de osteoblastos,
como colageno, osteocalcina, ALP e formacdo de nodulos mineralizados também foram

aumentados nas superficies revestidas com bactérias em comparagdo com as superficies sem
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revestimento. Foi concluido que a presenca de bactérias mortas tornou a superficie mais
rugosa, resultando em uma diferenciagdo melhorada de osteoblastos, e a presenca de grupos
hidroxila, sob a paredes das células S. Aureus facilita a deposicdo de idns de célcio e de
fosfato. Se estes postulados séo validos, pode-se imaginar que a utilizacdo de um revestimento
de polimero bactericida tal como CMCS sobre a superficie de titdnio pode proporcionar
vantagens semelhantes in vivo uma vez que as bactérias serdo mortas pelo contato com a
superficie.

Os testes in vitro para avaliar a eficacia de superficies modificadas em inibicdo da
adesdo bacteriana sdo muitas vezes realizados com as bactérias em tamp&o fosfato salino
(PBS). No entanto, um implante inserido no corpo ird encontrar proteinas. E geralmente
aceito que a adsorcdo de proteinas pode ser afetada por nanotopografia (Rechendorff et
al.,2006), embora alguns estudos relataram que nanotopografia tem pouco efeito sobre a
adsorcdo de proteinas (Cai et al.,2006).

Mesmo que uma superficie do implante pode ser concebida com nanotopografia
para optimizar as func¢des de osteoblastos, minimizando ades&o bacteriana in vitro, a presenca
de diferentes tipos de proteinas e a natureza dindmica do ambiente in vivo pode comprometer
sua eficacia. Absorcdo de proteinas também ¢é afetada pela presenca de superficies
modificadas quimicamente. Por exemplo, as superficies modificadas por polimeros hidréfilos,
tais como aqueles baseados em PEG podem inibir a adeséo bacteriana, mas podem alterar a
absorcdo de proteinas (Dalsin et al.,2005), a adesdo dos osteoblastos na superficie pode
também ser prejudicada, a menos que outra modificacdo seja feita com moléculas bioativas
tais como RGD, ou factores de crescimento, como descrito acima.

A estabilidade das porcdes de superficie é outro motivo de preocupacdo, mas
atualmente apenas dados limitados estdo disponiveis. Os revestimentos de polimeros
bactericida depositados sobre o titdnio através da camada-por-camada electrostatica ou
enxerto de dopamina baseados em grupos de ancoragem tém mostrado que conservam a sua
eficacia ap6s imersdo prolongada em PBS. Da mesma forma, os factores de crescimento
(BMP-2 e VEGF) covalentemente conjugado com revestimentos poliméricos de titanio, ndo
vazam depois imersdo em PBS ou meio de cultura de células durante 14 dias. No entanto,
para as aplicages in vivo, estas superficies modificadas tém de ser submetidas a esterilizagéo
antes da utilizagdo. Estudos recentes mostraram que as dopaminas baseadas em grupos de
ancoragem sdo estaveis apos tratamento em solugdo de etanol & 70% durante 1 hora, bem

como apo6s a autoclavagem & 121 C durante 20 minutos. Os resultados preliminares indicam
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que a BMP-2 conjugada com estes revestimentos CMCs depois de terem sido submetidas a
tratamento em autoclave e ao etanol sdo capazes de aumentar a mineralizacdo das células
cultivadas sobre estes substratos. Isto pode ser bastante surpreendente, pois a BMP-2 em sua
forma livre perde sua bioatividade em condicGes de autoclave. No entanto, a bioatividade de
BMP-2 adsorvida em substratos foi reduzida ap6s aquecimento & 100 C por 30 minutos, o que
foi atribuido & geragdo de uma grande camada insoltvel de proteina bioativa, como resultado
do tratamento térmico (Winkler et al.,2006).

Outro problema de estabilidade sdo os efeitos da friccdo e manuseio durante
implantacdo sobre as porcdes de superficie de implantes modificados com proteinas ou
revestimentos em nanoescala. Por fim, existe a incerteza dos efeitos da degradacdo para estas
superficies modificadas com revestimentos de polimeros e fatores de crescimento(Wiemann
et al.,2002).

Crawford et al.(2012) estudaram que o potencial de adesdo entre bacterias e a
superficie dos implantes é controlada por varios fatores, incluindo as propriedades
fisico/quimicas das bacterias, da superficie e as condi¢coes do meio onde a adesdo acontece.
Com os paremetros de meio estabelecidos, qualquer diferenca no grau de adesdo sera dada
pelas propriedades da superficie do material. Atualmente, é estudado o papel que a topografia
da superficie realiza no processo de adesdo, pois duas amostras de superficie quimicamente
identicas, colonizadas pelas mesmas cepas, podem exibir um padrdo de adesédo
completamente diferente, gragas a arquitetura e a rugosidade desta superficie.

Segundo Crawford, a arquitetura da superficie pode ser classificada em trés
grandes grupos, superficies irregulares/randomizadas, superficies regularmente modeladas e

superficie de estrutura hierarquica.

2.5 TOPOGRAFIA DE SUPERFICIE IRREGULAR/RANDOMIZADA

As investigagdes sobre o impacto de caracteristicas de superficie aleatorias sobre a
adesdo bacteriana foram realizados durante pelo menos 30 anos (Harris et al.,2004), mas
ainda ndao ha um entendimento claro de como esses recursos aleatorios podem modular a
colonizacdo. A avaliagdo matematica de topografia de superficie € critica, especialmente no
caso de superficies de forma de padrdo irregular, para compreender como as dimensdes

topogréaficas exercem uma influéncia na ades&o bacteriana.
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Em um trabalho, a rugosidade média aritmética (Ra) de padrBes irregulares de
titanio polido foi avaliada utilizando um perfildmetro de caneta(An et al.,1995). De acordo
com este estudo, a topografia de superficie com Ra de 1,25-0,43 mM ndo teve impacto
significativo sobre a adesdo de S. epidermidis.

Em um estudo similar, a AFM foi utilizada para avaliar trés parametros
topogréficos, aspereza, rugosidade média e méxima(Boulangé et al.,1997). Nenhuma relacdo
clara entre qualquer um destes parametros de rugosidade e o nimero de células aderidas da
cepa de Streptococcus termofilus na superficie foi encontrada. Além disso, a analise de
rugosidade foi realizada em perfil de linha individuais, o que pode néo refletir adequadamente
a topografia da superficie tridimensional. Estudos de topografia com caracteristicas sub-
micron relataram que houve baixa adesdo bacteriana sobre as superficies de aco inoxidavel
com uma média rugosidade de 0,16 mM medido sobre uma &rea de varredura 50 um x 50
mM, enquanto superficies mais lisas ou mais asperas exibiram graus maiores de bactérias
aderidas. Este trabalho também demonstrou que a adesdo bacteriana ocorreu
preferencialmente ao longo das ranhuras sub-micrométricas. O caracterizacdo da rugosidade
neste trabalho foi muito simplista, o Unico pardametro topografico relatado foi a rugosidade
média. A analise mais abrangente sobre rugosidade foi demonstrada por Frojd et al.(2010)
quando usaram perfilometria éptica para avaliar a rugosidade média, densidade de
caracteristica de superficie a e area de superficie de 50 mm x 50 um de cortes de superficie de
titdnio. Para avaliar o nivel de adesdo bacteriana nestas superficies de titanio, o volume do
biofilme resultante foi determinado. O volume de biofilme foi observado sendo mais elevado
em titdnio, do que as topografias que exibiram maior area de superficie e rugosidade média.
Uma rugosidade média de 10-15 nm sobre areas escaneadas de 10 um x 10 um tem sido
relatada a ser inversamente correlacionada com a numero de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e as células de Escherichia coli, que aderem a superficie do titanio.

A superficie nanotopografica também foi relacionada em estimular as atividades
metabolicas das bactérias e a quantidade de polissacarideos extracelulares (EPS) produzidos
encontrados foi maior do que em superficies mais suaves de titdnio. Uma tendéncia
semelhante foi observada em outros estudos em que superficies de vidro gravadas com
nanoarquitetura, com uma media de rugosidade 1,3 nm atrairam mais células de bactérias do
que superficies comuns de vidro com uma média rugosidade de 2,1 nm (Mitik et al., 2009).
Neste trabalho, as rugosidades foram avaliadas utilizando AFM sobre &reas de exploracdo 5

mm X 5 | im. Os niveis de adesdo de cada uma das cepas bacterianas parecem estar
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inversamente correlacionada com a rugosidade da superficie. Como sdo 0 caso com 0S
estudos correlacionando as interacGes celulares com microtopografia de superficie, as
tentativas para caracterizar o efeito que nanotopografias particularmente suaves desempenham
na adeséo bacteriana também obtiveram resultados inconsistentes e contraditorios.
Caracteristicas de superficie com uma rugosidade media inferior a 1,5 nm
mostraram que afetam o comportamento da adesdo e os niveis de producdo de EPS de S.
Aureus P. aeruginosa (Truong et al,2010). A adesdo das células e producdo de EPS
aumentaram para ambas as cepas em superficies de titanio com menor rugosidade media,
enquanto que em superficies de titanio polido granel com rugosidade decrescente melhorou o
comportamento adesivo apenas da P. Aeruginosa, enquanto que o S. aureus, exibiu propensdo
diminuida para aderéncia. Por outro lado, filmes de titanio liso sobre silicone contendo uma
média de rugosidade abaixo de 0.5 nm mostraram aumentar o comportamento adesivo e a
producdo de EPS de S. aureus, mas ndo para Células de P. aeruginosa. Foi sugerido que as
diferencas de perfil de adesdo molecular destas duas bactérias sobre peliculas lisas eram em

funcéo das variacbes na deformabilidade das células resultantes de suas morfologias.

2.6 SUPERFICIE MODELADA PADRONIZADA

Adesao bacteriana em topografias de superficie irregular tem sido extensivamente
estudadas, utilizando uma grande variedade de superficies, mas o comportamento da adesdo
bacteriana em topografias regularmente modeladas em micro e nanoescala recebeu menos
atencdo. Varios padrdes em microescala, incluindo ranhuras gravadas, pocos, quadrados e
superficies inspiradas na pele de tubardo tenham sido fabricadas com a finalidade de
desenvolver superficies anti aderentes para as bactérias (Chung et al.,2007).

Rowan et al.(2002)fabricaram superficies planas com currais quadrados
distribuidos uniformemente, com cerca de 10 um de diametro, que foram capazes de prender
as celulas de E. coli. Da mesma forma, Rozhok et al.(2006) fabricaram superficies contendo 3
furos um com a profundidade de 0,5 m, onde também foram capazes de localizar células
isoladas de E. coli. No entanto, ambos os estudos ndo contribuem substancialmente para a
compreensdo fundamental dos fatores topograficos envolvidos na ligagdo de células de
modulacdo, uma vez que tanto um quanto outro, foram utilizados superficies quimica de

polietileno glicol ou poli-L-lisina para dirigir a fixacéo bacteriana.
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Um teste mais abrangente de um unico tipo de superficie modelada foi
recentemente realizado, na qual as matrizes regularmente espagadas de saliéncias quadradas
com dimensdes controladas fabricadas sobre superficies de PDMS foram testadas quanto a
sua capacidade de controlar a adesdo de E. coli e formacéo de biofilmes (Hou et al.,2011). As
dimensdes da superficie foram sistematicamente variadas, com o comprimento das saliéncias
que variaram entre 2 e 100 um, com a distancia entre as caracteristicas adjacentes variando
entre 5 e 20 um. Foi descoberto que as celulas de E. coli, preferencialmente se aderem e
produzem biofilme nos vales entre as saliéncias quadradas de todas as dimensdes testadas,
indicando que a forma padrdo de quadrado com microtopografia, pode promover a adeséo
bacteriana e formacdo de biofilme. No entanto, este estudo foi limitado, pois a analise foi
realizada numa rugosidade minima, e, portanto poucas conclusfes poderiam ser tiradas como
a mediacéo de ades&o celular pela topografia. Apesar da falta de caracteriza¢do da rugosidade
abrangent, na maioria dos estudos de microescala com superficies estampadas, eles
demonstram consistentemente um ponto importante. Superficies estriadas e sem
protuberancias, em particular demonstram claramente a importancia de 'abrigo’ para bactérias
de forgas do exterior (turbuléncia hidrodindmica, por exemplo), que podem de alguma forma,
desalojar as células aderidas. Experiéncias de fluxo, utilizando culturas de Pseudomonas
fluorescens e P. aeruginosa em superficies estriadas retangulares de silicio de varias
dimensbes, mostraram que a ligacdo preferencial ocorreu nas extremidades a jusante das
ranhuras, em que as células poderiam se alojar e ndo poderiam ser facilmente removidas.
Pocos gravados tém mostrado proporcionar abrigo para as células de uma maneira semelhante
(Whitehead et al.,2005).

Uma investigacdo do comportamento de fixagdo de S. aureus e P. Aeruginosa em
superficies com um diametro entre 0,2-2 um, mostrou que quanto maior didmetro dos pogos,
melhor para as células, e que a menor célula, com formato de coccus, as células de S. aureus
foram mantidas em nimeros maiores do que as de formato maior, P. Aeruginosa, em forma
de bastonete. Em nanoescala, varias tentativas foram feitas para simplificar o padrdo de
superficie e a resposta de aderéncia de bactérias sobre varias superficies (Diaz et al.,2010).

Matrizes de polimero de amplo aspecto em nanoescala tém sido relatadas por
conduzir o comportamento de adesdo de P. aeruginosa, Bacillus subtilis e células de E. coli
(Hochbaum et al.,2010). Os postes foram produzidos com um didmetro de 300 nm e de altura
de 2 nm, e foi observado que as bactérias se organizaram em padrdes definidos de acordo com

a matriz subjacente. Mesmo em superficies de arquitetura quase-aleatoria, as células
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bacterianas tém uma tendéncia de se orientarem com os padrdes existentes naturalmente. Por
exemplo, experimentos envolvendo localizagdo bacteriana realizada sobre uma superficie de
substrato de ouro nanoestruturada aleatoriamente, foram descobertos que na superficie
"aleatoria” celulas de P. Fluorescens se agregaram ao longo dos nanocanais que foram
definidos como arestas de estruturas de cristais. Como em superficies irregulares, ndo ha
dados conflitantes apresentados na literatura que descrevam a relacdo entre as superficies
modeladas e a ades&o bacteriana.

Mitik-Dineva et al. (2010) observaram que 0s po¢os com um diametro de 2,5 um
gravados na superficie de fibra dptica, tendem a impedir a fixacdo de bactérias, em relacdo &
superficie controle de fibra dptica.Diametros diferentes (20 nm, 40 nm, 60 nm e 80 nm) de
nanotubos de titanio criados por anodizacdo tem mostrado que afetam o grau de aderéncia de
células de S. epidermidis e células de S.aureus. Os resultados mostraram que o numero de
células vivas foi reduzido em todas as estruturas de 20 nm nanotubulares excepto para S.

epidermidis, ou em 60 nm e 80 nm para S. aureus.

2.7 ESTRUTURAS HIERARQUICAS DE SUPERFICIE

Os padrdes de superficie hierarquicos mais estudados até a hoje vem, ou foram
inspirada na natureza (Bliznakov et al.,2009). H& uma escassez de dados na literatura
relativos a aderéncia bacteriana para estas superficies naturais. Sabendo que superficies
hierarquicas como estas sdo frequentemente hidrofébicas e possuem capacidade de auto-
limpeza, mais pesquisas sao, certamente justificas. Como tal, esta secdo ird detalhar o trabalho
que tem sido realizado até o momento a investigar a adesdo bacteriana sobre superficies
hierarquicas. As investigacbes sobre a adesdo celular em superficies hidrofobicas e
hierarquicas foram, em sua maioria, realizadas em um enfoque para compreender o potencial
destas superficies de minimizar ou prevenir a colonizacdo de bactérias. A razdo para isso é
que o ar aprisionado entre as superficies de caracteristicas de dupla escala presentes, limita a
superficie de area de contato disponivel para as bactérias.

Ma et al.,.(2011) estudaram a adesdo das bactérias sobre a superficie hierarquica
natural de folhas de taro e confirmaram que a superficie resistiu a fixacdo bacteriana.

Investigacdo da adesdo bacteriana em superficies hidrofobicas artificiais de
elastbmeros de silicone apresentaram resultados semelhantes, onde os niveis de adesdo

bacteriana foram reduzidos (Crick et al.,2011).
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Fadeeva et al.(2011) recentemente investigou a extensdo da retencdo bacteriana
em amostras de titdnio que haviam sido modificados para imitar a superficie de caracteristica
dual-escala da folha de 16tus (Nelumbo nucifera). A superficie foi feita em microescala, gréo-
like, com protuberancias convexas que variaram de 10 um-20, emcoberto com ondulacdes em
nanoescala de 200 nm ou menos. Os resultados mostraram que as células de P. aeruginosa
foram incapazes de colonizar a superficie (isto €, todas as células presentes estavam abaixo do
limite de deteccdo), no entanto as células de S. Aureus conseguiram colonizar a superficie. Os
resultados deste trabalho levantaram um ponto interessante, que a adesdo celular em
superficies hidrofobicas talvez ndo seja tdo simples como era inicialmente imaginado, e que
as propriedades de auto-limpeza de algumas superficies podem ndo ser suficientes para

impedir a adesdo bacteriana.

2.8 ADESAO SOBRE MICROIMPLANTES

Os micro implantes se tornaram muito populares na comunidade ortoddntica nos
ultimos anos como dispositivos de ancoragem esquelética (Kanomi et al.,1997). Ao contrario
dos implantes osseointegrados convencionais, a osseointegracdo completa ndo é nem esperada
nem desejada nestes sistemas de ancoragem. Apesar do niumero de falhas de micro implante
ser baixo, a esfoliacdo de micro implantes sem intercorréncias, seguida de cicatrizacdo, ocorre
clinicamente, com certa frequéncia. Isto parece ser o resultado de estresse oclusal extenso ou
de infeccgdes ao redor do biomaterial, que ocorrem apesar da higiene oral e do extenso uso de
enxaguatorios bucais antimicrobianos (Heitz et al.,2004).

O aco inoxidavel, assim como o titanio (Ti) e as suas ligas s&o comumente usados
como matérias dos micro implantes. Eles sdo conhecidos por suas boas propriedades
mecanicas, de alta resisténcia a corrosao, excelente biocompatibilidade (Carlsson et al.,1986).

Chin et al.(2007) demonstraram que a formacgéo de biofilmes nas superficies de
micro implantes ndo foi alterada pela matéria prima do parafuso, feito em diferentes ligas de
titnio ou aco inoxidavel, ou pelos metais pesados encontrados na superficie de 0xidos destes
e que a contaminacdo de superficie parece ser agravada quando esta superficie é submetida &
procedimentos de esterilizacdo. Concluiram também, que a exposi¢do in vitro de bochechos
de clorexidina e de fluoreto ndo reduziu significativamente a quantidade de biofilme sobre os
diferentes tipos de sistemas de micro implantes, mas diminuiram a viabilidade do biofilme em
até 80%.
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2.9 ADESAO DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS

As bacteérias implicadas em peri-implantite sdo principalmente aquelas associadas
com a doenca periodontal e incluem bactérias estritamente anaerdbias, tais como
Porphyromonas gingivalis. (Albrektsson &Isidor 1994).

Pier-Francesco et al. (2006)observaram que a rugosidade de superficie alterou o
nivel de adesdo bacteriana, onde a superficie mais lisa (rugosidade media de 34.57nm) obteve
uma adesdo muito menor do que as outras trés superficies (estas variando entre 155 a 449nm),
e que ndo houve diferenca significativa entre estas outras trés superficies no nivel de adesdo
bacteriano e que ndo houve diferenca significativa na adesdo bacteriana entre superficies

hidrofobicas, hidrofilicas e superficies ndo modificadas.

2.10 ADESAO BACTERIANA SOBRE SUPERFICIES DE ZIRCONIA

Zirconia parcialmente estabilizada (6xido de zirconio) € utilizada na fabricacéo de
implantes dentarios e componentes, devido a sua capacidade a osteointegracdo, boa
biocompatibilidade, alta resisténcia a compressdo e resisténcia a propagacdo de trincas.
Esteticamente é também vantajosa, ja que a cor branca pode eliminar os problemas de
coloracdo azulada sobrejacente na gengiva que podem ocorrer quando as partes de um
implante metalico estdo perto do tecido gengival, ou quando eles sdo expostos devido a perda
Ossea e recessdo gengival. De uma maneira semelhante, pacientes solicitam préteses e
implantes metal-free para estética e por outras razdes. (Langhoff et al.,2008)

A zircbnia gera um oxido ndo-reabsorvivel e bioinerte, que tem boas propriedades
mecanicas. Ele compartilha estas mesmas caracteristicas com titanio, por exemplo, ambos sdo
um metal ativo com uma camada de 6xido sobre a sua superficie, que resulta em uma boa
resposta das celulas dsseas e osseointegracdo. A bioseguranca, biocompatibilidade da zirconia
e a interagcdo osso/zirconia tém sido estudadas. (Wenz et al.,2008) A interacdo celular com a
zirconia foi também estudada.

Rimondini et al. (2002) em seu estudo sobre colonizagdo bacteriana, observaram
muitas células ectopicas epiteliais sobre as superficies de zircOnia, 0 que sugere que a zirconia
poderia ser um material promissor, capaz de aumentar a fixagéo epitelial.

Diferentes afinidades de aderéncia bacteriana e formacéo diferente de biofilmes

tém sido relatadas para varios materiais diferentes, e foi relatado que a zirconia tém a
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capacidade de inibir o nivel de colonizacdo bacteriana em sua superficie. (Manicone et
al.,2007)

Rimondini et al. (2002) estudaram a adesé&o bacteriana em titanio e em dois tipos
de superficies de zirconia diferente e eles relataram que ambas as superficies de zirconia
tiveram significativamente menos bactérias do que a superficie de titdnio nos seus
experimentos in vivo. Resultados semelhantes foram obtidos quando Scarano et al. (2004)
compararam superficies de zirconia e de titanio com rugosidade semelhante.

Radha et al. (2012)compararam superficies de zirconia (PZ), de titanio (PT),
titAnio jateado com zirconia (TBZ) e titanio jateado com zirconia e submetido a ataque acido
(TBZA), com rugosidade padrdo de todas as amostras abaixo de 0.2um. Foi observado que a
molhabilidade de superficie TBZA teve diferenca significativa comparado com todas as
outras superficies resultando em uma superficie fortemente hidrofébica. Superficies PZ e TBZ
apresentaram valores relativamente similares de angulo de contato, com diferencas
significativas com a superficie PT Ambas as superficies PZ e TBZ apresentaram menor
energia livre de superficie do que o controle PT. A exploracdo para a determinacdo da
composicdo quimica mostrou que tanto na superficie de PZ e na superficie TBZ, houve a
presenca de oxigénio, carbono e zircbnia como componentes principais, enquanto que a
superficie de PT e TBZA apresentaram oxigénio, titdnio e carbono como componentes
principais. Tanto as superficies de PZ quanto &s superficies TBZ apresentaram menor
percentual de adesdo bacteriana de P. Nigrescens e S. Mitis, do que a superficie de PT, e o
revestimento destas superficies com saliva resultou em significativa reducdo da aderéncia de
bactérias.

A capacidade da zirconia em diminuir a adesdo bacteriana pode ser atribuida a sua
SFE inferior, e Quirynen Bollen (1995) descobriu que a energia de superficie maior, atrai
mais bactérias. O percentual significantemente menor na aderéncia de S. mitis para PZ e TBZ
indicaram que estas bactérias tém menos afinidade para aderir a superficies de zirconia do que
a superficie de titdnio. Uma aplicacédo clinica importante é, através da utilizacdo de zirconia
em pacientes suscetiveis a perimplantite, reduzir o nimero de bactérias aderidas e,
subsequentemente, diminuir a probabilidade de desenvolvimento de infecgéo peri-implantar.
Uma vez que o implante dentario é exposto a cavidade oral, uma pelicula adquirida é criada
em sua superficie a partir de saliva. Esta pelicula age como uma interface entre as bactérias

iniciais como Espécies de Streptococcus e a superficie do implante. No estudo, as superficies
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revestidas por saliva resultaram na significativa reducdo da adesdo bacteriana; aparentemente
o tipo de proteina salivar adsorvido pelas superficies resultou num efeito protetor a estas.

Vaérios estudos referiram o efeito anti-adesivo de algumas proteinas salivares na
adesdo bacteriana e documentaram o efeito protetor de algumas proteinas na saliva contra
adesdo bacteriana (Wakabayashi et al.,2009). A presenca de tal tipo de proteina na
composicdo da pelicula pode conduzir a criagdo de uma superficie que diminui adesao
bacteriana e, consequente, diminui as infecgdes perimplantares e a perda de implantes. (Lima
et al.,2008)

Cada material de implantes dentarios possuem quimicas distintas e propriedades
energéticas de superficie, que fornecem padrbes distintos de adsor¢do de proteinas e
subsequente na adeséo bacteriana (Sardin et al.,2004).

E acreditado que a superioridade da zirconia em relacdo 4 reducéo da aderéncia de
bactérias, é relacionada a sua SFE baixa. O efeito da SFE afeta diretamente a camada de
pelicula de saliva formada, a qual afeta a adesdo microbiana, direta ou indiretamente, afetando

o tipo de proteinas aderidas ao substrato (Absolom et al.,2000).
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3 DISCUSSAO

O sucesso do tratamento de implantes dentarios é regido pela resposta celular as
caracteristicas da superficie dos implantes. Nos etudos de Radha et al,(2012) os resultados
destacam o efeito da molhabilidade de superficie dependente do tipo de material. Isto pode ser
interpretado pela a auséncia de diferencas significativas entre as superficies PZ e TBZ, pois
estas duas superficies tém uma elevada percentagem de zircénia em sua superficie. Na
andlise, pode-se notar que a superficie de titanio com particulas de zirconia (superficie TBZ)
conduziu um aumento significativo no valor do angulo de contato comparado a sua superficie
original (PT) e a unica diferenca entre estas duas superficies é a presenca de particulas de
zirconia. Este efeito pode nédo estar relacionado com a rugosidade da superficie, pois ambas as
superficies tinham a rugosidade relativa igual. No entanto, houve uma diferenca significativa
no valor do &ngulo de contato entre as duas superficies.

E conhecido que um aumento da rugosidade da superficie conduz o aumento da
adesdo bacteriana atraves do fornecimento de abrigo dentro das irregularidades da superficie.
Quirynen et al (1993) mostraram uma clara relacdao entre o acimulo de placa e a rugosidade
da superficie. Portanto, para ser capaz de avaliar outras caracteristicas de superficie, a
rugosidade da superficie foi padronizada inferior a 0,2 mm, uma vez que tem sido
demonstrado anteriormente, que esta rugosidade ndo tem um efeito sobre a adesdo de
bactérias, pois a maioria das bactérias sdo maiores em tamanho.

Apesar de tanto as superficies PZ e TBZ que apresentaram menores porcentagens
de células aderidas de S. mitis do que a superficie PT sem pelicula de saliva é interessante
notar a diferenca na adesdo bacteriana, que diminui depois de jatear a superficie PT com
particulas de zircénia (superficie TBZ) e, aumenta quando estas particulas de zircbnia sdo
removidas por ataque acido (superficie TBZA), o que indica que a reducdo € devida a
presenca de zircOnia na sua superficie. A capacidade de zirconia de diminuir a adeséo
bacteriana pode ser atribuida a sua SFE inferior, e Quirynen Bollen(1995) descobriu que a
energia de superficie maior atrai mais bactérias. O percentual significantemente menor na
aderéncia de S. mitis para PZ e TBZ indicou que estas bactérias ttm menor afinidade para
aderir a superficies de zirconia do que na superficie de titanio, tendo aplicagdo clinica

importante para aumentar o indice de sucesso através da utilizacdo de zircbnia em pacientes
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suscetiveis a peri-implantite, reduzindo o numero de bactérias aderidas e, subsequentemente,
diminuindo a probabilidade do desenvolvimento de infecgdes.

Uma vez que o implante dentario € exposto a cavidade oral, uma pelicula
adquirida é criada em sua superficie a partir da saliva. Esta pelicula atua como uma interface
entre as bactérias iniciais como espécies de Streptococcus e a superficie do implante. No
estudo sobre corrente de revestimento, as superficies com saliva mostraram uma reducao
significativa da adesdo bacteriana; parece que o tipo de proteina salivar adsorvido pelas
superficies resultou num efeito protetor.

A Topografia de superficie possui uma consideragdo importante no implante
dental, especialmente quando estas superficies sdo desenvolvidas para aumentar a sua eficacia
in vitro. A modulacdo topografia da superficie no desenho do implante biomédico tem sido
principalmente realizada com o objetivo de otimizar a osseointegracdo, capacidade de carga e
outras tensdes mecanicas (Liu et al., 2004).

Os parametros topograficos mais comumente modificados buscam melhorar o
implante mecanicamente e biologicamente. Por exemplo, a reducdo do perfil de rosca com o
aumento do nimero de fios por unidade de area foi realizada para melhorar a resisténcia do
implante e para aumentar a estabilidade dssea inicial. As caracteristicas macroscopicas-em
superficies de implantes sdo na sua maioria necessarias para ancoragem e apoio durante o
procedimento de implantacdo. As caracteristicas em nanoescala em superficies de implantes
tém sido utilizadas para estimular o ambiente bioldgico, influenciar o substrato de células e
suas-interacdes com a superficie (Le Guéhennec et al., 2007). As maiorias dos trabalhos
realizados nesta area centraram-se na investigacao sistematica das interagdes entre as células
eucaridticas e as superficies dos implantes, no entanto, ha uma falta de estudos para esclarecer
especificamente a ligagdo entre a superficie nanotopografica e a adesdo bacteriana. Além
disso, a maioria superficies de implantes apresentam nanocaracteristicas irregulares e/ou
aleatorias.

Atualmente a estrutura em nanoescala dos implantes médicos/odontologicos nédo é
controlada rigorosamente. N&o existe ainda um protocolo padrdo definido para a avaliagdo das
caracteristicas de superficies irregulares dos implantes, e a sua relacdo com a adesdo
bacteriana.

Os implantes dentarios geralmente apresentam altas taxas de sucesso a longo
prazo so e oferecem cada vez mais possibilidades de tratamento na substituicdo de dentes
perdidos. Os implantes dentarios, no entanto, podem falhar(Esposito et al., 1999). Um dos
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fatores de risco é periimplantite causada por uma variedade de bactérias, incluindo P.
gingivalis, P. intermedia, Actinomycetemocomitans A., Fusobacterium nucleatum e
Bacteroides spp. (Mombelli 1997).

Para provocar infeccdo, as bactérias devem primeiro colonizar o local do
implante. Na prética, tem sido sugerido que a utilizacdo de um implante com sua superficie
apresentando propriedades inibitorias da adesdo bacteriana podem contribuir para a reducéo
de perimplantite. O estudo de Pier-Francesco et al (2006)avaliou o efeito da modificacdo
fisico/quimica da superficie do titanio sobre a adesdo da bactéria P. gingivalis. Acredita-se
que a aspereza da superficie influencia na colonizagdo microbiana, aumentando a retencao de
bactérias dentro das irregularidades da superficie.

Verran & Boyd(2001) propuseram trés categorias de rugosidade de superficie,
denominando-as como macro, micro e nano-rugosidades (Ra= 0,2 mm). A microrugosidade
tem sido sugerida como sendo a superficie apropriada para implantes dentéarios (Bollen et
al.1997) e tem sido postulado é improvavel que uma superficie com um Ra abaixo de 0,2mm
promova a aderéncia microbiana devido ao maior tamanho das bactéria.).

A cobertura percentual de P. Gingivalis sobre superficies de titanio é muito mais
baixa em superficies com o Ra de 34nm do que em superficies com Ra de 155nm, mesmo que
esta ainda tenha o Ra menor do que 200nm. Também ndo houve diferencga significativa na
porcentagem de cobertura de P. Gingivalis entre as amostras de Ra de 155nm e amostras de
Ra de 449nm.

E interessante notar que o aumento da rugosidade de superficie acima de 155nm
ndo aumentou a adesdo da P. gingivalis e poderia ser postulado que o tamanho das
irregularidades da superficie era tdo grande que ndo ofereceu maior retencdo para as bacterias.
Importante, que implantes dentarios disponiveis no mercado do tipo Branemark exibiram
uma gama de rugosidade de superficie (350 2500 nm). Quirynen et al. (1999)que afirmam que
a rugosidade da superficie foi mais importante no acimulo de placa em torno de um implante
do que a energia livre de superficie.

Devido a dificuldade em assegurar uma adequada remogao mecanica de biofilme
em torno dos implantes e micro implantes, e a incapacidade antimicrobiana da superficie do
titnio, muitos ortodontistas recomendam o uso de bochechos antisséptico no pos-operatério
para prevenir infec¢fes. Estes agentes antimicrobianos tém mostrado uma inibicdo de adeséo
inicial bacteriana e a subsequente colonizacdo(Chin et al., 2006). O agente mais estudado e
mais utilizado na odontologia é a clorexidina. Ela altera a permeabilidade da membrana
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celular bacteriana e demonstra substantividade excelente na cavidade oral. O fluor, por outro
lado, é o agente mais cariostatico conhecido, e os ions de fldor liberados podem afetar o
metabolismo, como um inibidor de enzimas. Além disso, varios de complexos metalicos de
fluoreto sdo formados na superficies de implantes de titanio, tais como CuF2, SnF2, AI2F3, e

TiF4, influenciando diretamente a adesao baceteriana (Yoshinari et al., 2001).
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4 CONCLUSAO

Muitos padrdes de superficie foram criados para tentar otimizar a resposta celular
dos osteoblastos e inibir a adesdo bacteriana. E de suma importancia os procedimentos
antissépticos durante a cirurgia e logo depois desta para a osseointegracdo ser obtida. Uma
vez que o biofilme bacteriano é formado, as células humanas ndo conseguem o eliminar e
muitas vezes a remoc¢do mecanica deste € impossibilitada.

A rugosidade da superficie influencia diretamente a adesdo bacteriana e a resposta
celular, porém a relacdo ndo € linear, isto €, uma maior rugosidade nem sempre aumenta a
adesdo bacteriana. Além de influenciar na adesdo bacteriana, esta influencia também na
absorcdo, estrutura de proteinas, na estrutura do coagulo e na resposta celular dos
osteoblastos.

Modificag¢bes na estrutura quimica da superficie também alteram tais processos. A
zirconia parece inibir a adesdo bacteriana através de uma SFE menos que a do titanio. Alguns
polimeros adicionados a superficie do implante apresentaram resultados interessantes.

A dificuldade em conseguir um perfil ideal da superficie do implante, tanto na
topografia quanto na composi¢do quimica, se deve aos fatores que ndo existe padronizacao
entre as pesquisas realizadas, tanto na metodologia, quanto na anélise dos resultados; a
significativa diferenca dos resultados in vivo e in vitro e a diferente resposta a superficie

obtida por diferentes espécies de bactérias.
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