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Resumo

Introdugao: Tratamentos tém sido propostos para a peri-implantite com o objetivo de descontaminar a
superficie dos implantes, removendo microrganismos que podem estar associados a doenca. Objetivo: O
objetivo deste estudo foi avaliar a acdo in vitro de diferentes métodos de aplicacdo de digluconato de
clorexidina (CLX) na descontaminagdo de discos de titdnio (Ti) com microtopografia e seu efeito fisico-
quimico sobre a superficie. Material e método: Vinte discos de Ti foram expostos a indculo de Escherichia
coli por 24 horas. Foram distribuidos em quatro grupos de descontaminag¢do (n=5): 1 - um minuto de
exposicdo a solugdo de CLX 0,12%; 2 - dois minutos de exposi¢cdo a solugdo de CLX 0,12%; 3 - esfregaco
durante um minuto com gel de CLX 1%; 4 - esfregago durante um minuto com gel de CLX 2%. O produto de
cada disco foi diluido e plaqueado individualmente. Apds 24 horas, realizou-se contagem das unidades de
colonias formadas (UFC). Resultado: O grupo com o menor numero de crescimento de UFC foi o grupo 4
(0,20£0,37), com apenas UFC em uma das amostras. Seguido do grupo 2 (0,40%0,73), grupo 1
(18,60%33,96). O grupo 3 apresentou as maiores quantidades de UFC (36,07+41,39). Em todas as amostras,
foi possivel observar uma diminui¢do estatisticamente significante da concentracdo superficial de Ti, assim
como um aumento de Oxigénio. Conclusao: Pode-se concluir que o uso de CLX gel a 2% em superficies de
Ti com microtopografia contaminadas com E. coli propicia a eliminacdo das UFC e que sua aplicagdo resulta
em diminuicdo do percentual de Ti e aumento do teor de O.

Descritores: Clorexidina; peri-implantite; implante dentario.

Abstract

Introduction: Treatments have been proposed for peri-implantitis aiming to decontaminate the implants®
surface removing microorganisms associated with the disease. Objective: The objective of this study was
to evaluate the in vitro action of application of chlorhexidine digluconate (CLX) in the decontamination of
titanium (Ti) discs with microtopography and its chemical-physical effect on the surface. Material and
method: Twenty Ti discs were exposed to the Escherichia coli inoculum for 24 hours. Distributed equally
in 4 decontamination groups (n = 5): 1- one minute of exposure to the 0.12% CLX solution; 2- two minutes
of exposure to the 0.12% CLX solution; 3- smear for 1 minute with 1% CLX gel; and 4- smearing for 1 minute
with 2% CLX gel. The product was diluted and plated individually. After 24 hours, colony units formed (CFU)
were counted. Result: The group with the lowest number of CFU growth was group 4 (0.20 = 0.37) with
only one CFU in one of the samples. Followed by group 2 (0.40 + 0.73), group 1 (18.60 * 33.96), and group
3, which presented the highest amounts of CFU (36.07 + 41.39). In all samples it was possible to observe a
statistically significant decrease in the surface concentration of Ti, as well as an increase in Oxygen.
Conclusion: It can be concluded that the use of 2% CLX gel on Ti surfaces with microtopography
contaminated with E.coli allows the elimination of CFU, and that its application results in a decrease in the
percentage of Ti and an increase in the content of O.

Descriptors: Chlorhexidine; peri-implantitis; dental implants.
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INTRODUGAO

Apesar do grande sucesso alcancado com implantes osseointegrados na pratica clinica, o
numero de complicagcdes neste tipo de tratamento ainda é significativo. Em uma revisao
sistematica e metandlise publicada por Derksetal.l, demonstrou-se a prevaléncia de
complicagdes com média de 22% nas Américas e na Europa. Em um estudo clinico, com
acompanhamento de 10 anos, observou-se uma taxa de 21,17% de falhas em implantes?.
Complicacoes podem ocorrer precocemente durante as fases trans ou pods-operatoria, ou
tardiamente, durante a fase protética. As principais complicag¢des relacionadas ao periodo tardio
sdo na maioria as de condi¢des inflamatorias, sendo as principais a mucosite peri-implantar e a

peri-implantite3.

A peri-implantite ocorre pelo acimulo de biofilme ao redor do implante e apresenta
sangramento e/ou supuracdo apos delicada sondagem, aumento da profundidade de sondagem
em relacdo a exames prévios e presenca de perda dssea*. Considerando-se a semelhan¢a dos
aspectos clinicos e microbiolégicos entre as doencas peri-implantares e as periodontais®, varias
terapias empregadas em periodontia foram também propostas para as doengas peri-implantares
com o objetivo de reduzir o nimero de espécies patogénicas e melhorar o perfil clinico dos sitios
peri-implantares.

Sao propostos tratamentos cirdrgicos e nao cirurgicos para essa doenga, entre os quais estdo
o debridamento mecanico, os antibidticos locais e sistémicos, e as terapias a laser. Porém, a
completa remocdo do biofilme, que seria o objetivo ideal das terapias propostas, é extremamente
dificil de ocorrer. Além disso, é observado que os tratamentos aplicados podem causar também
alguma modificacdo sobre a superficie do implante, seja esta quimica ou fisica, como, por
exemplo, abrasio, corrosio e altera¢des da composicdo da superficie®.

Apesar de estudos abordarem diversas técnicas e opg¢des de tratamento para essa
complicagdo, ainda ndo existe o padrdo ouro quando abordamos terapias para peri-implantite?.
0 objetivo do uso de agentes quimicos é a total descontaminagdo da superficie de Ti, no entanto
essa situacdo de completa descontaminagdo ndo é observada na literatura. Observe-se que, além
de eliminar a presenca bacteriana e suas toxinas, o agente quimico ideal deve ser passivel de sua
completa remogio, devolvendo assim a superficie suas caracteristicas de biocompatibilidade
fundamentais para a re-osseointegracaos.

Um importante agente antimicrobiano usado para controle de biofilme em dentes é a
clorexidina (CLX)?, também usada para pacientes com doengas peri-implantares?. Diferentes
concentracdes foram usadas para avaliar o seu efeito na descontaminagdo de superficies de
implantes!1.12 Esse agente pode ser usado em diferentes dosagens e frequéncias, no entanto nao
ha consenso sobre sua eficicia na reducdo do acimulo de biofilme nas superficies dos implantes
de Ti.

0 objetivo deste estudo foi avaliar a a¢do in vitro de diferentes concentra¢des e métodos de
aplica¢do da CLX na descontaminagdo de discos de titanio (Ti) com microtopografia, e seu efeito
fisico-quimico sobre esta superficie.

MATERIAL E METODO

Obtencgao dos Discos de Titanio
Vinte amostras de Ti utilizadas neste trabalho foram confeccionadas e cedidas pela empresa

NEODENT® (Curitiba, Parana, Brasil), no tamanho 10 mm x 2 mm. Estas amostras, compostas por
Ti comercialmente puro (grau 4), foram usinadas no formato de discos. A microtopografia foi
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obtida por um processo de jateamento com particulas de 6xido de aluminio, seguido de um
procedimento de condicionamento 4cido (propriedade comercial).

A caracterizacdo da topografia das amostras foi feita no nivel micrométrico usando
interferometro 6tico e microscopia de for¢a atdmica para avaliagdo. O calculo paramétrico foi
realizado apés a remocgao de erros de forma e ondulagdes por um filtro Gaussiano (50 mm x
50 mm). Os seguintes parametros tridimensionais foram selecionados: Sa (um), referente a
rugosidade média; Sds (um-2), referente a densidade de picos, e Sdr (%), referente ao aumento da
area da superficie. Microscopia eletronica de varredura foi utilizada para a avaliacdo da
morfologia das superficies. E, para avaliacdo da quimica de superficie, foi utilizada a
espectroscopia por energia dispersiva de raios X13.

Contaminagao Bacteriana das Superficies dos Discos de Titanio

Para a contaminacgao dos discos de Ti, foi utilizada a espécie bacteriana Escherichia coli (E. coli)
ATCC 25922, pertencente a familia Enterobacteriaceae'*. Um indculo de E. coli foi preparado a
partir de coldnias cultivadas por 24 horas em LB agar (Sigma-Aldrich, MO, USA), sendo dispersos
2,1 mL por po¢o em uma placa de 24 pogos. Os discos de titanio foram fixados, com o auxilio de
anteparo plastico esterilizado, na tampa da placa. Fechando a placa com a tampa contendo os
discos, estes ficaram submersos no in6culo e entido foram incubados em condigido de aerobiose a
37 °C por 24 horas!516,

Descontaminag¢ao das Amostras

Apods exposicado a E. coli, os discos de titanio foram divididos em cinco grupos para receber
diferentes métodos de descontaminac¢do: Grupo 1 - Um minuto de exposicdo a solugcdo de CLX
0,12%; Grupo 2 - Dois minutos de exposicdo a solucdo de CLX 0,12%; Grupo 3 - Esfregaco durante
60 segundos com gel de CLX 1% com algoddo estéril em cada face; Grupo 4 - Esfregaco durante
60 segundos com gel de CLX 2% com algodio estéril em cada face.

Todos os processos de descontaminacado foram feitos pelo mesmo operador. Antes e apds os
procedimentos de descontaminacdo, os discos foram mergulhados em solugdo tampao fosfato-
salino (PBS) 1x (LGC Biotecnologia - SP/BR) 1% para remocdo de células bacterianas que nao
estivessem aderidas. Em seguida, os discos foram colocados em uma nova placa contendo 2 mL
PBS 1% por poco e sonicados por 20 segundos. O produto de cada disco foi diluido em série e
20 pL da solugao nas concentragdes de 10-1 e 10-3 foram plaqueados individualmente em placas
de LB agar. As placas foram incubadas em aerobiose a 37 °C e, apds 24 horas, foi feita contagem
das colénias cultivadas.

Microscopia Eletronica de Varredura e Energia Dispersiva de Raios X

Para uma analise da morfologia, foi usado um microscépio Tescan Vega3 LMU (Tescan, Brno,
Republica Tcheca). A constitui¢do elementar das amostras foi avaliada por energia dispersiva de
raios X (EDX, Oxford Instruments, Abingdon). Essas andlises foram realizadas no Centro de
Microscopia Eletronica (CME) da Universidade Federal do Parana (UFPR). Das 20 amostras,
foram selecionados quatro discos para os ensaios de microscopia eletrdnica de varredura (MEV)
e energia dispersiva de raios X (EDS), sendo um representante de cada tipo de tratamento de
descontaminag¢do, de forma aleatdrial’”. As micrografias avaliadas foram obtidas tanto por
elétrons retroespalhados (BSE) quanto por elétrons secundarios (SE). A magnificacdo das
imagens foi de 5 kx. Todas as imagens foram adquiridas utilizando um potencial de 10 kV. A
analise das imagens se deu de forma visual, por um avaliador experiente, na procura de possiveis
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padroes de formacdo de oxidacgdes, acidificacdo e também abrasao da superficie. Os espectros de
EDS foram obtidos utilizando uma energia de 0 até 5,5 keV. Foram adquiridos espectros EDS de
trés regides aleatérias pontuais sobre a superficie das amostras. As amostras foram submetidas
ao processo de descontaminagdo e, na sequéncia, foram levadas para analise de MEV. Nao foi
realizado nenhum tipo de prepara¢ido de amostra para realizagdo das imagens de microscopia e
as obtencdes de espectros de EDS.

Analise Estatistica

A andlise estatistica foi aplicada aos dados numéricos obtidos através da andlise visual com
auxilio do Programa GraphPad Prism (versao Prism 8 for Mac OS X, San Diego), adotando-se em
todos os testes o nivel de significancia de 5% (a=0,05). Em primeiro momento, foi aplicado teste
para observar normalidade dos dados. Na sequéncia, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis com
pOs-teste de comparacdo multipla de Dunn.

RESULTADO

Amostras e Caracterizagao das Superficies Pré-contaminagao

A caracterizacdo dos discos utilizados no estudo foi realizada previamente e se encontra
publicada na literatural3. Resumidamente, caracteristicas da topografia das superficies foram
qualitativamente avaliadas por microscopia eletronica de varredura. A quimica de superficie foi
estudada através de espectroscopia de dispersdo de energia. Analises topograficas realizadas
utilizando interferometro 6ptico e microscopia de for¢a atémica confirmaram a presenca de
microtopografia. O resultado mostrou que a sua modificacdo ndo resultou em alteracdes na
composicdo quimica do material, predominantemente de titanio.

Aplicacao dos Antimicrobianos Locais

Os dados da contagem foram transformados em logaritmo e submetidos a comparacdo. Como
resultado, observou-se que a superficie dos discos foi susceptivel a colonizacdo bacteriana por
E. coli. Comparando os grupos de descontaminacdo, foi observado que o grupo com o menor
numero de crescimento de UFC foi o grupo 4 (0,20+0,37), com apenas UFC em uma das amostras.
Seguido do grupo 2 (0,40%+0,73) e do grupo 1 (18,60%33,96). Verificou-se que o grupo 3
apresentou as maiores quantidades de UFC (36,07+41,39) (Figura 1).

MEV

Os resultados da MEV confirmaram a microtopografia de superficie apresentada pelos discos
de titdnio utilizados neste estudo e ndo mostraram diferencas em relacdo a morfologia das
superficies apds a descontaminagdo (formagdo de oxidacgdes, acidificacdo e abrasado da superficie).
Conforme observado nas micrografias (Figura 2), ndo é possivel identificar diferencas entre a
morfologia das superficies de titdnio que passaram por tratamento de descontaminacdo e a
morfologia da superficie controle, tanto na imagem de elétrons secundarios (SE) quanto na

imagem de elétrons retroespalhados (BSE).
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Figura 1. Média e Desvio padrdo do numero de UFC (Unidades Formadoras de Col6nia) [x10-'] sobre a

superficie de Ti. 0,12% 1’- Solugéo de Clorexidina (CLX) a 0,12% por um minuto; 0,12% 2’- Solugéo de

CLX a 0,12% por dois minutos; 1% 1’- Gel de CLX a 1% por um minuto; 2% 1’- Gel de CLX a 2% por um
minuto.

Figura 2 - Micrografias das amostras utilizando elétrons retroespalhados (BSE), esquerda, e
elétrons secundarios (SE), direita. (A) Controle; (B) Solugédo de Clorexidina (CLX) a 0,12% por um
minuto; (C) Solugdo de CLX a 0,12% por dois minutos; (D) Gel de CLX a 1%; (E) Gel de CLX a 2%.

Nas imagens de elétrons retroespalhados (Figura 2), nota-se, para todas as amostras, uma
grande superficie de densidade homogénea proveniente do retroespalhamento do feixe devido a
superficie de titanio. Algumas regides mais claras desta imagem refletem a ocorréncia das
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irregularidades da microtopografia. Nas imagens de elétrons secundarios (Figura 2), é possivel
observar uma similaridade da morfologia entre as amostras.

EDS

A quimica de superficie foi estudada através de espectroscopia de dispersdo de energia. Em
todas as amostras, foi possivel observar uma diminui¢do estatisticamente significante da
concentracdo superficial de titanio (Ti), assim como um aumento de oxigénio (0) na superficie,
quando comparados a amostra controle, porém sem diferenca entre os grupos de
descontaminacgdo avaliados. Os elementos Carbono, Fluor, Silicio, Calcio e Aluminio, apesar de
presentes em pequena porcentagem, ndo tiveram variacdes consideraveis entre os grupos. A
Figura 3 apresenta o espectro de um ponto de cada amostra. Os valores de média e desvio padrao

de cada grupo sdo mostrados na Tabela 1.

Figura 3. Espectros de EDS de um ponto das amostras, (A) Controle; (B) Solugédo de Clorexidina (CLX) a
0,12% por um minuto; (C) Solugéo de CLX a 0,12% por dois minutos; (D) Gel de CLX a 1%; (E) Gel de CLX
a 2%.
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Tabela 1. Microanalise dos discos, apresentando as médias e desvios padrdes (DP) dos elementos
quimicos detectados pelo EDS, com valores médios dados em porcentagem

Controle Solucgdo - 1 min Solucio - 2 min Gel 1% Gel 2%
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
Ti 93,0 0,4 57,4 0,3 57,7 0,4 56,7 0,5 56,8 0,3
4,6 0,2 41,1 0,2 41,0 0,1 41,4 0,3 41,5 0,2
1,5 0,2 1,0 0,1 0,9 0,1 1,3 0,2 1,3 0,2
0,8 0,0 0,5 0,0 0,3 0,1 0,5 0,0 0,4 0,0
Si 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Ca 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Al 0,0 0,0 0,0 0,0 0,07 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Ti - Titanio; O - Oxigénio; C - Carbono; F - Fltor; Si - Silicio; Ca - Célcio; Al - Aluminio.

DISCUSSAO

Este estudo mostrou que o efeito de CLX em cultura monoespécie de E. coli sobre superficie de
Ti com microtopografia foi determinado pela concentracdo de CLX. A andlise dos dados de
contagem de UFC sugere uma redu¢do no nimero de colénias com o aumento da concentracio de
CLX. Os resultados indicaram a eficacia da CLX como agente antimicrobiano e corroboram com o
efeito dose-resposta de CLX para reduzir o biofilme formado em Ti evidenciados na literatural2.

A CLX é uma substancia quimica classificada como um antisséptico de largo espectro contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O modo de acdo antibacteriano se da através da
alteracdo da membrana celular bacteriana, o que resulta em um extravasamento do conteudo
interno acarretando em morte celular!s. Estagios iniciais da peri-implantite podem ser tratados
através do controle de biofilme peri-implantar por meio de instrugio de higiene oral, desinfec¢io
da superficie do implante e bochechos com antimicrobianos. J& o tratamento de estagios
avancados de peri-implantite - caracterizados por aumento da profundidade de sondagem,
presenca de exsudato e perda dssea —, na maioria dos casos, requer técnicas cirurgicas ressectivas
ou regenerativas?®.

A menor concentragdo de CLX de 0,12% utilizada no presente estudo mostrou um efeito na
reducdo do biofilme formado nas superficies de Ti. Essa mesma concentragdo, 0,12%, também
causa redugdo efetiva em biofilmes de Streptococcus mutans formados in vitro em superficies
dentarias20. O diversificado ecossistema bacteriano presente na boca pode ser mimetizado por
modelos de biofilme, no entanto esses modelos nao foram usados. Neste estudo, foi definido que
o desafio bacteriano utilizado para avaliar as terapias de descontaminacdo das superficies de
titanio por agentes quimicos seria desenvolvido sob a forma de monoespécie, E. coli. As bactérias
foram cultivadas sobre as amostras de titdnio por um periodo de 24 horas, tempo similar ao
utilizado por trabalhos com propostas semelhantes?!. E. coli é um microrganismo, pertencente a
familia Enterobacteriaceae, presente no trato gastrintestinal dos animais e do homem, fazendo
parte da microbiota da cavidade bucal e intestinal. Sdo bastonetes Gram-negativos, nao
esporulados e anaerébios facultativos, e crescem bem em meio de cultura sintético, que contém
nutrientes simples e fermentam agucares!4. De forma geral, resultados de estudos in vitro com
biofilmes monoespécie sdo encontrados na literatura e podem ser utilizados para interpretagdo
de interagdes mais complexas de biofilmes in vivo22.

Os resultados obtidos pela MEV nao mostraram diferengas em relagdo a morfologia das
superficies apds a descontaminacdo. Esse resultado era esperado devido a natureza dos
tratamentos propostos, nos quais ndo existe uma acdo mecanica mais efetiva que possa causar
danos a superficie.
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Analisando os dados da EDS para os teores percentuais de Ti nas amostras tratadas com CLX,
observa-se uma reducdo significativa do nivel percentual de Ti na superficie e, a0 mesmo passo,
existe um aumento dos niveis percentuais de O. Comparando este fato com a andlise
microbioldgica proposta em trabalhos prévios23, nos quais CLX gel 2% apresenta auséncia de
unidades formadoras de colonia, esta superficie com alto grau de O pode ter configurado uma
resposta quimica, que facilitou a descontaminacdo da superficie. Devido a caracteristica da
técnica de EDS, que é apenas de andlise de elementos quimicos, ndo é possivel afirmar que foi
gerada uma fase cristalina de 6xido de titanio (TiO2) apds a aplicagdo do agente descontaminante.
Estudos mostram que a ocorréncia da formacio de TiO; é importante, podendo inclusive

influenciar na desestabilizacdo molecular bacterianal2.16,

Clinicamente, para realizar a descontamina¢do das superficies dos implantes durante o
tratamento da peri-implantite, sdo sugeridos o uso de diferentes métodos mecanicos e quimicos,
e/ou sua associacgdo. Os principais métodos abordados na maioria dos estudos sio: raspagem da
superficie com curetas de plastico, uso de jato de ar abrasivo, uso do 4cido citrico, uso de pasta a
base de tetraciclina, uso de gel de metronidazol e de solugdo salina fisiol6gica, como também se
observa a indicagdo do uso da CLX2%. Apesar de varios estudos abordarem diversas técnicas e
opc¢oes de tratamento para essa complicagdo, ainda ndo existe um inico tratamento que possa ser
considerado o padrao ouro?. Tal dificuldade em se estabelecer a op¢do de tratamento ideal pode
estar relacionada a caracteristica da propria doenca, com uma etiologia complexa e
multifatorial’®. O objetivo do uso de agentes quimicos é a total descontaminacdo da superficie de
Ti, no entanto essa situacdo de completa descontamina¢do ndo é observada na literaturas. Uma
diminuicdo significante da concentracdo superficial de Ti, assim como um aumento de O,
observados neste estudo, podem influenciar possiveis resultados clinicos, considerando que o
potencial de osseointegracdo e re-osseointegracdo sio influenciados pela rugosidade e pela
composicdo quimica da superficie2s.

Os grupos submetidos a concentra¢des maiores de CLX e a um tempo de exposicdo maior
tiveram melhores resultados, sendo esse resultado de significativa importancia para justificar
estudos futuros em demais superficies de titdnio com outros métodos e formas de
descontaminacdo. Os resultados obtidos sugerem que a CLX é eficaz e pode ser considerada como
opcdo de método quimico de descontaminacgio de superficies de Ti.

CONCLUSAO

Apesar dos limites metodolégicos deste estudo, pode-se concluir que o uso de CLX gel a 2%
causou a descontaminac¢do mais efetiva em superficies de Ti com microtopografia colonizadas por
E. coli e que sua aplicagdo resultou na diminuicdo do percentual de Ti e no aumento do teor de O.
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