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Rigolin MSM. Influéncia do envelhecimento de abutments de titanio e zircbnia na
adesao, viabilidade e proliferacéo celular, e adesao de biofilme multiespécie [tese de
doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

A longevidade dos implantes dentarios depende da manutencdo do tecido peri-
implantar e da auséncia de inflamacdo nessa area. Semelhante aos dentes, as
bactérias patogénicas podem aderir nas superficies dos abutments dos implantes e
causar doenca peri-implantar. As propriedades fisico-quimicas intrinsecas a cada
material ao longo do tempo podem sofrer alteragbes e assim afetar a adesao devido
a constante renovacao celular e ao desenvolvimento do biofilme. Avaliar a influéncia
do envelhecimento de materiais de abutment de titanio (Ti) e zircbnia (ZrO2) na
viabilidade, morfologia, adesdo e proliferacdo de biofilmes de cerandcitos orais
normais (Nok-si) e biofilme multiespécie Porphyromonas gingivalis, Streptococcus
sanguinis e Fusobacterium nucleatum. Nos discos de ZrOz e Ti foram analisados
rugosidade superficial (Ra), angulo de contato com a agua e difracéo de raios X (DRX),
antes e ap06s o envelhecimento em autoclave. A viabilidade celular de Nok-si foi
avaliada pelo ensaio de MTT e a morfologia foi analisada por microscopia eletrénica
de varredura (MEV). A proliferagdo celular e a adesdo foram analisadas usando
microscopio confocal. Biofilme multiespécies foram analisados quantitativamente por
Log (UFC/mL) e qualitativamente por MEV. Para Ti, diferenga estatisticamente
significante foram encontradas entre as medidas de rugosidade antes e depois do
processo de envelhecimento, entretanto o processo de envelhecimento ndo afetou a
rugosidade média dos discos de ZrOz2. O processo de envelhecimento afetou a
molhabilidade da superficie do Ti quando em contato com agua e polietilenoglicol,
para a superficie do ZrO2 quando em contato com etilenoglicol e polietilenoglicol (p
<0,05). A fase tetragonal diminuiu, e houve aumento da fase monoclinica na ZrOz, e
nao houve alteragcbes no Ti. Viabilidade e morfologia celular ndo apresentaram
diferengas para as duas superficies antes e apos o envelhecimento. A adeséo e
proliferacao celular e a quantidade de B-actina presente nas células foram maiores no
Ti. Menor adesdo de biofilme na superficie de Ti. Concluiu-se que adesédo e
proliferacéo de queratindcitos normais orais e a viabilidade e adeséo do biofilme foram
influenciados pelo tipo de material e pelo processo de envelhecimento. Os resultados
indicam que os materiais examinados sdo adequados como abutments, porém O Ti
mostrou melhor adeséo e proliferacéo celular e menor adeséo de biofilme.

Palavras-chave: Titanio. Ceramica. Envelhecimento. Adesé&o celular. Bactérias.



Rigolin MSM. Influence of aging of titanium and zirconia abutments on adhesion,
viability and cell proliferation, and adhesion of multispecies biofilm [tese de doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

ABSTRACT

The longevity of dental implants depends on the maintenance of the peri-implant tissue
and the absence of inflammation in that area. Similar to teeth, pathogenic bacteria may
adhere to the surfaces of implant abutments and cause peri-implant disease and
consequently implant loss. The physico-chemical properties intrinsic to each material
over time may undergo changes and thus affect adhesion due to constant cell turnover
and biofilm development. To evaluate the influence of aging of titanium and zirconia
abutment materials on the viability, morphology, adhesion and proliferation of normal
oral ceranocytes biofilms (Nok-si) and multispecies biofilm Porphyromonas gingivalis,
Streptococcus sanguinis and Fusobacterium nucleatum. Surface roughness (Ra),
water contact angle and X-ray diffraction (XRD) were analyzed on the zirconia (ZrO2)
and titanium (Ti) discs before and after autoclaving aging. Nok-si cell viability was
assessed by the MTT assay and the morphology was analyzed by scanning electron
microscopy (SEM). Cell proliferation and adhesion were analyzed using confocal
microscopy. Multispecies biofilm were quantitatively analyzed by Log (CFU/mL) and
qualitatively by SEM. For Ti, a statistically significant difference was found between the
roughness measurements before and after the aging process, however the aging
process did not affect the average roughness of the zirconia discs. The aging process
affected the wettability of the Ti surface when in contact with water and polyethylene
glycol, and to the ZrO2 when in contact with ethylene glycol and polyethylene glycol (p
<0.05). The tetragonal phase decreased, and there was an increase of the monoclinic
phase in the ZrO2, and there were no changes in Ti. Viability and cellular morphology
did not present differences for the two surfaces before and after aging. Cell adhesion
and proliferation and the amount of B-actin present in the cells were higher in Ti. Lower
biofilm adhesion on Ti surface. It was concluded that adhesion and proliferation of
normal oral keratinocytes and viability and biofilm adhesion were influenced by the
type of material and the aging process. The results indicate that the materials
examined are suitable as abutments, but Ti showed better cell adhesion and
proliferation and lower biofilm adhesion.

Keywords: Titanium. Ceramics. Aging. Cell Adhesion. Bacteria.
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1 INTRODUCAO

Apés o0 surgimento da osseointegracdo, o tratamento com implantes
osseointegrados tornou-se uma realidade na clinica odontoldgica, dessa forma, a taxa
de sucesso e insucesso dos implantes passou a ter uma importancia significativa, pois
todo o tratamento se baseia na possibilidade de se obter a osseointegracédo dos
implantes e da permanéncia desta ao longo do tempo*.

A substituicdo de um dente perdido por uma Unica coroa suportada por implante
tem ganhado cada vez mais popularidade tanto pelos médicos quanto pelos
pacientes®. Estudos clinicos de longo prazo mostraram excelentes taxas de sobrevida
para a substituicdo de um Unico implante®. Contudo, o sucesso de um tratamento com
implantes ndo depende apenas da osseointegracdo bem-sucedida do implante, mas
também da supra-construcao protética, isto é, o complexo implante-abutment-coroa
tem de se misturar naturalmente com o tecido peri-implantar circundante e o resto da
arcada dentaria®’.

Assim, a integridade da area peri-implantar é fundamental, mesmo com uma
osseointegracdo satisfatéria, e é determinante para sucesso clinico final dos
implantes®. O contato direto entre o implante e 0 0sso subjacente, assim como a
auséncia de processo inflamatoério sdo necessarios para a longevidade dos implantes
dentais®. De acordo com a literatura cientifica, a inflamacdo dos tecidos peri-
implantares é, atualmente, considerada um dos principais responsaveis pela perda
dos implantes®-13,

Diversos microrganismos capazes de desenvolver doencas, como a
periodontite e, na presenca de implantes, a peri-implantite estdo presentes na
cavidade oral'*. Apés a perda dos dentes causada pela doenca periondontal, os
microrganismos permanecem sobre as estruturas remanescentes na cavidade oral e
influenciam diretamente a colonizacao dos implantes, instalados a posteriori, mesmo
apos a osseointegracao ter ocorrido com sucesso!3,

A fim de evitar a penetracdo bacteriana, que poderia prejudicar tanto a
cicatrizacdo inicial quanto o comportamento em longo prazo dos implantes, ha a
formacdo de uma barreira epitelial efetiva capaz de proteger biologicamente as
estruturas peri-implantarest6.1’

Em um dente natural, as fibras colagenas dento-gengivais estao firmemente

inseridas no cemento e no 0sso, e orientadas perpendicularmente ou em direcao
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obliqgua em relagéo a superficie do dente, atuando como uma barreira a migragéo do
epitélio e impedindo a invasdo bacteriana!®!®. Em contraste, os implantes nao
possuem cemento: a orientagcao das fibras de ‘ligagao’ no tecido mole superior a crista
Ossea € paralela a superficie do implante e, mais importante, ndo sao inseridas na
superficie do mesmo?%21, Como consequéncia, h4 uma fraca resisténcia mecanica de
adesédo do tecido conjuntivo ao implante quando comparada com a dos dentes
naturais??.

Nos dias de hoje, as taxas de sucesso dos implantes osseointegrados passam
dos 90%, mas mesmo assim é de extrema importancia que os fatores que causam o
insucesso sejam minimizados ao maximo, tornando o tratamento com implantes ainda
mais previsivel, eficaz e duradouro, como por exemplo a escolha correta para
materiais de abutments?.

Os materiais utilizados para a confeccdo de abutments sdo o titanio
comercialmente puro (Ti) e atualmente a zirconia (ZrO2). O primeiro ainda é
considerado padrédo-ouro, ja a zircOnia (ZrO2), aparece para substituir o Ti em area
estética, principalmente em presenca de gengiva fina e pouco queratinizada’2324,

Para materiais de implantes, quando se considera metais e ligas metalicas, até
0 presente momento, somente o Ti comercialmente puro e a liga de Titanio-Aluminio-
Vanadio (TisAlsV) apresentam respaldo cientifico descrito na literatura odontologica
comprovando seu sucesso clinico para uso em Implantodontia. O Ti apresenta como
vantagens, o relativo baixo custo quando comparado a metais nobres, grande
estabilidade quimica da camada superficial de 6xidos (TiO, TiOz, Ti2Oz) que € formada
quando do corte da peca de Ti e sua exposicdo ao oxigénio do ar, além de sua
comprovada biocompatibilidade?®.

Além do Ti, a ZrO2 surge como alternativa bastante promissora como material
de abutment devido a, primeiramente, os abutments de ZrO2 podem ser utilizados até
mesmo em regides posteriores devido a sua alta resisténcia mecanica e flexural. Em
segundo lugar, muito embora o uso de abutments de Ti n&o seja contraindicado, a cor
dos abutments ZrO2 é semelhante ao dente natural conferindo-as excelentes
propriedades estéticas’.

Diferentes materiais de superficie do abutment também podem influenciar a
resposta do tecido peri-implantar duro e mole. Consequentemente, a composi¢ao
quimica e as propriedades fisicas da superficie do abutment podem afetar o

comportamento de tecidos peri-implantares. Como por exemplo a rugosidade
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superficial (Ra) e a energia livre de superficie (ELS), que podem desempenhar um
papel importante em relacdo a adesdo celular influenciando no espalhamento das
células sobre a superficie®2°,

Porém os abutments e implantes fornecem uma superficie para colonizacdo
microbiana?®’- Estudos sobre a microbiota relacionada ao implante mostram que a
bactéria sub e supragengival do implante € originalmente derivada da microbiota da
cavidade bucal®'528-31 Os patdgenos periodontais oportunistas, como Actinobacillus
Actinomycetemcomitans, Porphromonas gingivalis (Pg), Prevotella intermédia e
Fusobacterium nucleatum (Fn), Streptococcus sanguinis (Ss) entre outros foram
associados com peri-implantite e falha de implantes®2,

Um dos fatores para o sucesso dos implantes dentais é a manutencédo dos
tecidos sadios em volta deles. O acumulo de biofilme sobre o abutment e na cavidade
bucal induz a uma inflamacéo nos tecidos ao redor desse implante e pode levar a uma
progressiva destruicdo (peri-implantite) e a falha completa do tratamento com
implante, quando ha a perda da osseointegracdo.

Entretanto, no meio bucal o material instalado sofre alteragcdes. Ambos 0s
materiais diferem em muitos aspectos e tém suas proprias vantagens e desvantagens.
O Ti oferece vantagens com relacdo a densidade, biocompatibilidade, a capacidade
de se reparar instantaneamente se danificado devido a camada de 6xido passivante
e a resisténcia a ataques acidos. No entanto, a cor cinza do Ti pode brilhar através da
fina mucosa, especialmente se aplicada na regido anterior*34. Além disso, apenas as
ligas de Ti mais recentes sao caracterizadas por um modulo de elasticidade proximo
ao 0sso humano®®, e alguns estudos relataram reacdes galvanicas ocorridas ap6s o
contato com saliva e flor. A resposta inflamatoria e a reabsor¢cdo 6ssea também
foram induzidas por particulas de TI4%6. J4 a ZrOz, sofre degradacéo de superficie em
ambiente bucal devido a presenca de agua ou vapor3’3, chamada de degradacéo a
baixa temperatura (DBT) ou Low Temperature Degradation (LTD) podendo também
influenciar na resisténcia mecanica do material, além de sofrer alteracbes na
rugosidade superficial®®4%- Outro aspecto importante a ser considerado com relacéo
aos abutments de ZrO2 € sua suscetibilidade aos mecanismos de fadiga, limitacdo
critica dos materiais ceramicos, uma vez que, o crescimento subcritico de trincas pode
resultar em decréscimo da resisténcia e longevidade das restauracées*?.

A literatura cientifica apresenta informacgfes limitadas para o desempenho

biolégico de materiais para abutment*?43, com poucos estudos avaliando a qualidade
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da adeséo celular e de microrganismos nestes componentes protéticos* apoés
envelhecimento. Estudos de colonizacdo bacteriana ao redor de abutments de Ti e
ZrO2 mostraram resultados conflitantes. Ao mesmo tempo, a presenca de uma efetiva
barreira tecidual ao redor dos implantes osseointegrados é de suma importancia para
saude e longevidade dos implantes, mantendo-se desta maneira mesmo com o passar
do tempo, apesar das alteragbes na superficie dos materiais e renovacao celular

constate.
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7 CONCLUSAO

Dentro das limitagdes deste estudo, concluiu-se que adeséo e proliferacéo de
queratinécitos normais orais e a viabilidade e adesdo de Fusobacterium nucleatum,
Streptococcus sanguinis e Porphyromonas gingivalis foram influenciados pelo tipo de
material e pelo processo de envelhecimento. Os resultados indicam que os materiais
examinados sdo adequados como abutments, porém O Ti mostrou melhor adeséo e
proliferagcédo celular e menor adeséo de biofilme.

Observamos também que:

- O processo de envelhecimento ndo afetou a rugosidade média da ZrO2 porém afetou
a rugosidade do Ti;

- O processo de envelhecimento afetou a molhabilidade da superficie de Ti quando
em contato com agua e polietilenoglicol e para a ZrO:2 afetou a molhabilidade da
superficie quando em contato com etilenoglicol e polietilenoglicol. A energia livre de
superficie foi numericamente maior para a ZrO2, porém o Ti tornou-se mais hidrofébico
e lipofilico;

- Houve mudanca de fase tetragonal para monoclinica na ZrO2, enquanto que no Ti
nao houve alteracéo;

- A viabilidade e a morfologia dos queratindcitos normais orais nao foram influenciadas
pelo tipo de material ou pelo envelhecimento;

- A proliferagao celular e a quantidade de B-actina presente nas células foram maiores
no Ti (ndo envelhecido e envelhecido);

- Observou-se menor viabilidade e adesdo de biofilme no Ti (ndo envelhecido e

envelhecido).
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