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Pignataro RRDG. Atividade antimicrobiana de diferentes concentracdes da prata
coloidal aplicada em implantes do tipo hexdgono externo: estudo in vitro
[dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2020.

RESUMO

Os implantes dentarios osseointegrados apresentam altas taxas de sucesso no
tratamento reabilitador a longo prazo. No entanto, complicacdes biologicas estédo
relacionadas com a ocorréncia de peri-implantite, perda Ossea marginal e
insucessos clinicos. A busca de uma condicdo que diminua a colonizacao
microbiana e estabelecimento de biofilmes tem crescido. O tratamento com
nanoprata tem sido amplamente estudado como agente antimicrobiano por
apresentar seu largo espectro de acdo contra bactérias Gram positivas, Gram
negativas e fungos. O presente estudo teve por objetivo avaliar, in vitro, a acao
antimicrobiana de nanoparticulas de prata coloidal, sobre Enterococcus faecalis e a
ocorréncia de infiltracdo bacteriana na interface dos implantes de plataforma
hexadgono externo (HE) e pilares protéticos. Foi determinada a concentracdo
inibitéria minima da solucdo de nanoprata coloidal. A citotoxicidade foi avaliada
sobre células Vero (ECACC 84113001) pela técnica de MTT. A infiltracdo bacteriana
na interface implante/pilar (TiBase®, Conexdo Sistemas de Protese), foi avaliada
utilizando 40 conjuntos de implantes e pilares HE (n=10) divididos em 4 grupos de
acordo com o tratamento: (1) prata coloidal 29 ppm; (2) prata coloidal 58 ppm; (3)
controle negativo (sem tratamento) e (4) controle positivo (digluconato de clorexidina
2%). Inicialmente, da suspensdo padronizada 1x106 células/mL de Enterococcus
faecalis foi inoculada no interior dos implantes, e, a seguir, 0s respectivos pilares
(TiBase®, Conexao Sistemas de Prétese) foram instalados com torque de 30N de
acordo com o fabricante. Os conjuntos foram testados para contaminacao externa
imediata, suspensos em tubos de ensaio contendo 3 mL de meio de cultura BHI
(Brain Heart Infusion), incubados por 24h a 37°C em estufa de CO2. A turvacao do
caldo indicou infiltracdo bacteriana. A seguir, os corpos de prova foram incubados
em aerobiose a 37°C, por 120 horas. ApoOs incubacdo, os pilares foram
desparafusados e o conteudo interno dos implantes foi coletado com auxilio de cone
de papel estéril e semeado em agar para a determinacdo do namero de células
viaveis. Os dados de log10 UFC/mL dos grupos foram comparados estatisticamente
com auxilio do programa GraphPad Prism versdo 6.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA). Para tanto, foi realizado um teste de normalidade, e, a sequir,
foram aplicados os testes estatisticos Kruskal-Wallis e Dunn’s post hoc com nivel de
significancia de 5%. Resultados: Nenhum corpo de prova apresentou contaminacgao
externa imediata. O nimero de células viaveis foi significativamente menor no grupo
tratado com a nanoprata coloidal a 58 ppm em relacdo ao grupo controle negativo. O
grupo tratado com digluconato de clorexidina a 2% obteve a contagem
significativamente menor em relagcdo aos demais grupos testados. A nanoprata
coloidal 58 ppm foi severamente citotoxica. Conclui-se que a nanoprata coloidal na
concentracdo de 58 ppm apresentou atividade antimicrobiana sobre o Enterococcus
faecalis, porém com elevada citotoxicidade para células eucarioticas.

Palavras-chave: Implantes dentarios. Microinfiltracao. Microrganismos.
Nanoparticula prata. Peri-implantite.



Pignataro RRDG. Antibacterial properties of a silver nanoparticles reduce internal
contamination of external hexagon implants, in vitro study [dissertation]. S&do José
dos Campos (SP): Sédo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2020.

ABSTRACT

Osseointegrated dental implants have high success rates in long-term rehabilitative
treatments However; oral conditions could affect peri-implant tissues health and are
associated to the occurrence of peri- implantitis, marginal bone loss and clinical
failures. The search for a condition that can decrease the microbial colonization and
the establishment of biofilms increased. Nanosilver has been widely used as an
antimicrobial agent due large spectrum of action against Gram positive, Gram-
negative bacteria and fungi. The present study aimed to evaluate, in vitro, the
antimicrobial action of colloidal silver nanoparticles on Enterococcus faecalis and on
the infiltration at the interface between hexagonal external platform (EH) implants
and prosthetic abutments. To obtain the optimal silver concentration, the minimum
inhibitory concentration. Cytotoxicity evaluated on Vero cells (ECACC 84113001) by
MTT assay. Bacterial infiltration through implant / abutment interface (TiBase®,
Conexao Sistemas de Protese) was evaluated using 40 sets of HE implants and
abutments (n = 10) divided into 4 groups according to the treatment: (1) colloidal
silver 29 ppm; (2) 58 ppm colloidal silver; (3) negative control (no treatment) and (4)
positive control (2% chlorhexidine digluconate). Initially, under sterile conditions, 1 pL
of a standardized 1x106 cels / mL suspension of Enterococcus faecalis was
inoculated inside the implants, and the respective abutments (TiBase®, Conexao
Sistemas de Protese) were torqued to 30N according to the manufacturer’s
instructions. The systems were tested for immediate external contamination,
suspended in test tubes containing 3 mL Brain Heart Infusion broth. The tubes were
incubated for 24h at 37°C under a CO2 atmosphere. Turbidity indicated external
contamination. After the incubation period, the abutments unscrewed, and the
internal content of the implants was collected with the aid of a sterile paper point. The
bacterial cells were dispersed, and the suspension was plated to quantify the viable
cells. Values of logl0CFU / mL obtained for the groups were statistically compared
using the GraphPad Prism version 6.0 software (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, USA). A normality test was performed followed by Kruskal-Wallis and post hoc
statistical tests with significance level of 5%. Results: No specimen showed
immediate external contamination. Viable cells count was significantly lower in the
58-ppm colloidal nano-silver group when compared to the negative control group.
The group treated with 2% chlorhexidine digluconate showed significantly lower
counts when to the other groups tested. Colloidal nano silver 58 ppm was severely
cytotoxic. It concluded that the 58-ppm colloidal nano silver presented antimicrobial
activity on Enterococcus faecalis however with high cytotoxicity to eucariotic cells.

Keywords: Dental implants. Microleakage. Microorganisms. Silver nanoparticle. Peri-
implantitis.



1 INTRODUCAO

O implante osseointegrado passou a ser uma alternativa de tratamento para
pacientes edéntulos parciais ou totais, apresentando alta taxa de sucesso (Jung et
al., 2008; Moraschini et al., 2015; Pjetursson et al., 2012). O sucesso clinico, bem
como a longevidade do tratamento, é dependente de multiplos fatores, tais como: a
qualidade e a quantidade de osso no local do receptor (associado ao processo de
estabilizacdo imediata), planejamento preciso do tratamento, higiene bucal
adequada (Bazrafshan, Darby, 2014; Heberer et al., 2011), além das propriedades
de superficie dos implantes e componentes utilizados para a restauracdo, como
biocompatibilidade e vantagens funcionais e mecanicas.

No entanto, a perda Ossea marginal ao redor do pescoco do implante
dentario, denominada de saucerizacao, € uma das complicacbes mais comuns apos
a instalagédo e tem uma grande influéncia no sucesso e estabilidade em longo prazo.
A Osseointegracdo depende dos tecidos de suporte circundantes, que ancoram o0
implante, e também tem a funcéo de fornecer uma vedacao protetora (Dhir, 2013).

Com o auxilio de radiografias obtidas no ato da instalacdo, que servem tanto
como referéncia inicial e para avaliar as alteracdes 6sseas marginais que ocorrem
no decorrer do tempo, tornou-se claro que a perda éssea inicial se da logo apés a
instalacao e apds o implante ser colocado em funcéo (Klinge, 2012).

As razbes para tal perda Ossea tém sido relacionadas, a algumas
complicacBes, tais como remodelacdo do espaco biolégico ap6s a colocacdo do
implante, trauma cirdrgico, perda de vascularizacdo, reacdo a tensdo, sobrecarga
oclusal, influéncia do torque e destorque do pilar, ou uma resposta as bactérias
contaminantes nos implantes, ou seja, infec¢des peri-implantares (Chrcanovic et al.,
2014).

A peri-implantite ndo é uma complicagdo incomum, e existem muitas
discussbes a respeito do assunto (Albrektsson et al., 1994; Lindhe, Meyle, 2008;
Albrektsson et al., 2012), em que alguns autores a identificam como um dos
principais fatores para a perda 6ssea. Aproximadamente 70% dos implantes sao
perdidos, devido a reabsor¢cdo 0ssea, apds a instalacdo do pilar e aplicacdo de

carga protética, sugerindo que as falhas possam ocorrer principalmente apds a
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colocacdo desses implantes em funcdo mastigatoria (Chrcanovic et al., 2015;
Moraschini et al., 2015; Macedo et al., 2016; Oh et al., 2002; Tatarakis et al., 2012).

Somente a partir do Workshop Mundial de 2017, ficou padronizado o
diagnéstico de peri-implantite, que é caracterizada através de alguns sinais clinicos
como inflamacéo, sangramento a sondagem e / ou supuracédo, profundidades de
sonda aumentadas e / ou recessdo da margem gengival, além da perda Ossea
radiogréfica quando comparada com os exames anteriores. Nessa avaliacdo de
perda 6ssea, devem ser considerar as alteracdes do nivel da crista 6ssea, resultante
da remodelacédo 6ssea inicial (Berglundh et al.,2018).

Segundo o Workshop de 2017, hd um risco maior de desenvolver peri-
implantite pacientes com histérico de periodontite, mau controle da placa bacteriana
e nenhum cuidado de manutenc¢do regular apés a terapia com implantes. (Berglundh
et al., 2018).

Embora as causas da perda 6ssea marginal ao redor do implante ainda nao
sejam bem elucidadas, é considerada uma condicéo fisiologica a perda éssea de 0,9
a 2,0 mm durante o primeiro ano ap0s a ativacao do implante, ndo excedendo 0,2
mm a cada ano subsequente em implantes de plataforma do tipo hexagono externo
(Adell et al., 1981; Albrektsson et al., 1986; Branemark et al., 1987; Cardaropoli et
al., 2006; Sasada et al., 2017).

Os microrganismos podem colonizar a superficie externa do implante e se
estabelecer na interface do implante/pilar da prétese, podendo causar odor e sabor
desagradaveis, infeccdes e danos aos tecidos (Koutouzis et al., 2011).

A contaminacao microbiana que ocorre durante a montagem implante-pilar é
atribuida a micro desadaptacdo j4 existente, e a posterior micromovimentacao,
(Macedo et al., 2016), o que favorece a colonizacdo por espécies microbianas
presentes no biofilme bucal, levando a reacdes inflamatdrias nos tecidos peri-
implantares com consequente reabsor¢cdo do osso de sustentacado (Adell et al.,
1981; Garrana et al., 2016; Harder et al., 2010; do Nascimento et al., 2012,
Nascimento et al., 2014; Retamal-Valdes et al., 2019; Steinebrunner et al., 2005).
Segundo alguns autores, a infiltragdo bacteriana ocorre independentemente do
sistema de conexdo do implante, porém ndo ha relatos da relacdo com a perda
Ossea nesses estudos (Passos et al.,2013; Podhorsky et al.,2016; Tallarico e
al.,2017).
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Como nao ha um padrédo de desadaptacdo implante/pilar, clinicamente é
aceitavel <120 uym (Presotto et al., 2016; Yilmaz et al., 2018). Quanto melhor for a
precisdo do ajuste de uma prétese implanto-suportada, menor as chances de que
ocorram complicagBes biologicas ou técnicas (Presotto et al., 2016; Al-Meraikhi et
al., 2018; Yilmaz et al., 2018). Sabe-se que o desenho da interface implante-pilar e o
modo de fabricacdo do pilar podem ter um impacto na quantidade de penetracéo
microbiana na parte interna de um implante dentério. (Koutouzis et al., 2011; Al-
Meraikhi et al., 2018).

A tecnologia CAD/CAM consegue fabricar pilares protéticos para varios
sistemas de implantes dentérios e tipos de conexdo, que proporcionam ajuste e
durabilidade previsiveis, permitindo que todos os parametros do pilar sejam
modificAveis, como o término, perfil de emergéncia, contorno e espessura (Presotto
et al., 2016; Al-Meraikhi et al., 2018).

Apesar de apresentarem menores niveis de desadaptacdo, os estudos
relatam que ndo ha diferenca significativa nessas microfendas (Hamilton et al., 2013;
Presotto et al., 2016; Al-Meraikhi et al., 2018).

Enterococcus faecalis sdo cocos Gram-positivos, anaerdbio facultativo,
encontrados no trato gastrointestinal e sdo relacionados com infec¢cdes endoddnticas
resistentes, podendo persistir no 0sso, mesmo apdés o tratamento endodéntico
(Rams et al., 1992; Flanagan, 2017). Esses microrganismos tém caracteristicas
oportunistas (Komiyama et al., 2016), colonizando bolsas periodontais e contribuindo
para a doenca periodontal, podendo ainda contribuir para infeccdo peri-implantar e
perda 6ssea (Rams et al.,, 1992; Sun et al., 2009; Ramos et al., 2012; Flanagan,
2017; Wang et al., 2019).

A prata € um metal amplamente estudado devido as suas propriedades
antimicrobianas e seu amplo espectro de agdo contra bactérias Gram positivas,
Gram negativas e fungos. (Nandi et al., 2018). E biocida na forma iénica e tende a
mostrar mais efeitos toxicos para 0s microrganismos quando comparada com
células e tecidos humanos (Cao, Liu; 2010; Nandi et al., 2018). O principal desafio
para sua aplicacdo € a manutencdo de uma concentragdo de prata segura para
tecidos saudaveis em longo prazo. Ao longo dos anos, o0 uso da prata, direta ou

indiretamente, por meio de varias tecnologias tem sido pesquisada, demostrando
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sua acdo na prevencdo da adesdo bacteriana e suas propriedades antimicrobianas
(Nandi et al., 2018).

Frente a tantos desafios ainda existentes na osseointegracéo e estabilidade
dos implantes, a utilizacdo de um agente antibacteriano como prata na sua forma
coloidal, pode ser mais uma alternativa na busca para minimizarmos a porcentagem
de falhas dos implantes devido a perda 6ssea marginal progressiva relacionada as
infecgdes microbianas.

Os dados sobre a efetividade antimicrobiana in vitro da nanoprata coloidal
sobre Enterococus faecalis na interface implante e pilar protético podem auxiliar no
desenvolvimento de novos métodos de controle de microrganismos presentes no
microbioma bucal passiveis de colonizacdo dos tecidos peri-implantares e pecas
protéticas, podendo surgir futuramente como uma alternativa para a manutencéo da

salde peri-implantar.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Evolucao dos implantes osseointegrados

Desde a primeira metade do século 20, os dentistas buscam alternativas
para melhorar a fixagdo e a estabilidade da protese em pacientes totalmente
desdentados. Devido a negligéncia dos aspectos microbiolégicos e aos riscos de
infeccdo associados a essas intervencdes, a maioria desses "implantes” foi perdida
em um tempo relativamente curto, e a perda foi associada a infeccdo e a extensa
perda de osso alveolar em regiées com um ja volume 6sseo minimo (Albrektsson et
al., 1986).

Somente quando os pesquisadores entenderam que apenas materiais de
alta resisténcia a corrosao, tais como titanio e suas ligas, eram adequados para a
integracdo do tecido, foi possivel observar que as células Osseas cresciam
diretamente sobre o titdnio e integravam completamente o corpo estranho ao tecido
0sseo (Hisbergues et al., 2009). Além disso, ndo era observada a proliferacdo do
epitélio ou invasdo da zona intermediaria entre o osso e o implante (Steflik et al.,
1998). Este fenomeno foi descoberto pela primeira vez por P.-l. Branemark
(Branemark et al.,, 1969), e passou a ser denominado como fendmeno de
osseointegragdo (Branemark et al., 1977).

No final dos anos 1960, o segundo pioneiro, o Professor André Schroeder,
da Universidade de Berna (Suica), comec¢ou a examinar a integracao tecidual de
varios materiais de implantes, sendo que seu grupo foi o primeiro a documentar o
contato direto entre implante de titanio, através de cortes histolégicos, em modelos
animais (Schroeder et al., 1976).

Na época, tentativas estavam sendo feitas para explorar a aplicabilidade dos
resultados dessas pesquisas experimentais em protese humana, e 0s autores ja
afirmavam que algumas caracteristicas eram necessarias para os implantes, como a
biocompatibilidade e apropriado desenho do implante, sua implantacdo através de
uma técnica cirargica atraumatica, uma precisa preparacao do sitio receptor do

implante e periodo de reparo livre de cargas (Albrektsson et al., 1981; Edgerton et



al., 1993).

Atualmente, por definicdo, sabe-se que a osseointegracdo € um desafio e
que acontece no processo de cicatrizacdo, sendo dividida em trés estagios de
estabilidade: primaria, secundaria e tercidria (Bosshadt et al., 2017). A estabilidade
primaria ocorre apés a colocacdo do implante e depende do desenho do implante,
da densidade Ossea e da técnica cirirgica adotada, em que ocorre a incorporacao
por formagédo de tecido 6sseo (Bosshadt et al. 2017; Javed et al., 2013;). Ja a
estabilidade secundéria, resulta dos fendmenos de regeneracdo e remodelagédo
0ssea, que determinam a estabilidade do implante. Assim, um dos objetivos nesse
estagio € melhorar as superficies dos implantes para acelerar a osseointegracéo
durante o periodo de cicatrizacao (Botzenhart et al., 2015). Além disso, os implantes
ndo devem receber carga neste estagio para evitar o risco de falha precoce
(Esposito et al., 2009). Durante a estabilidade terciaria, que € a etapa final, a
adaptacao funcional do osso ao redor do implante sob carga (Hasan et al., 2014) é
baseada na estabilidade primaria e secundaria e é, de fato responséavel pelo
sucesso do implante ao longo prazo.

2.2 A interface entre o implante e as conexdes protéticas

Na década de 1960, Branemark realizou os primeiros estudos pré-clinicos e
clinicos do primeiro implante dentario projetado por ele e consistia em uma conexao
hexagonal externa, em que o pilar era conectado mecanicamente ao implante por
meio de um parafuso (Branemark et al., 1977). J4 em 1981, Adell e Branemark,
relataram o resultado de 15 anos de testes clinicos, em que utilizaram implantes de
titdnio, principalmente em mandibulas desdentadas para apoiar proteses dentarias
fixas com o objetivo de melhorar o conforto da mastigacdo e a qualidade de vida
desses pacientes, obtendo resultados muito promissores (Adell et al., 1981).

Em 1986, uma das primeiras conexdes internas implante-pilar foi
desenvolvida por Niznick (Niznick, 1991). Esta conexdo foi projetada com uma
conexao hexagonal interna de 1,7 mm de profundidade abaixo de um cone de 45

graus de 0,5 mm de largura que provou ter propriedades superiores na distribuicao
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de forca quando comparada a conexao original do implante-pilar hexagonal (Muley
et al., 2012). Desde entdo, diversas variacbes da conexdo implante-pilar interna e
externa foram desenvolvidas na tentativa de melhorar os projetos anteriores.

Esse sempre foi um desafio para todos os sistemas de implantes, a
eficiéncia da conexdo implante-pilar, que depende de varios fatores, como o
desenho do componente, geometria da conexdo, ajuste mecanico e fisico entre o
pilar e a plataforma do implante e aplicagdo de torque, em que esse conjunto de
fatores sdo fundamentais para a saude dos tecidos circundantes. (Carotenuto et al.,
1999).

Além da complexidade dos componentes protéticos e a auséncia de um
ligamento periodontal ao redor do implante, o conjunto implante/pilar € incapaz de se
adaptar prontamente as tensdes geradas pela mastigagdo, resultando na formacéao
de uma microfenda nessa regido de unido, que funciona como um nicho para as
bactérias, causando, muitas vezes, reacdes inflamatérias nos tecidos moles peri-
implantares, pela colonizagéo bacteriana, inclusive, no interior do implante (Jansen
et al.,, 1997; Koutouzis et al., 2011; do Nascimento et al., 2008; Quirynen et al.,
1994; Sasada et al., 2017; Talebi Ardakani et al.,2019).

As bactérias que estdo colonizando a superficie externa podem ser
eliminadas pelo mecanismo de defesa do organismo; no entanto, a existéncia da
microfenda permite micromovimentos entre o pilar e o implante, que resultam em um
efeito de bomba, que favorece a contaminagéao do interior do implante, que podem
persistir por longos periodos. Clinicamente, provocam mau odor, gosto desagradavel
na cavidade bucal, infeccbes e danos teciduais ao periodonto, sendo responsaveis
pela reabsorcdo é6ssea inicial (Jansen et al., 1997; Listgarten, 1999). Estudos in vivo
e in vitro tém demonstrado a presenca de bactérias viaveis na parte interna dos
implantes, demonstrando infiltracdo de fluidos e bactérias em todo seu espaco
interno, podendo ser uma fonte de contaminacdo para os tecidos préximos ao
implante instalado (Koutouzis et al., 2016; Sasada et al., 2017; Talebi Ardakani et al.,
2019).

Segundo diversos autores (Al-Meraikhi et al.,, 2018; Tsuge et al.,, 2008;
Yilmaz et al., 2018), Branemark foi o primeiro a avaliar a desadaptacdo entre
implantes/pilar e propds que ndo deveria ultrapassar 10 ym, tanto em modelos de

hexagono externo como interno. Para Tsuge et al. (2008) seus resultados
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apresentaram discrepancias verticais médias que variaram de 22,6 a 62,2 ym; as
discrepancias horizontais foram de 27,1 a 16,0 ym. Cada sistema de implante
apresentou um ajuste marginal de acordo com sua geometria caracteristica. E 0s
valores das microfendas de todas as interfaces implante-pilar analisadas neste
estudo variaram de 2,3 a 5,6 um, coincidindo com os resultados encontrados por
Sola-Ruiz et al. (2013).

Atualmente, os valores médios de discrepancia marginal para todos os
grupos estejam dentro dos limites clinicamente aceitaveis € de <150 um (Al-Meraikhi
et al., 2018; Pesce et al., 2018; Presotto et al., 2016; Yilmaz et al., 2018).

Além das necessidades de aprimoramento nos implantes, durante a década
de 1990, modificacbes cirdrgicas foram implementadas para melhorar a
previsibilidade da técnica de regeneracdo 6ssea guiada e para reduzir o risco de
complicac@es. Isso incluiu técnicas de incisdo melhoradas, utilizacdo de dispositivos
de fixacdo para estabilizar as membranas e aplicacdo de enxertos 0sseos para
apoiar as membranas (Buser et al., 1993), e, mais tarde, a utilizacdo de barreira

reabsorvivel tornou-se cada vez mais popular.

2.3 Infiltrac&o bacteriana

Desde Koka et al. (1993) e corroborado por Lang et al. (2011), sabe-se que
existem varios fatores que interferem no sucesso do tratamento, como, por exemplo,
a microbiota bucal. Independentemente da existéncia de implantes, ndo ha duvidas
da relacdo de causa e efeito do biofilme dentario com os dentes naturais, a gengivite
ou a doenca periodontal. As bactérias especificas da doenca periodontal foram
relacionadas aos implantes dentarios osseointegrados, sendo um fator que precisa
ser amplamente estudado, na tentativa de minimizar a agéo deletéria do biofilme
dentario sobre a estabilidade e sucesso do implante (Dhir, 2013; Eggert, Levin,
2018; Koka et al.,1993; Lorenz et al., 2019; Penarrocha-Oltra et al., 2016).

ApoOs o primeiro contato do implante com a cavidade bucal, proteinas e
glicoproteinas salivares se ligam no implante formando um filme fino, a chamada
pelicula adquirida (Busscher et al., 1997; Dhir, 2013; Quirynen et al., 1994). Estas

19



moléculas atuam, principalmente, promovendo a adesdo e agregacdo de
microrganismos. O aumento da rugosidade superficial e da energia livre da
superficie facilita ainda mais a formacéo de biofilme nas superficies dos implantes e
dos pilares (Dhir, 2013; Subramani et al., 2009). Inicia-se entdo a fase de
acumulacédo, os microrganismos se multiplicam formando varios grupos de células
em camadas na superficie do implante. Ocorre a liberacdo de substancias
poliméricas extracelulares, basicamente polissacarideos, formando um conjunto de
multicamadas de coldnias microbianas que se mantém suspensas nha matriz
polimérica (Subramani et al., 2009), denominada de biofilme (Dhir, 2013).

Em 2005, Scarano et al. relataram um acompanhamento de 16 anos em 272
implantes de titanio, cujos resultados obtidos esclareceram as dimensdes das
microfendas in vivo. Os autores concluiram que as microfendas foram encontradas
em todos os implantes presentes na pratica clinica e que € muito dificil reduzir as
dimensdes desses espacos vazios, 0 que certamente facilita a migracédo bacteriana
e a presenca de bactérias no interior do implante.

Na maioria dos estudos, segundo Pereira et al. (2017), a discrepancia
marginal, implante-pilar considerada clinicamente usual € de cerca de 100 ym, antes
de ser colocado em funcdo. Essa microfenda pode aumentar apds o inicio do
esforco mastigatério. No entanto, a maioria das bactérias orais tem tamanho de 0,2
a 1,5 ym e comprimento de 2 a 10 ym (Nascimento et al., 2016). As bactérias e
endotoxinas podem passar livriemente através da microfenda e entrar na cavidade
interna do implante, o que resulta na troca de biomateriais entre a cavidade interna
do implante e o ambiente bucal peri-implantar (Teixeira et al., 2011).

A passagem de bactérias, subprodutos téxicos bacterianos e pequenas
moléculas através da microfenda na interface implante/pilar e a penetracdo na
cavidade interna do implante ou vice-versa é definida como a microinfiltracdo
implante/pilar (Ericsson et al., 1995; Gross et al.,1999; Quirynen, van Steenberghe,
1993; Quirynen et al., 1994;). Esta contaminacgéo, segundo os autores, pode ocorrer
durante o primeiro ou o segundo estagio de colocacdo do implante ou mesmo na
transmissdo do ambiente apds a colocacdo da prétese (Scarano et al., 2005). Logo,
a microfenda, com dimensdes imprevisiveis e variaveis, pode ser um fator critico
para a migracado de bactérias para a por¢ao interna do implante e na reabsorcao

ossea (Quirynen et al., 1994; Scarano et al., 2005; Tsuruta et al., 2018).
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Estes resultados confirmam que a interface existente entre o implante-pilar
atua como um reservatorio para microrganismos bucais que, por sua vez, induzem
resposta inflamatoéria dentro dos tecidos peri-implantares, resultando em perda de
0sso peri-implantar (Koutouzis et al., 2011; Nascimento et al., 2015; Sasada et al.,
2017; Wang et al., 2019). Como isso, estudos foram realizados sobre a influéncia da
presenca de bactérias viaveis sobre a estabilidade das conexdes implante-pilar. Em
2010, Harder et al. sugeriram que a presenca de endotoxinas bacterianas foi
suficiente para iniciar a reacao inflamatoria e a destruicdo tecidual que leva a perda
Ossea peri-implantar. Esse fenbmeno também foi relatado por Hou et al. (2013),
descrevendo a regulacdo de osteoclastos por endotoxinas bacterianas. No estudo
de Harder et al. (2010) sobre duas conexdes internas implante-pilar, foi demonstrada
infiltracdo bacteriana 5 minutos apos a instalacdo do implante. First et al. (2007)
relatou a ocorréncia de contaminac¢do 30 minutos apés o procedimento cirargico. Os
estudos sugerem uma varia¢cado no desempenho do selamento na conexao implante-
pilar dependendo do sistema utilizado (Furst et al., 2007; Harder et al., 2010; Hou et
al., 2013).

Segundo Lang et al. (2011), o desenvolvimento de lesdes de peri-implantite
tem muitas caracteristicas em comum (por exemplo, tamanho e composi¢cdo) com a
periodontite. A perda 6ssea durante a progressado da doenca é mediada por reacdes
inflamatorias e resultam em reabsorcdo osteoclastica em ambas as doencgas, sendo
mais rapida na peri-implantite devido as diferencas estruturais. O periodonto produz
uma reacao autolimitante, resultando em uma capsula protetora de tecido conjuntivo
gue separa a lesdo do osso alveolar, situacdo essa que ocorre na periodontite, mas
nado é observada na peri-implantite. As lesdes peri-implantares, em contraste com as
lesbes de periodontite, exibem sinais de inflamacéo aguda e grandes quantidades
de osteoclastos presentes na superficie do osso crestal (Lang et al., 2011).

A manutencgéo do tecido 6sseo peri-implantar é essencial para 0 sucesso a
longo prazo dos implantes dentarios. Os resultados desse tipo de tratamento estao
relacionados ao implante, ao tecido mole peri-implantar e a protese, aléem da
avaliacdo das condicdes gerais do paciente (Papaspyridakos et al., 2012). O tecido
0sseo peri-implantar esta relacionado a estabilidade do tecido, que influencia a
progressdo da perda 0ssea marginal em torno de implantes saudaveis. A perda de 2

mm de 0sso ao redor do pescoco do implante durante o primeiro ano apos o
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carregamento funcional tem sido considerada normal (Albrektsson et al., 1986;
Misch et al., 2008). Klinge (2012) descreveu que uma perda 6ssea marginal > 2 mm
na instalacdo da protese em comparagdo com as radiografias iniciais, associada
com sangramento a sondagem, serve de alerta para o clinico avaliar a necessidade
de uma intervencdo para alcancar a saude peri-implantar (Klinge, 2012). Ja outros
autores afirmaram que uma perda O6ssea marginal no primeiro ano de 1,5 mm
(Papaspyridakos et al., 2012), 1,8 mm (Roos-Jansaker et al., 2006) ou 1,5 - 2 mm
(Tarnow et al., 2000) representa um bom resultado.

Tripodi et al. (2012), realizaram um estudo in vitro avaliando a infiltracdo de
diferentes microrganismos na conexao entre o implante e o pilar protético de dois
tipos diferentes de implantes: hexagono-interno (HI) e cone Morse (CM), durante 28
dias. Foram utilizadas duas espécies bacterianas, as partes internas de 5 implantes,
por grupo, foram inoculados com suspensdo de Pseudomonas aeruginosa e 5
implantes, por grupo, com Aggregatibacter actinomycetemcomitans (AA). Os
resultados mostraram que em todos 0s casos houve contaminagédo interna das
amostras de HI pelos microrganismos durante todo o intervalo de tempo avaliado.
Por outro lado, no implante do tipo CM néo foi observada contaminacdo por A.
actinomycetemcomitans em nenhuma das amostras em nenhum periodo de tempo
avaliado, sendo apenas dois implantes contaminados por P. aeruginosa em um total
de 10 amostras no 22° dia (Tripodi et al., 2012). Assim, pdde-se concluir que a
contaminacdo bacteriana ocorreu nas duas conexdes pilar/implante avaliadas,
entretanto, variou de acordo com a espécie microbiana.

Segundo Galindo-Moreno et al. (2015), embora a perda éssea marginal seja
desencadeada por multiplos fatores, incluindo o tipo de conexao, tipo de 0sso, sexo,
idade e periodontite, ele observou que o resultado aos 18 meses depende
fortemente do tipo de perda Ossea, que parece ser diferente para cada implante.
Também concluiram que a perda éssea marginal é diretamente dependente das
caracteristicas de cada implante e do paciente. Em outras palavras, a definicao de
sucesso ou fracasso em implantodontia requer uma avaliacdo das caracteristicas do
implante / paciente, com cada um desempenhando um papel importante no
prognéstico. Um paciente com multiplos implantes do mesmo tipo pode apresentar
aumento de perda Ossea marginal em poucos implantes, mas ndo no restante;

assim, 17,5% dos pacientes apresentaram alguma perda 6ssea marginal em 78,5%
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dos implantes, mas ndo nos restantes (Galindo-Moreno et al., 2015).

Hoje, com mais de 40 anos de evidéncias cientificas, o uso clinico de
implantes tem aumentado a cada dia. O Hexagono externo foi o primeiro desenho
empregado e continuou sendo o Unico por muitos anos; no entanto, apresenta varias
complicacbes mecanicas e biologicas, como afrouxamento do parafuso, desajuste
rotacional na interface implante-pilar, 0 que permite a existéncia de microfendas na
interface implante-pilar e a penetragdo microbiana (Muley et al., 2012; Pjetursson et
al., 2005). Além disso, este sistema é menos favoravel para a distribuicdo de tensao
e possui menor estabilidade quando comparado com a conexdo interna, o que
aumenta a tensdo sobre o parafuso do pilar e micromovimentos durante o
carregamento (Freitas-Junior et al., 2013; Machado et al., 2013).

Diversos estudos (Mishra et al., 2017; Talebi et al., 2019) concluiram que
ocorre infiltracdo na interface do implante/pilar e que os implantes de hexagono
externo falharam completamente por ndo evitarem a microinfiltracdo em condi¢des
de carga estética e dindmica dos implantes. Os implantes de hexagono interno,
principalmente os Cone Morse, sdo muito promissores em caso de carregamento
estatico e também apresentaram menor microinfiltracdo em condi¢cdes de carga
dindmica. O torque recomendado pelo fabricante deve ser seguido estritamente para
obter uma vedacdo melhor na interface do implante do pilar. Ja os pilares de zircénia
sdo mais vulneraveis a microinfiltracdo do que os pilares de titanio e seu uso deve
ser desencorajado. Os pilares de zirconia devem ser restritos apenas aos casos em
gue ha alta necessidade estética (Mishra et al., 2017; Talebi et al., 2019). (verificar

se o implante também é de Zirconia)

2.4 CAD/CAM nas conexdes protéticas

A tecnologia CAD/CAM (Computer Aided Design / Computer Aided
Manufacturing) foi introduzida na odontologia em busca de uma melhor adaptacéo e
assentamento passivo na interface implante/pilar (Branemark,1983; Goodacre et al.,
2012; Muley et al., 2012).

Os principais objetivos de automatizar e aperfeicoar a producéo (Miyazaki et
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al.,, 2009), que € composta por trés principais componentes: ferramenta de
digitalizacdo (scanner), software para planejamento virtual e unidade de producao
(fresadora), sendo o scanner um dos principais responsaveis pela precisdo das
pecas confeccionadas, podendo ser dividido de acordo com seu mecanismo de
funcionamento entre: épticos (fundamentados no principio de triangulacdo da luz) e
mecanicos (modelo mestre lido mecanicamente por uma bola de rubi e uma
estrutura de medicéao tridimensional) (Beuer et al., 2008).

A tecnologia CAD/CAM tem evoluido muito nas ultimas décadas, na tentativa
de aprimoramento passivo dos materiais e técnicas disponiveis. Presente na
odontologia desde meados dos anos de 1980, revolucionou, de maneira significativa,
todo o mercado odontolégico e a qualidade do tratamento reabilitador que passou a
ser oferecido aos pacientes (Abduo et al, 2014; Mizumoto et al., 2018).

Na busca de reduzir a dependéncia da varidvel humana nas falhas
protéticas, ainda nao foi totalmente alcancado, uma vez que a digitalizacao intraoral
é um passo crucial na odontologia, inclusive nos implantes (Ortorp et al, 2012). A
transferéncia imprecisa da posicdo do implante pode levar a uma protese mal
ajustada, que pode resultar em complicacdes biolégicas e mecéanica. Reduzir a
etapas realizadas pelo profissional e implementar técnicas automatizadas de
desenho e fabricacao facilitaria producédo de proteses mais confidveis (Abduo et al.,
2014).

Entretanto, observa-se que os sistemas CAD-CAM sao suficientes para
resolver as mais diversas situacdes clinicas; e por este motivo € nitido um crescente
namero de estudos que vem sendo realizados para verificar a precisdo dos sistemas

CAD-CAM, mesmo estes ja estando em uso (Ative et al., 2017; Benic et al., 2015).

2.5 Acéo da Prata

A crescente resisténcia dos microrganismos aos antibioticos € uma questao
de grande preocupacao em todo o mundo (Hemeg et al., 2017; Wang et al., 2017).
Portanto, a busca por novas estratégias para a inibicdo bacteriana esta em

progresso continuo. Considerando que ndo ha relatos de desenvolvimento de
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resisténcia microbiana a prata, o uso de nanoparticulas de prata (AgNPs) tem sido
amplamente estudado (Hemeg et al., 2017; Wang et al., 2017).

Ha muito tempo a acdo bactericida de alguns ions metalicos € conhecida,
dentre eles a prata e o cobre. O efeito bactericida relaciona-se com a acédo
oligodinamica (substancias que, em concentracées extremamente baixas, afetam a
atividade de organismos vivos) do ion prata e compostos a base de prata, que sao
altamente téxicos para microrganismos, mostrando fortes efeitos biocidas, e sobre
diversas espécies de bacterianas, incluindo Escherichia coli. (Zhao et al., 1998).

Desde entdo, muitos avancos tecnolégicos ocorreram nessa area. E
importante salientar que estes produtos atuam por meio da ionizacdo dos elementos
metélicos bactericidas, evitando que metais puros sejam liberados ao meio ambiente
de maneira que n&o prejudiqguem o ser humano. Historicamente, a prata foi
amplamente utilizada em varias areas da medicina. Em 1700, o nitrato de prata foi
utilizado para o tratamento de infeccfes sexualmente transmissiveis, fistulas ésseas
e das glandulas salivares e abscessos perianais (Klasen, 2000; Lansdown, 2002).

Ap6s a introducdo da penicilina, na década de 1940, os antibidticos
passaram a ser adotados como protocolo de tratamento para infeccdes bacterianas,
e 0 uso da prata diminuiu (Chopra, 2007). H4& pouco mais de 15 anos, devido ao
aparecimento de bactérias resistentes (Gould et al., 2009) e limitagdes ao uso de
antibioticos, os meédicos tém recorrido a prata de uso tépico, utilizando-a em
curativos de feridas abertas, contendo diferentes concentragdes de prata (Chopra,
2007).

A propriedade antimicrobiana da prata esta relacionada a quantidade e a
taxa de prata liberadas. A prata em seu estado metalico € inerte, mas reage com a
umidade da pele e do fluido da ferida, ficando ionizada e altamente reativa, uma vez
que se liga a proteinas dos tecidos e traz mudancgas estruturais na parede da célula
bacteriana e membrana nuclear, provocando distorcdo celular e morte, além da
prata se ligar ao DNA e RNA bacteriano por desnaturacédo e inibir a replicacao
bacteriana (Lansdown, 2002; Lara et al., 2015). Os ions de prata interagem com
grupo tidis em proteinas, resultando em inativagdo de enzimas respiratorias e
levando a producao de espécies reativas de oxigénio (Matsubara et al., 2015).

Segundo Xu et al. (2004), o transporte através das membranas desempenha

um papel importante nas vias celulares e subcelulares, incluindo resisténcia a
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multiplos farmacos, sinalizacdo celular e comunicacdo célula-célula. Este estudo
avaliou diretamente a mudanca em tempo real da permeabilidade da membrana e
tamanhos de poros de P. aeruginosa em escala nanométrica usando o indice de
cores intrinsecas (espectros de ressonancia plasmoénica de superficie) de
nanoparticulas de prata como sondas de indice de tamanho nanométrico. Os
resultados mostraram que nanoparticulas de prata com tamanhos variando de até
80 nm sdo acumuladas em células microbianas vivas, demonstrando que essas
nanoparticulas de prata se transportam através das membranas interna e externa
das células. Medicbes de suscetibilidade também sugerem que uma baixa
concentracdo de nanoparticulas de prata (1,3 ppm) ndo apresentou toxicidade
significativa para as células humanas (Xu et al., 2004).

Ainda em 2006, Harris et al. (2006), relataram que Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis tém capacidade de aderir a superficie do implante,
formando um biofilme dificil de ser tratado, causando infec¢cdes. Esse biofilme
protege as bactérias da fagocitose e antibioticos (Harris et al., 2006; Kang et al.,
2019).

Em 2015, o estudo de Matsubara et al. concluiu que a prata coloidal na
concentracdo de 320 ppm foi eficaz na reducdo do nimero de células viaveis de C.
albicans dentro dos implantes com conexdo hexagonal externa. Porém, também
concluiram que os valores de torque sugeridos pelo fabricante sdo importantes para
alcancar o melhor efeito de acoplamento em relacdo a geometria do sistema. No
entanto, as cargas mastigatérias nas coroas protéticas criam microfendas na
interface implante / pilar que permitem a penetracdo de bactérias e leveduras nos
implantes. Neste estudo, a aplicacdo de nanoprata no interior dos implantes reduziu
a quantidade de células fangicas viaveis detectaveis na superficie interna dos
implantes (Matsubara et al., 2015).

Ja Akter et al. (2017), concluiram em sua pesquisa que até 0 momento 0s
estudos ndo sao suficientes para se ter uma ideia concreta acerca da citotoxicidade
da nanoprata e também do mecanismo por tras da toxicidade. Mas, com base nos
resultados, é evidente que a citotoxicidade da nanoparticula de prata pode ser
considerada como dependente de diferentes tipos de propriedades, tais como
tamanho (particula menor é responsavel pela alta toxicidade), forma, concentracéo,

aglomeracdo ou agregacao das nanoparticulas. Aléem disso, a nanoprata tambéem
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pode induzir citotoxicidade através do estresse oxidativo, que inicia uma protease
pré-inflamatéria, a ativacdo da caspase-1 que regula a apoptose ou a morte celular.
Logo, para uma melhor compreensao do mecanismo de citotoxicidade da nanoprata,
mais estudos sdo necessarios (Akter et al., 2017).

Em 2019, um estudo concluiu que a nanoparticula de prata (AgNPs) pode
ser um agente de tratamento contra bactérias extracelulares, em particular as que
apresentam o diametro de 40 nm. As AgNPs exibiram excelente atividade
antimicrobiana contra S. aureus extracelular com inibicdo completa do crescimento

bacteriano em concentragdes tao baixas quanto 56 ym (Kang et al., 2019).

2.6 Clorexidina

Clorexidina € um agente ativo de superficie com efeito antimicrobiano e
antifingico (Sheen, 2003). E indicada para assepsia de amplo espectro sendo
frequentemente prescrita no tratamento das doencas periodontais (Koutouzis et al.,
2015). Em 2008, Paolantonio et al. realizaram um estudo onde os parametros
clinicos e microbiolégicos foram registrados trés meses apds a conclusdo da
restauracdo protética. A cavidade interna do implante foi preenchida com gel de
clorexidina a 1% e, em seguida, o implante foi conectado ao pilar. Apds seis meses,
0s parametros clinicos e microbioldgicos foram reexaminados. O grupo tratado com
clorexidina preveniu eficazmente a colonizacdo bacteriana e causou melhorias
significativas nos parametros clinicos, em contraste com o0 grupo controle
(Paolantonio et al., 2008). Da mesma forma, Groenendijk et al. (2004) relataram que
0,2% da solucdo de clorexidina inibiu o crescimento bacteriano, e o efeito benéfico
poderia durar seis semanas (Groenendijk et al., 2004). Por outro lado, alguns
estudos relataram que apenas a irrigacédo por solucdo de clorexidina ndo exerceu
efeito significativo sobre a penetracdo bacteriana na interface implante/pilar
(Carcuac et al., 2016; Romanos et al., 2016).

Koutouzis et al. (2015) trataram a cavidade interna do implante com solugao
de clorexidina a 0,2% e com solucéo salina estéril. Posteriormente, os pilares foram

substituidos e os implantes foram ciclados. Endotoxinas foram detectadas em
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ambos os grupos, e nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas
em relacdo aos testes mecanicos (Koutouzis et al., 2015).

As diferencas nos resultados podem ocorrer, devido ao diferente tempo de
exposicdo a clorexidina quando localizado na cavidade interna do implante e na area
subgengival. Logo, o beneficio da clorexidina é dificil de justificar a luz das
evidéncias opostas. Portanto, sugere-se 0 uso de clorexidina no implante oral com
possiveis beneficios, e a dosagem e a forma adequadas da clorexidina, que
poderiam tornar seu efeito bactericida mais duradouro, ainda precisam de mais
estudos (Ready et al., 2015).
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3 PROPOSICAO

Os objetivos do presente trabalho foram:

. Determinar a atividade antimicrobiana e a concentracdo inibitoria
minima da nanoprata coloidal;
. Determinar a citotoxicidade da nanoprata coloidal em concentracao

antimicrobiana efetiva.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Solucgéo de prata coloidal

A férmula da solucdo de AgNPs Khemia® utilizada no trabalho é
Ag2CO3/AgHCOS3, e as particulas foram obtidas e caracterizadas anteriormente
(Sousa, 2018).

4.2 Determinacgao da concentracdo inibitéria minima (CIM)

Foi realizado teste para a determinagéo da concentracao inibitéria minima da
solugdo de prata coloidal (CIM), sobre Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Os
testes foram realizados de acordo com as normas do CLSI M7 A9 (Métodos para
Diluicdo de Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana para Bactérias de Crescimento
Aerdbico). A determinacdo da CIM foi efetuada por diluicbes sequenciais
microplacas da nanoprata em caldo de Mueller Hinton (MH). Considerou-se a MIC, a
diluicdo que levou a inibicdo completa do crescimento do microrganismo em relacdo
ao controle de crescimento.

Para a realizacdo dos testes a solucdo de prata coloidal foi esterilizada por
filtracao (filtro 0,22 um) (Figura 2) e submetida ao teste de esterilidade pelo método
de semeadura em agar. Enterococcus faecalis ATCC 29212 foi semeado agar BHI
(brain heart infusion) (Figura 1) e incubados a 37°C, em aerobiose. Apés este
periodo, suspensdes padronizadas contendo 1 x 108 células/mL foram obtidas por
diluicho em meio Mueller Hinton estéril e padronizadas por espectrofotometria. O
valor de absorbancia foi previamente padronizado em espectrofotometro digital
(Modelo B582, Micronal, Sdo Paulo, Brasil) a um comprimento de onda de 760 nm e

absorbancia 6ptica de 0,220 + 0,02.



Figura 1 — Cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212

Legenda: Enterococcus faecalis ATCC 29212 foi semeado em agar BHI (brain heart infusion).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 2 - Filtragem da Solugéao de Nanoprata Coloidal

Legenda: A solucéo de nanoprata coloidal foi esterilizada por filtragao (filtro 0,22 pm).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Todos os procedimentos foram realizados em ambiente asséptico, no interior
de uma camara de fluxo laminar (BioSeg 12, Veco, Campinas, Brasil). Os
procedimentos foram realizados sem iluminacao interna na cabine, pois a nanoprata
coloidal é fotossensivel. A concentragdo inicial foi de 58 ppm em caldo Mueller

Hinton em placas de microtitulacao.

31



A suspensdo de E. faecalis foi ajustada a 1~5 x 10° cel/mL para realizagdo
do teste de determinacdo da CIM (Figura 3). As placas de microtitulagdo foram
envoltas em papel aluminio incubadas, em aerobiose, a 37°C (Figura 4). As leituras

foram realizadas apds 5 minutos, 30 minutos e 24 horas de incubacéo. Os ensaios

foram realizados em triplicata.

Figura 3 — Procedimentos de diluicho em placas de microtitulacdo para

determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) da solu¢cdo de nanoprata

coloidal

.
b 4
>
b
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Legenda: A suspenséo de E. faecalis foi ajustada a 1~5xmicrol05 cel/mL para realizacédo do teste de

determinacéo da CIM, em triplicata.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 4 — Ensaios para determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) da

solucéo de nanoprata coloidal

Legenda: As placas de microtitulagdo foram envoltas em papel aluminio para protecdo contra luz e
incubadas em aerobiose a 37°C.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 Avaliacéo da citotoxicidade da solugcdo nanoprata coloidal sobre de células
vero (ECACC 84113001) pelo teste MTT

A avaliacdo da citotoxicidade da solucdo de prata coloidal foi realizada pelo
ensaio de MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}
(1SO10993:1999).

Células Vero (ECACC 84113001) foram cultivadas em DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino 100 IU mL-1
de penicilina e 100 uyg mL-1 de estreptomicina a 37°C e 5% de CO2. As culturas
primarias das células Vero foram estabilizadas para crescimento e expansao celular.
Para manutencgé&o da cultura celular, o meio de cultura foi substituido a cada 48 h e,
as células cultivadas durante 15 dias. Para a verificacdo das células viaveis para o
teste, foi utilizado o teste azul de Trypan (0,4%) que consistiu em aplicar 30 pl do
corante em 30 ul de solugao de células em um tubo cénico de 2 mL. Em seguida, 10

pI da mistura foi aplicada sobre uma placa de Neubawer para quantificagao celular.
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Apos comprovacado de quantidade celular suficiente para realizar o experimento, as
garrafas foram lavadas com solucdo tampao fosfato-salino — PBS (Cultilab Ltda.,
Campinas) e, para desprender as células das garrafas, 2 mL de tripsina 0,05%
(Gibco) foram adicionados a solucdo e, em seguida, as células foram armazenadas
durante 5 min em estufa (5% de COg2, 37°C). ApOs esse periodo, a acdo da tripsina
foi neutralizada, agregando 4 mL de meio de cultura.

Em seguida, as células foram semeadas (1x10° células) em placas de 96
pocos 24 h antes da aplicacdo do tratamento. As placas foram incubadas a
temperatura de 37°C em atmosfera Umida contendo 5% de CO:2 por 24 h. Apds esse
periodo, as células foram submetidas ao tratamento com a solucdo de nanoprata
coloidal 58 ppm; 29 ppm e Clorexidina a 2%, por 24 horas. Como controle negativo
foi utilizado meio DMEM. As aplicacdes foram feitas em triplicata e reproduzidas por
2 vezes.

A sobrevivéncia celular foi determinada pela mensuracdo da atividade da
succinil desidrogenase (SDH), que é indicativa da funcdo mitocondrial, que é
observada pelo ensaio de MTT (3-4,5 dimetiltiazol-2il-2,5-difeniltetrazélio; Sigma, St
Louis, USA). A viabilidade celular foi quantificada pela dissolucdo do MTT em HBSS
(Hanks’ Balanced Salt Solution), e a viabilidade celular foi expressa como
porcentagem em relagdo ao grupo controle (=100%). ApOs o periodo de incubacéo,
0 sobrenadante de cada poco foi descartado. As monocamadas celulares no fundo
dos pogos foram lavadas com 100 yL de PBS. Em seguida, foi adicionado a cada
poco 100 pyL da solugdo de MTT, que foi preparada conforme recomendacédo do
fabricante (0,5 mg/mL de PBS). As placas foram incubadas durante 24 h a 37°C em
ambiente sem luz. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, e os pocgos foram
lavados com 1000 ul de PBS. Foi acrescentado 50 ymL de DMSO, incluindo nos
pocos controles e as placas foram incubadas por 10 min. sob agitagdo em mesa
orbital por 10 min. Em seguida, foi realizada a leitura da densidade éptica em
espectrofotometro. A leitura resultante foi mensurada através de um comprimento de
onda de 570 nm (EL808IU, Biotek, Vermont, EUA).

Os percentuais de viabilidade celular foram classificados como nao citotoxico
(>90% de viabilidade celular), levemente citotéxico (60-90% de viabilidade celular)

moderadamente citotoxico (59-30% de viabilidade celular) e severamente citotoxico
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(29-0% de viabilidade celular), sendo o controle negativo considerado como 100 %
de viabilidade celular (Sletten, Dahl, 1999).

4.4 Atividade antimicrobiana da nanoprata coloidal sobre a infiltracéo

bacteriana por Enterococcus faecalis na interface implante pilar protético

Neste estudo, 40 conjuntos formados por implantes HE de 4,0 x 15 mm,
pilares digitais protéticos Precision CAD/CAM®, e parafusos hexagonais de titanio
(Conexéo Sistemas de Prétese, Sao Paulo, Brasil) foram divididos em quatro grupos
conforme os tratamentos adotados.

Grupo 1 (n=10): Solucédo de Nanoprata Coloidal 29 ppm.
Grupo 2 (n=10): Solugéo de Nanoprata Coloidal 58 ppm.
Grupo 3 (n=10): Controle Negativo (Sem tratamento).

Grupo 4 (n=10): Controle Positivo (Solucéo de digluconato de clorexidina a 2%).

A técnica utilizada neste estudo para a verificacdo da infiltracdo bacteriana
foi a indireta (ou reversa), a inoculagcdo de bactérias foi realizada no interior do
implante e houve posterior observacdo de sua passagem para 0 meio externo,
assumindo-se que o fluxo bacteriano pode ocorrer nesta direcdo da mesma forma
gue na direcao oposta (Traversy, 1992).

Todos os procedimentos foram realizados em ambiente asséptico. Todo o
instrumental, as solu¢cdes e os meios de cultura utilizados foram previamente
esterilizados em autoclave, e toda a manipulagéo foi realizada com luvas estéreis.
Implantes e pilares (TiBase®) foram fornecidos estéreis pelo fabricante.

Enterococcus faecalis ATCC 29212 foi semeado agar BHI e incubados a
37°C, em aerobiose, por 24 h.

Apoés este periodo, suspensdes padronizadas contendo 1 x 10° células por
mililitro foram obtidas por diluichio em caldo BHI estérii e padronizadas por

espectrofotometria. A  absorbancia foi previamente padronizada em
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espectrofotometro digital (Modelo B582, Micronal, Sdo Paulo, Brasil) com
comprimento de onda de 760 nm e OD= 0,060 + 0,02.

A quantidade inoculada, no interior do implante, foi determinada em estudo
piloto previamente realizado, colocando 1 ul do in6culo (Figura 5). Em todos os
grupos, foi promovida a pré-adesao do biofilme, colocando-os na estufa a 37°C sob
agitacao de 80 rpm, por 1 hora e meia (Figura 6) (Cazalini et al., 2017).

Posteriormente, os implantes foram tratados com 1 pl da solugdo de
tratamento, de acordo com os grupos citados. Apos o tratamento, o pilar protético foi
instalado com torque de 30Ncm, de acordo com a recomendacdo do fabricante
(Figura 7).

Figura 5 - Transferéncia do in6culo de Enterococcus faecalis para o interior dos

implantes

Legenda: Inoculagéo de 1 pL de suspenséo de E. faecalis no interior do implante.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 6 — Processo de inoculacdo de Enterococcus faecalis

Legenda: Pré-aderéncia inicial do biofilme, em estufa com agitagéo (37°C — 80 rpm).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 7- Implante x Tratamento

Legenda: Tratamento do implante com 1 L solucdo de nanoprata coloidal.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Todas as amostras, incluindo o grupo controle, tiveram os pilares instalados
com torque de 30 N, seguindo a recomendacédo do fabricante, com auxilio de um

torquimetro manual (Figura 8).
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Figura 8 - Torque no pilar, de acordo com a recomendacao do fabricante

Legenda: Implante estabilizado por morsa para aplicacdo do torque recomendado pelo fabricante.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Para verificar a possivel contaminacdo externa imediata (contaminacao
primaria), cada conjunto implante/pilar foi imerso em caldo BHI em um tubo cénico,
cobrindo-se a interface, por 30 s (Figura 10). Os tubos codnicos foram incubados a
37°C em aerobiose por 48 h. As amostras que apresentassem turvacao do meio,
sinalizando crescimento bacteriano, seriam excluidas do estudo.

O tempo de acompanhamento foi determinado em estudo piloto, no qual as
amostras foram acompanhadas por 3, 5 e 7 dias, para determinar o tempo maximo
em que todas as amostras apresentariam viabilidade bacteriana.

Cada conjunto foi envolto com fio para amarrilho de Cr-Ni de 0,12 mm de
espessura (Figura 9), sendo por ele suspenso e estabilizado em um tubo de ensaio
de vidro. Este procedimento foi realizado para que somente a regido da interface
entre o pilar e o implante se mantivesse em contato com o meio de cultura,
descartando-se a possibilidade de contaminacdo do meio de cultura pelo orificio de
acesso ao parafuso (Figura 11). Os tubos foram duplamente fechados, com
Parafiim®e a tampa do préprio tubo, para evitar a evaporacédo do caldo BHI. Um tubo
contendo apenas caldo BHI estéril foi usado como controle negativo; outro tubo
contendo caldo BHI com 1 pL da suspensédo bacteriana serviu como controle
positivo. Os tubos foram entdo incubados a 37°C em aerobiose por 5 dias (Figura
12).
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Figura 9- Conjunto Implante/Pilar com fio para amarrilho

Legenda: Conjunto envolto com fio para amarrilho de Cr-Ni de 0,12 mm de espessura.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 10 — Procedimento de andlise da contaminagdo externa imediata

Legenda: Implante imerso por 30 segundos em caldo BHI, imediatamente apds inoculagdo, para
verificac@o de possivel contaminagéo externa imediata.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 11 — Procedimento para avaliacdo da contaminacdo secundaria

Legenda: Conjunto implante/pilar suspenso por fio de amarrilho em caldo BHI, com o caldo acima da
interface.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 12- Procedimento de incubagcdo dos tubos no ensaio de avaliacdo da

contaminacdo secundaria

Legenda: Tubos de ensaio contendo 0s conjuntos suspensos em caldo para incubacéo de aerobiose.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Foi realizado acompanhamento a cada 24h até completar 120 horas de
incubacdo para verificacdo da possivel passagem de bactérias do interior do
implante para o caldo (contaminagcdo secundaria). O indicativo da ocorréncia de

infiltrac@o pela interface foi a turvacédo do meio de cultura.
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ApoOs 120 horas de incubacdo, os conjuntos foram abertos em ambiente
estéril (interior da camara de fluxo laminar)(Figura 13) e o interior dos implantes foi
preenchido com solugéo salina (NaCl 0,9%) estéril (10 pl para os implantes HE -
guantidades determinadas em estudo piloto) (Figural4). Um cone de papel
endodéntico estéril nimero 80 (Tanari Ind. Ltda., Manaus, Brasil) foi inserido no
interior de cada implante, onde permaneceu por 1 min para absor¢céao do contetudo. O
cone foi removido e inserido em um tubo cénico com 0,5 mL de solugéo salina estéril
(Figura 15). Um segundo cone foi inserido no interior do implante, sendo realizada
uma amostragem das paredes internas, e posteriormente também inserido no

mesmo tubo conico.

Figura 13- Reabertura do Implante

Legenda: Destorque do parafuso para remocao do pilar TiBase.
Fonte: Elaborada pelo autor.

O tubo cbnico com os cones de papel foi agitado em vortex (Vixar, Plymouth,
EUA) por 1 min. (Figura 16). A suspenséo foi diluida em série até 102 em solugéo
salina estéril (NaCl 0,9%). Uma aliquota de 0,01 mL da solucéo inicial e de suas
diluicbes foi semeada em duplicata em placas de Petri contendo agar BHI, pela
técnica da gota (Figura 17). Apos 24 h de incubacgéo a 37°C, realizou-se a contagem
de unidades formadoras de colbénias (UFC) nas placas. Em caso de ndo crescimento

bacteriano, a amostra foi excluida do estudo.
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Figura 14- Solucéo salina (NaCl 0,9%) estéril no interior do Implante

Legenda: Solucao salina(NaCl 0,9%) estéril inserida no interior do implante, ap6s remocéo do pilar.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 15- Cone de papel endodontico estéril

Legenda: Cone de papel endoddntico estéril nimero 80 (Tanari Ind. Ltda., Manaus, Brasil).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 16 — Ressuspensao das bactérias

Legenda: Cone de papel endodéntico estéril no tubo tipo Eppendorf.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 17 — Plaqueamento do contetdo dos Implantes em &4gar BHI pela técnica da

gota

Legenda: Plaqueando em duplicata do contetido dos implantes, com diluicdo de até 10-3.
Fonte: Elaborada pelo autor.



4.5 Analise dos resultados

A analise dos resultados foi realizada por meio da comparacdo entre os dados
obtidos dos grupos avaliados. A contagem de UFC/mL para os grupos estudados
foram analisados estatisticamente utilizando o programa Graph-Pad Prism 6.1. Foi
realizado teste de normalidade, que n&o mostraram distribuicdo normal,
classificando como amostra ndo paramétrica. Os dados foram entdo submetidos aos
testes de Kruskal-Wallis e o pés-teste de Dunn's, para a andlise entre os grupos. Foi

adotado o nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADO

5.1 Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

Os ensaios realizados mostraram que a concentracéo inibitéria minima foi de
29 ppm, na qual se observou a inibicéo total do crescimento visivel.
A subcultura (Figura 18) na concentracdo determinada como inibitéria
mostrou atividade bacteriostatica da prata coloidal nessa concentracao.

Figura 18 — Subcultura em agar brain heart infusion (BHI) na concentracéo inibitoria

minima da nanoprata coloidal

Legenda: Placas de agar BHI inoculadas com suspensfes de Enterococcus faecalis tratadas com
solucao de prata coloidal a 29 ppm.
Fonte: Elaborada pelo autor.



5.2 Atividade antimicrobiana da nanoprata coloidal sobre a infiltracéo

bacteriana por Enterococcus faecalis

O plagueamento em agar BHI da suspensdo bacteriana proveniente do
interior dos implantes apos a remocéao dos pilares protéticos resultou no crescimento

de coldnias tipicas de Enterococcus faecalis (Figuras 19 e 20).

Figura 19 - Coldnias de Enterococcus faecalis crescidas no agar brain heart infusion
(BHI) apds inoculagcédo da suspenséo resultante do implante apés o tratamento com
a nanoprata na concentragédo de 29 ppm

Legenda: Contagem das colénias de Enterococcus faecalis apés inoculadas em BHI da suspensédo
inicial P (puro) e diluicdes 10-1; 10-% 103,
Fonte: Elaborada pelo autor.

A atividade antibiofilme teve melhor efeito bacteriostatico da nanoprata
coloidal quando foi utilizada a concentracdo 2 vezes a CIM (58 ppm). Observou-se
aumento da taxa de inibicio com o aumento da concentracdo, que se mostrou

efetiva em relacdo ao grupo controle.
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Figura 20- Colbnias de Enterococcus faecalis crescidas no agar brain heart infusion
(BHI) apds inoculacdo da suspensédo resultante do implante apds tratamento com
nanoprata coloidal na concentragéo de 58 ppm

Legenda: Contagem das colénias de Enterococcus faecalis apés inoculacdo em BHI da suspensao
inicial (P, puro) e diluicdes 101; 10-%; e 103,
Fonte: Elaborada pelo autor.

Com relacdo a avaliacdo da contaminacdo imediata (contaminagdo primaria)
das amostras, os resultados mostraram que ndo houve contaminacdo das amostras
analisadas do estudo. Apdés 120h de incubacdo, nenhuma amostra apresentou
contaminacgao. N&ao foi identificada nenhuma contaminacdo em nenhum dos tempos

testados, totalizando 40 conjuntos de implantes avaliados nesse estudo.

5.3 Contagem de unidades formadoras de colénia (UFC/mL)

A atividade antimicrobiana da solu¢cdo de nanoprata coloidal pela contagem
de UFC/mL estdo descritos na tabela 1.
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Tabela 1 - Estatistica descritiva das contagens de unidades formadoras de col6nias

por mililitro (UFC/mL) para Enterococcus faecalis nos grupos em estudo

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Numero de Amostras 20 20 20 20
Minimo 1x104 5x103 7x10% 0
25% 6,25x104 17,00x103 20,75x10% 0
Mediana 10,50x10* 30,50x103 28,00x104 o*
75% 20,75x104 50,00x103 57,50x104 0
Maximo 3x10° 8x104 16x10° 0

Legenda: Grupo 1: Solugdo de Nanoprata Coloidal 29 ppm; Grupo 2: Solu¢do de Nanoprata Coloidal
58 ppm; Grupo 3: Controle Negativo (Sem tratamento); Grupo 4: Controle Positivo (Solugcdo de
digluconato de clorexidina a 2%). * Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo
controle (p < 0,0001.) Teste de Kruskal-Wallis pés-teste de Dunn. Intervalo de confianca de 95%.
Fonte: Elaborada pelo autor.

O grupo 4 inibiu completamente o crescimento de E. faecalis, apresentando
contagem nula de UFC/mL, e diferindo estatisticamente de todos 0s grupos
analisados. Quando foram comparados os grupos 1 e 3 entre si, ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante. No entanto, entre o grupo 2 e o grupo 3, a
atividade antimicrobiana foi mais elevada, como representados na figura 21. N&o
houve diferenca da reducédo das contagens bacterianas entre os grupos 1 e o 2.
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Figura 21 - Valores de unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC/mL) obtidos

nos grupos em estudo
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Legenda: Grupo 1: Solugdo de Nanoprata Coloidal 29 ppm; Grupo 2: Solu¢do de Nanoprata Coloidal
58 ppm; Grupo 3: Controle Negativo (Sem tratamento); Grupo 4: Controle Positivo (Solucdo de
digluconato de clorexidina a 2%). Diferenca estatistica significativa (p < 0,0001). Teste de Kruskal-
Wallis e pés-teste de Dunn)
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 2- Resultados obtidos no pds-teste de Dunn para comparacao estatistica dos

dados dos grupos em estudo

Teste de Comparacao Dunn’s Mediana p valor Significancia
Grupo 3 x Grupo 1 15,98 0,172 Nao
Grupo 3 x Grupo 2 34,5 < 0,0001 Sim
Grupo 3 x Grupo 4 56,83 <0,0001 Sim
Grupo 1 x Grupo 2 18,53 < 0,0001 Nao
Grupo 1 x Grupo 4 40,85 0,0661 Sim
Grupo 2 x Grupo 4 22,33 0,0131 Sim

Legenda: Teste de comparacdo de Dunn’s, observou-se diferenca significativa entre os grupos 2 e 3;
grupos 3 e 4; grupos 1 e 4; grupos 2 e 4.
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3.1 Avaliacdo da viabilidade de células Vero (ECACC 84113001)

O teste de viabilidade celular (MTT) € um ensaio de resisténcia a drogas de
cultura celular que fornece resultados rapidos e reproduziveis, com relevancia clinica
significativa. No entanto, ele ndo fornece nenhuma informacéo sobre o mecanismo
molecular de resisténcia a medicamentos (Hatok et al., 2009).

Os resultados do teste apontaram que as células Vero em contato com a
nanoprata nas concentracdes de 29 ppm e 58 ppm, com a solugcéo de digluconato
de clorexidina a 2%, foram citotoxicas para células Vero apés contato por 24 h
(Figura 22).
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Figura 22 — Viabilidade celular observada nos testes de citotoxicidade das solucdes

de nanoprata 29 ppm e 58 ppm e solucéo de digluconato de clorexidina 2%, frente a

célula Vero
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Legenda: Viabilidade de células Vero (ECACC 84113001).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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6 DISCUSSAO

Sendo a periodontite a principal causa de perda dentaria em adultos, grande
namero de pacientes que recebem implantes apresentam um historico de doenca
periodontal (Dhir et al., 2013). A patogénese das duas doencgas, periimplantite e
periodontite estdo associadas a presenca de patdgenos semelhantes e contidos no
biofiime, além de fungos orais, e do componente imunoldgico, responsavel pela
resposta do hospedeiro (Albrektsson et al., 1994; Albrektsson et al., 2012; Dhir et al.,
2013; Lindhe, Meyle, 2008; Retamal-Valdes et al., 2019; Zhao L et al., 2011). A
microflora subgengival € inicialmente derivada da placa supragengival. A microbiota
associada a implantes saudaveis e com peri-implantite, € semelhante a observada
no periodonto saudavel e doente ao redor dos dentes. As bactérias bucais indigenas
presentes nos dentes remanescentes servem como reservatorio para a colonizagéao
na superficie do implante, o que explica a similaridade da composicdo do biofilme ao
redor dos dentes e o implante no mesmo individuo (Mombelli et al., 2012).

Como alternativa de controle microbiol6gico, para evitar a formacdo de
biofilme e reduzir a carie, os estudos buscam materiais de uso local que possuam
biocompatibilidade com os tecidos e atividade antimicrobiana, com o intuito de
reduzir ou eliminar a resposta inflamatéria e como consequéncia a perda 0ssea
marginal na plataforma dos implantes dentarios ao longo do tempo (Besinis et al.,
2014; Durner et al., 2011; Garcia-Contreras et al., 2011).

A prata tem sido usada como opcéo para esse controle microbiano desde
gue diretamente aplicada na dentina (Besinis et al., 2014), como associada a
diversos materiais odontolégicos com resina acrilica no tratamento de infeccdes
fungicas em proteses totais, em cimentos cirargicos e cimentos resinosos, entre
outros (Metin-Gursoy et al., 2017; Noronha et al., 2017; Sundeep et al., 2017).

Neste estudo, utilizou-se nanoprata em diferentes concentragdes visando
estabelecer a melhor relacéo dose/efeito na sua capacidade antimicrobiana frente a
Enterococcus.faecalis, com baixa toxicidade para as células do hospedeiro.

Enterococcus faecalis € um dos microrganismos, com maior capacidade de

se multiplicar em condigcbes extremas como privacdo nutricional, condi¢gbes
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anaerobias e com pH elevado (Park et al., 2015). Comumente encontrado em canais
radiculares com lesdes cronicas, € considerado um dos agentes etiologicos da
periodontite apical refrataria (Hong et al.,, 2016). Em relagcdo a peri-implante, a
contaminagdo ocorre durante a osteotomia, uma vez que O microrganismo
permanece na superficie 6ssea, mesmo apos extracdo. Dessa forma, quando um
implante é instalado, ha a colonizacdo bacteriana, formando um biofilme na
superficie do implante dentario (Flanagan, 2017). Além disso, essa espécie
bacteriana apresenta alta resisténcia aos antimicrobianos (Flanagan, 2017; Percival
et al., 2015; Rams et al., 2013; Zoletti et al., 2006).

Segundo Wang, Enterococcus faecalis induz respostas inflamatorias, o que
contribuir para a reabsor¢cdo Ossea observada na periodontite periapical,
promovendo a osteoclastogénese, que é o processo de diferenciacdo de células
mononucleares em osteoclastos e possui importante papel na degradacdo do 0sso
em patologias inflamatorias crénicas (Wang et al., 2019).

Nos testes preliminares realizados, a nanoprata inibiu o crescimento
bacteriano a partir da concentracdo de 29ppm. No entanto, essa concentracao
indicou baixa taxa de inibicdo efetiva para a reducdo da contagem de UFC/mL no
modelo experimental in vitro com os implantes dentérios.

A clorexidina a 2% é um composto com alta efetividade bactericida com
ampla utilizacdo tépica; no entanto apresenta desvantagens quanto a utilizacdo por
uso continuo, como toxicidade e manchamento (Botton et al., 2016; Liu et al., 2018).

A atividade antimicrobiana da solu¢cdo de nanoprata 58 ppm, corrobora
outros resultados como Kowsalya et al. (2019) que realizaram avaliacdo da atividade
antimicrobiana de nanoparticulas de prata nas concentracdes de 15, 30, 45 e 60
ppm, sobre bactérias relacionadas com alimentos, tais como Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus. Os autores
relataram que todos os microrganismos apresentaram halo de inibicdo para todas as
concentracOes testadas, sendo as bactérias Gram positivas mais sensiveis que as
bactérias Gram negativas. Adomaviciaté et al. (2016) também demonstrou as
propriedades antibacteriana e antifungica da nanoprata sobre Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus e Candida albicans.

A maior ou menor suscetibilidade a nanoparticulas de prata é atribuida pela

literatura, a diferenca da parede celular desses microrganismos (Jokar et al., 2012).
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Bactérias Gram positivas e Gram negativas apresentam uma diferenca estrutural na
parede celular. Bactérias Gram negativas possuem uma fina camada
peptideoglicana em sua parede celular, ao passo que bactérias Gram positivas
possuem varias camadas dessa molécula, formando uma estrutura espessa e rigida
(Mai-Prochnow et al., 2016). Entretanto, bactérias Gram negativas apresentam uma
membrana externa, ausente em Gram positivas, que lhes confere protecéo frente a
determinados agentes externos. Ainda, bactérias Gram-positivas possuem acidos
teicdicos em suas paredes, que possuem carga negativa e auxiliam na entrada e
saida de cations do interior da célula (Tortora et al., 2005), podendo atrair e facilitar
a entrada de ions de prata.

No entanto, apesar da efetividade antimicrobiana comprovada, a nanoprata
58 ppm foi severamente toxica para células eucaridticas (células Vero). Nossos
resultados estdo de acordo com estudos anteriores que relataram que a
nanoparticula de prata causa varias respostas celulares, incluindo geracdo de
espécies reativas ao oxigénio e morte celular (Galvan et al., 2018; McShan et al.,
2014; Zhang et al., 2018). Estudos que investigaram o efeito de nanoparticulas de
prata em diferentes linhagens celulares também relataram respostas toxicas com
concentracfes semelhantes usadas neste estudo, como em células de fibroblasto de
camundongo (50 e 100 mg / mL), fibroblastos dérmicos humanos (10—200 mg / mL)
e células intestinais humanas (5 a 100 mg / mL) (Arora et al, 2009; Braydich-Stolle et
al., 2010; Carlson et al., 2008).

Apesar de terem usado diferentes condi¢cdes experimentais, esses estudos
relataram que as nanoparticulas de prata causavam respostas toxicolégicas
influenciadas por caracteristicas intrinsecas das nanoparticulas, como tamanho,
forma, quimica da superficie, cristalinidade, mas também para fatores ambientais
como pH, forca ibnica e presenca de ligantes, cations divalentes e macromoléculas.
(Carlson et al., 2008; Choi, Hu, 2008; Kvitek et al., 2008; Lok et al., 2007; Marambio-
Jones et al., 2010; Morones et al., 2005; Pal et al., 2007; Smetana et al., 2008).

Segundo alguns estudos, as nanoparticulas de prata demonstraram
potencial para exercer efeitos imunomoduladores e imunotdxicos (Lappas, 2015). A
biocompatibilidade de nanoparticulas com células do sistema imunolégico é variavel,
mas parece ser dependente da dose, induzindo graves alteragcbes morfologicas, por

serem transportadas através das membranas celulares, especialmente para as
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mitocondrias, que desempenham funcdo importante na bioenergética celular, por
distribuirem a energia que produzem por toda a célula, desempenhando um papel
essencial na homeostase celular, danos ao DNA e apoptose (Foley et al., 2002;
Lappas, 2015; Mohammadinejad et al., 2019; Wei et al., 2010; Zanette et al., 2011).

Entretanto, estudos sugerem que, ao ser incorporada a materiais, pode
haver reducdo da toxicidade da nanoprata. Adesivo dentinario associado a
nanoprata apresentou citotoxicidade frente a fibroblastos semelhante ao controle
sem tratamento (Li et al., 2013; Sabatini et al., 2015).

Em relacdo a adaptacdo, sabe-se que existe uma microfenda na interface
pilar/implante. E estudos in vitro demonstraram que o desenho da interface esta
relacionado com a quantidade de penetracdo microbiana no interior do implante
independentemente do tipo de sistemas (Tsuge et al., 2008).

As plataformas do tipo hexagono externo falham mais em impedir a
penetracdo microbiana tanto sob a aplicacdo de forcas oclusais, quanto quando néao
recebem esforco mastigatorio, e esta interface servira de reservatorio de
microrganismos e outras substancias toxicas, tendo um impacto na inflamacéao peri-
implantar (do Nascimento et al., 2008; Jansen et al., 1997; Koutouzis et al., 2011,
Quirynen et al., 1994; Sasada et al., 2017). Quando sob forcas oclusais, ocorre o
efeito de bombeamento na regido peri-implantar, além da contaminacédo interna do
implante por bactérias (Baixe et al.,2016; Koutouzis et al., 2014).

No conjunto Implante/Pilar TiBase, foi observado nessa pesquisa que nao
houve extravasamento bacteriano em nenhum dos grupos avaliados, diferentemente
de trabalhos anteriores, que utilizando a mesma plataforma do tipo hexagono
externo, obtiveram altas taxas de extravasamento e contaminacdo das amostras,
com a perda de amostras no decorrer do estudo (Cardoso et al., 2016; Guerra et al.,
2016). Essa diferenca nos resultados sugere que a adaptacdo do pilar protético
utilizado na pesquisa apresenta melhor vedamento da interface entre pilar protético

e implante.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que a solugdo de nanoprata
coloidal foi bacteriostatica frente a Enterococcus faecalis, na concentracdo de
58ppm. No entanto, essa solugcdo de nanoprata coloidal demonstrou ser
severamente toOxica para células eucaridticas. E estudos futuros para o
desenvolvimento de formulagBes contendo nanoparticulas de prata viaveis para o

tratamento da peri-implantite sdo necessarios.
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