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RESUMO

A periodontite e cérie dental ainda sdo as doencas bucais mais
prevalentes e a terapéutica usada para cura tem sido afetada pela
resisténcia bacteriana aos antibidticos. A fim de tentar reverter essa
situacdo, estdo sendo estudados materiais biocompativeis contendo
novos compostos antibacterianos em sua composicdo para uso em
préteses e implantes dentarios. Um exemplo deste tipo de material é o
biovidro, desenvolvido na década de 60, com propriedades
antibacterianas, bioativo, com capacidade de aumentar a expressdo de
indutores angiogénicos e osteocondutor, promovendo uma resposta intra
e extracelular que permite a colonizacdo da sua superficie por células
tronco livres no ambiente defeituoso. Os biovidros derivados do
processo sol-gel, como o 58S utilizado neste trabalho, possuem mais
nanoporosidades e maior area de superficie do que os derivados do
processo de fusdo, como o0 4S5S, o que torna 0s primeiros mais
bioativos.

O objetivo deste estudo é estabelecer um protocolo para avaliar
formacdo de biofilme e o crescimento da microbiota (Streptococcus
oralis) em meio de cultura BHI, em presenca de p6 de biovidro 58S
contendo diferentes quantidades de brometo de calcio (CaBr,) em sua
composicéo.

Para desenvolvimento deste trabalho, foram escolhidas 4
concentracBes de CaBr, na composi¢do do biovidro (0%, 5%, 10% e
20%) e duas concentracdes de pd de biovidro 58S, 50mg/ml e
100mg/ml, em TRIS em pH 7,5 e concentracdo de 0,05 g/mol. Em uma
placa de 96 pocos foram depositados 100l de cada suspenséo de CaBr,
e adicionados 100ul do pré-inéculo S.oralis cultivados por 16h a 37°C
em BHI. As quantificagdes do crescimento planctbnico e do biofilme
foram realizadas através da leitura de densidade Optica diretamente a
600nm no caso do crescimento planctdnico e a 595nm apo6s coloragéo
com cristal violeta 0,1% no caso do biofilme.

Os resultados indicaram presenca de formacao de biofilme no pé
de biovidro, assim como inibicdo do crescimento planctdnico induzida
pelas amostras de biovidro. Porém, ndo foi possivel quantificar com
precisdo visto que algumas variaveis ndo puderam ser controladas, como
a baixa solubilidade do biovidro nas condi¢cdes do experimento e a
reatividade do mesmo ao corante cristal violeta.

Conclui-se que, estudos posteriores sdo necessarios para o
estabelecimento de um protocolo que resulte em resultados quantitativos



precisos dos dois pardmetros aqui estudados, a comecar pela
determinacdo das condi¢des necessarias a solubilizacdo do biovidro.

Palavras-chave: P6 de biovidro, Biovidro 45S5, atividade
antibacteriana, antibiofilme, implante, cérie, Bromo.



ABSTRACT

Periodontitis and dental caries are still the most prevalent oral
disease and the conventional therapy used to treat it has been affected by
the development of bacterial antibiotic resistance. In order to try to
reverse this situation, biocompatible materials containing novel
antibacterial compounds in its composition are being studied for use in
prosthetics and dental implants. Bioglass is one example of this type of
material; it has been developed in the 60s, with antibacterial properties,
bioactive, capable of increasing the expression of angiogenic inducers
and osteoconductive, promoting intra and extracellular response that
allows the colonization of the surface by stem cells. Bioactive glasses
derived from the sol-gel process, such as the 58S used in this work, have
more nanoporosities and greater surface area than the derivatives of the
fusion process, such as 4S5S, which makes the first more bioactive.

The aim of this study was to establish a protocol to assess
biofilm formation and planktonic growth of bacteria (Streptococcus
oralis) in the presence of bioglass powder 58S, containing different
percentages of calcium bromide (CaBr,) in its composition.

To develop this study were selected bioglasses containing 4
different concentrations of CaBr, in their compositions (0%, 5%, 10%
and 20%). The experiments were performed using two bioglass 58S
concentrations, 50mg/ml and 100mg/ml, in TRIS pH 7,5 at 0,05 g/mol.
100pl of each bioglass suspension were placed in individual wells of a
96-well plate. 100ul of S.oralis pre-inoculum cultured in BHI were
added to each well and plates were incubated for 16h at 37° C.
Quantification of biofilm and planktonic growth were performed by
optical density reading directly (600nm) in the case of planktonic
growth and after staining with crystal violet 0,1% in the case of biofilm
(595nm).

Results indicated the presence of biofilm formation in bioglass
powder, as well as inhibition of planktonic growth induced by bioglass
samples. However, it was not possible to quantify these parameters
accurately because some variables could not be controlled, such as low
solubility of bioglass in the experiment conditions and its reactivity to
the crystal violet coloring.

We conclude that further studies are necessary to establish a
protocol that results in accurate quantitative results of the two
parameters studied here, mainly with the determination of the conditions
for bioglass solubilization .



Keywords: bioglass powder, Bioglass 45S5, antibacterial
activity, antibiofilm, implant, decay, Bromine.



LISTADE FIGURAS

- Fig.1- Disposi¢édo da placa de 96 pogos
- Fig.2- Diferenca de dispersdo do biovidro 58S em TRIS
- Fig.3- P6 de biovidro corado em cristal violeta.






LISTA DE GRAFICOS

- Gréfico 1- Leitura Estatistica do crescimento planctdnico;
- Gréfico 2- Inibigdo do crescimento planctdnico;

- Gréfico 3- Inibicdo do biofilme aderido ao fundo do poco;
-Gréfico 4- Fixacao de biofilme no pd de biovidro.






LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS

S. oralis: Streptococcus oralis

CaBr, : Brometo de calcio

BHI: Brain Heart Infusion

TRIS: Tris-hidroximetilaminometano

PBS: Phosphate buffered saline

DO: Densidade dptica

. BV: Biovidro

. CERMAT: ceramic and composite materials research laboratories






SUMARIO

1- CONTEXTUALIZAGAO DO PROBLEMA
2- ARTIGO

2.1-INTRODUGAO

2.2 - OBJETIVOS DO TRABALHO

2.3 -METODOLOGIA E RESULTADOS

2.4 - DISCUSSAO

2.5-CONCLUSAO

3 - REFERENCIAS

4. APENDICE

25
27
30
31
32
42
47
48
51






25

1- CONTEXTUALIZAGCAO DO PROBLEMA

Na odontologia, a compreensdo das mudangas da microbiota
oral que predizem o inicio da periodontite e carie dental, doengas bucais
cronicas mais prevalentes, pode permitir o melhor diagnostico e
tratamento. Desvendar as interagdes dessa complexa microbiota é,
portanto, de suma importancia para recuperar o controle destas doencas
(LIU etal., 2012) .

Tais bactérias, desenvolvendo-se na regido oro-faringea,
encontram-se em equilibrio entre sua capacidade de adesdo e as forgas
de remocdo contra elas, como a friccdo causada pelos alimentos,
degluticdo, a lingua, a higiene oral e a lavagem feita pela saliva e o
fluido crevicular. A maioria dos microorganismos patogénicos sO
conseguem sobreviver quando estdo aderidos firmemente numa
superficie estavel, livre de tais forgas externas, sendo que os dentes e seu
periodonto servem como reservatério para 0s mesmos. Uma vez
instaladas na placa dental, as bactérias ndo funcionam como seres
independentes, mas como uma comunidade  microbiana
metabolicamente integrada e coordenada. Ademais, sabe-se que a adesdo
bacteriana ndo ocorre por uma s6 forma, mas que fimbrias, flagelos e
outros receptores proteicos sdo essenciais para a conexao com as
superficies. Superficies mais asperas (coroas, pilares de implantes e
bases de prétese) acumulam e retém mais placa. O intersticio entre
componentes do implante, especialmente aqueles localizados
subgengivalmente, oferecem um ambiente ideal para formacéao de placas
e / ou para retencdo das mesmas durante a higiene (TEUGHELS et al.,
2006).

Membros do género Streptococcus sdo os principais habitantes
da cavidade oral. Os 4 maiores grupos do Streptococcu oral sdo:
salivarius, anginosus, mutans e mitis. A espécie S.oralis faz parte do
grupo mitis e esta mais relacionada a satde oral do que a instalagéo de

doencas (ROSSETTI et al., 2013). Porém, de acordo com Do et al.
(2009), essa espécie é pioneira na colonizacdo priméria dental e
geralmente esta envolvida nas causas da endocardite bacteriana. A S.
oralis se classifica como comensal, gram-positiva e anaerdbio
facultativa (ALMEIDA et al., 2002).

O surgimento e evolugdo da resisténcia dos microorganismos
patégenos aos antibidticos tem afetado o sucesso da terapéutica para a
periodontite(LIU et al., 2012) . Como tentativa de reverter essa situacéo,
diversos inibidores de adesdo bacteriana tém sido estudados, visto que
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ndo induziriam o aparecimento de resisténcia bacteriana como acontece
com os antibidticos. Alguns compostos tém sido testados a fim de inibir
a adesdo do biofilme, como:, peptideos derivados de proteinas de
ligagdo a fibronectina (FnBPs), segundo Hawley et al. (2013) e o
Brometo de N-fenaciltiazolio (PTB), de acordo com Chang et al. (2014).
Segundo Minami (2010), supde-se que o Bromo também contenha
propriedade antibacteriana.

Entretanto, para uso odontoldgico, necessita-se determinar um
material compativel onde pudessem ser incorporados estes compostos
anti-bacterianos, como por exemplo o biovidro, que foi desenvolvido
pela primeira vez na década de 60, com a marca comercial Bioglass
45S5 (BELLON, 2012). Estudos que analisaram como materiais
dentérios atuais podem ser modificados, para manter propriedades
bioativas e antibacteriana, proveram evidéncias sobre o potencial
benéfico do uso do biovidro como aditivos a estes materiais (
CHATZISTAVROU et al., 2015). Nesse
aspecto, além do desenvolvimento da composicédo original do biovidro,
atualmente se encontram varios tipos de vidro bioativo: os silicatos
convencionais, tais como o Bioglass 45S5; vidros a base de fosfatos; e
vidros a base de borato (JONES, 2013).

O Br, somado a propriedade antibacteriana do biovidro,
apresenta-se como excelente composi¢do para ser testada em diferentes
concentracdes na inibicdo da adeséo do biofilme bacteriano. Isto podera
ser Gtil futuramente na utilizacdo deste biomaterial, tanto na parte de
materiais restauradores quanto em superficies de implantes e/ou
componentes protéticos. Portanto, baseado no que diz a literatura, este
trabalho tem por objetivo testar o efeito antibiofilme do pé de biovidro
58S com adicdo de brometo de célcio em sua composicao, em 4
concentracdes diferentes, contra o biofilme monoespécie (Streptococcus
oralis).
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2- ARTIGO

RESUMO

A periodontite e cérie dental ainda sdo as doencas bucais mais
prevalentes e a terapéutica usada para cura tem sido afetada pela
resisténcia bacteriana aos antibidticos. A fim de tentar reverter essa
situacdo, estdo sendo estudados materiais biocompativeis contendo
novos compostos antibacterianos em sua composicdo para uso em
préteses e implantes dentarios. Um exemplo deste tipo de material é o
biovidro, desenvolvido na década de 60, com propriedades
antibacterianas, bioativo, com capacidade de aumentar a expressdo de
indutores angiogénicos e osteocondutor, promovendo uma resposta intra
e extracelular que permite a colonizacdo da sua superficie por células
tronco livres no ambiente defeituoso. Os biovidros derivados do
processo sol-gel, como o 58S utilizado neste trabalho, possuem mais
nanoporosidades e maior area de superficie do que os derivados do
processo de fusdo, como o 4S5S, o que torna os primeiros mais
bioativos.

O objetivo deste estudo é estabelecer um protocolo para avaliar
formagdo de biofilme e o crescimento da microbiota (Streptococcus
oralis) em meio de cultura BHI, em presenca de p6 de biovidro 58S
contendo diferentes quantidades de brometo de calcio (CaBr,) em sua
composicao.

Para desenvolvimento deste trabalho, foram escolhidas 4
concentracGes de CaBr, na composi¢do do biovidro (0%, 5%, 10% e
20%) e duas concentracdes de p6é de biovidro 58S, 50mg/ml e
100mg/ml, em TRIS em pH 7,5 e concentragdo de 0,05 g/mol. Em uma
placa de 96 pogos foram depositados 100ul de cada suspensdo de CaBr,
e adicionados 100ul do pré-inéculo S.oralis cultivados por 16h a 37°C
em BHI. As quantificagBes do crescimento planctbnico e do biofilme
foram realizadas através da leitura de densidade Optica diretamente a
600nm no caso do crescimento planctdnico e a 595nm apos coloracéo
com cristal violeta 0,1% no caso do biofilme.

Os resultados indicaram presenca de formacao de biofilme no pé
de biovidro, assim como inibicdo do crescimento planctdnico induzida
pelas amostras de biovidro. Porém, ndo foi possivel quantificar com
precisdo visto que algumas variaveis ndo puderam ser controladas, como
a baixa solubilidade do biovidro nas condi¢cdes do experimento e a
reatividade do mesmo ao corante cristal violeta.

Conclui-se que, estudos posteriores sdo necessarios para 0
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estabelecimento de um protocolo que resulte em resultados quantitativos
precisos dos dois parametros aqui estudados, a comecar pela
determinacdo das condi¢des necessarias a solubiliza¢do do biovidro.

Palavras-chave: PO de biovidro, Biovidro 45S5, atividade
antibacteriana, antibiofilme, implante, carie, Bromo.

Abstract

Periodontitis and dental caries are still the most prevalent oral
disease and the conventional therapy used to treat it has been affected by
the development of bacterial antibiotic resistance. In order to try to
reverse this situation, biocompatible materials containing novel
antibacterial compounds in its composition are being studied for use in
prosthetics and dental implants. Bioglass is one example of this type of
material; it has been developed in the 60s, with antibacterial properties,
bioactive, capable of increasing the expression of angiogenic inducers
and osteoconductive, promoting intra and extracellular response that
allows the colonization of the surface by stem cells. Bioactive glasses
derived from the sol-gel process, such as the 58S used in this work, have
more nanoporosities and greater surface area than the derivatives of the
fusion process, such as 4S5S, which makes the first more bioactive.

The aim of this study was to establish a protocol to assess
biofilm formation and planktonic growth of bacteria (Streptococcus
oralis) in the presence of bioglass powder 58S, containing different
percentages of calcium bromide (CaBr,) in its composition.

To develop this study were selected bioglasses containing 4
different concentrations of CaBr, in their compositions (0%, 5%, 10%
and 20%). The experiments were performed using two bioglass 58S
concentrations, 50mg/ml and 100mg/ml, in TRIS pH 7,5 at 0,05 g/mol.
100pl of each bioglass suspension were placed in individual wells of a
96-well plate. 100ul of S.oralis pre-inoculum cultured in BHI were
added to each well and plates were incubated for 16h at 37° C.
Quantification of biofilm and planktonic growth were performed by
optical density reading directly (600nm) in the case of planktonic
growth and after staining with crystal violet 0,1% in the case of biofilm
(595nm).

Results indicated the presence of biofilm formation in bioglass
powder, as well as inhibition of planktonic growth induced by bioglass
samples. However, it was not possible to quantify these parameters
accurately because some variables could not be controlled, such as low
solubility of bioglass in the experiment conditions and its reactivity to
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the crystal violet coloring.

We conclude that further studies are necessary to establish a
protocol that results in accurate quantitative results of the two
parameters studied here, mainly with the determination of the conditions
for bioglass solubilization .

Keywords: bioglass powder, Bioglass 45S5, antibacterial
activity, antibiofilm, implant, decay, Bromine.
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2.1-INTRODUCAO

Na odontologia, a compreensdo das mudancgas da microbiota
oral que predizem o inicio da periodontite e carie dental, doencas bucais
cronicas mais prevalentes, pode permitir o melhor diagnéstico e
tratamento. Desvendar as interacdes dessa complexa microbiota &,
portanto, de suma importancia para recuperar o controle destas doencas
(LIU etal., 2012) .

Tais bactérias, desenvolvendo-se na regido oro-faringea,
encontram-se em equilibrio entre sua capacidade de adesdo e as forcas
de remocdo contra elas, como a friccdo causada pelos alimentos,
degluticdo, a lingua, a higiene oral e a lavagem feita pela saliva e 0
fluido crevicular. A maioria dos microorganismos patogénicos sé
conseguem sobreviver quando estdo aderidos firmemente numa
superficie estavel, livre de tais forgas externas, sendo que os dentes e seu
periodonto servem como reservatorio para 0s mesmos. Uma vez
instaladas na placa dental, as bactérias ndo funcionam como seres
independentes, mas como uma comunidade  microbiana
metabolicamente integrada e coordenada. Ademais, sabe-se que a adesdo
bacteriana ndo ocorre por uma s6 forma, mas que fimbrias, flagelos e
outros receptores proteicos sdo essenciais para a conexdo com as
superficies. Superficies mais asperas (coroas, pilares de implantes e
bases de protese) acumulam e retém mais placa. O intersticio entre
componentes do implante, especialmente aqueles localizados
subgengivalmente, oferecem um ambiente ideal para formacéao de placas
e / ou para retengdo das mesmas durante a higiene (TEUGHELS et al.,
2006).

Membros do género Streptococcus sdo os principais habitantes
da cavidade oral. Os 4 maiores grupos do Streptococcu oral séo:
salivarius, anginosus, mutans e mitis. A espécie S.oralis faz parte do
grupo mitis e esta mais relacionada a salde oral do que a instalacdo de

doencas (ROSSETTI et al., 2013). Porém, de acordo com Do et al.
(2009), essa espécie é pioneira na colonizacdo priméaria dental e
geralmente estd envolvida nas causas da endocardite bacteriana. A S.
oralis se classifica como comensal, gram-positiva e anaerdbio
facultativa (ALMEIDA et al., 2002).

O surgimento e evolucdo da resisténcia dos microorganismos
patégenos aos antibidticos tem afetado o sucesso da terapéutica para a
periodontite(LIU et al., 2012) . Como tentativa de reverter essa situacéo,
diversos inibidores de adesdo bacteriana tém sido estudados, visto que
ndo induziriam o aparecimento de resisténcia bacteriana como acontece
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com os antibiéticos. Alguns compostos tém sido testados a fim de inibir
a adesdo do biofilme, como:, peptideos derivados de proteinas de
ligagdo a fibronectina (FnBPs), segundo Hawley et al. (2013) e o
Brometo de N-fenaciltiazolio (PTB), de acordo com Chang et al. (2014).
Segundo Minami (2010), supde-se que o Bromo também contenha
propriedade antibacteriana.

Entretanto, para uso odontolégico, necessita-se determinar um
material compativel onde pudessem ser incorporados estes compostos
anti-bacterianos, como por exemplo o biovidro, que foi desenvolvido
pela primeira vez na década de 60, com a marca comercial Bioglass
45S5 (BELLON, 2012). Estudos que analisaram como materiais
dentarios atuais podem ser modificados, para manter propriedades
bioativas e antibacteriana, proveram evidéncias sobre o potencial
benéfico do uso do biovidro como aditivos a estes materiais (
CHATZISTAVROU et al., 2015). Nesse
aspecto, além do desenvolvimento da composicdo original do biovidro,
atualmente se encontram varios tipos de vidro bioativo: os silicatos
convencionais, tais como o Bioglass 45S5; vidros a base de fosfatos; e
vidros a base de borato (JONES, 2013).

O Br, somado a propriedade antibacteriana do biovidro, apresenta-se
como excelente composicdo para ser testada em diferentes
concentracdes na inibicdo da adesdo do biofilme bacteriano. Isto podera
ser (til futuramente na utilizacdo deste biomaterial, tanto na parte de
materiais restauradores quanto em superficies de implantes e/ou
componentes protéticos. Portanto, baseado no que diz a literatura, este
trabalho tem por objetivo testar o efeito antibiofilme do pé de biovidro
58S com adi¢do de brometo de calcio em sua composicdo, em 4
concentracdes diferentes, contra o biofilme monoespécie (Streptococcus
oralis).

2.2 - OBJETIVOS DO TRABALHO

2.1-Objetivo geral:

Estabelecer protocolo para avaliar o potencial antibiofilme do
Biovidro 58S + CaBr, em po.
2.1.2-Objetivos especificos:

Testar 4 concentrag@es de associacdo de Biovidro com brometo
de célcio e suas respectivas atividades antibiofilme;

Avaliar o crescimento bacteriano planctdnico;

Avaliar o biofilme formado no fundo do poco da placa de 96;
Avaliar a fixacdo de biofilme no pé de biovidro pocos;
A fim de se estabelecer um protocolo para anélise da formacéo de
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biofilme e do crescimento bacteriano, objetivo do trabalho, foi
necessario executar mudancas no protocolo inicial ao longo dos
resultados obtidos com os experimentos. Por isso, abaixo sera descrito o
protocolo inicial e sua subsequente modificacéo.

2.3-METODOLOGIA E RESULTADOS
2.3.1-1° PROTOCOLO
MATERIAIS

Neste protocolo utilizou-se o biovidro 58S + CaBr, contendo 4
concentracBes diferentes de brometo (0%, 5%, 10% e 20%),
desenvolvido e produzido na UFSC (CERMAT); 200ml de caldo BHI;
200ml de PBS. Esses materiais foram autoclavados por 20 min a 120
atm. Também foram utilizados agua destilada; cristal violeta 0,1%,
dissolvido em &gua destilada; alcool 96%; digluconato de clorexidina
0,12%.

A linhagem bacteriana utilizada em todos os experimentos foi da
espécie Streptococcus oralis ATCC ® 6249, (Microbiologics®, KWIK-
STIK™), As bactérias foram reativadas conforme instrucGes do
fabricante, (descritas em www.microbiologics.com), estocadas a -20°C
em glicerol 20% ( 300ul de glicerol+ 1,5ml de pré-inculo) e
manipuladas sempre em camara de fluxo laminar. .

METODOLOGIA

Para iniciar os experimentos 3 ml da linhagem bacteriana
comercial foram inoculados em caldo BHI, conforme instrucGes do
fabricante, e cultivados por por 24h em estufa a 37°C. No dia seguinte
1ml desse pré-inoculo foi transferido para um tubo de ensaio estéril
contendo 9ml de caldo BHI, e cultivado a 37°C por 16h. Essa cultura foi
utilizada para os experimentos microbiol6gicos

Os materiais a serem testados foram depositados em placa de 96
pocos da seguinte forma ( sempre em triplicata):

Linha A : 100ul da suspensdo de bactérias + 0,005g de cada
biovidro com suas respectivas concentracdes de CaBr,, comegando com
0 de menor concentragdo e terminando com o de maior
(0%,5%,10%,20%), previamente depositados no fundo dos pocos;

Linha B: 100ul da suspensdo de bactérias + 0,01g de biovidro
como descrito na linha A.
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Linha C: 100ul de BHI puro + 0,005g de biovidro como descrito
na linha A;

Linnha D: 100ul de BHI puro + 0,01g de biovidro como descrito
na linha A.

Linha E : controles - sendo (1) os controles negativos contendo
100pl de BHI puro, (2) sendo o controle negativo do padrdo comercial
de inibicdo contendo 100ul de clorexidina 0,12% pura; (3) o controle de
inibicdo do padrdo comercial contendo 100pl da cultura bacteriana +
100p clorexidina 0,12%.

Apb6s 24 horas de incubacdo das culturas em presenca (ou
auséncia) de biovidro, o crescimento bacteriano plancténico foi medido
através da leitura de densidade dptica do sobrenadante das culturas, a
um comprimento de onda de 600nm (DOggo).

O biofilme foi quantificado pelo protocolo padrdo apds coloragéo
com cristal violeta, conforme Pimenta et al. (2003), modificado para se
adaptar as condicGes do experimento. Resumidamente, ap6s 24 horas de
incubacdo, o sobrenadante de cultura foi pipetado e removido, e cada
po¢o cuidadosamente lavado duas vezes com 100ul de 1x PBS. Em
seguida, 100ul de alcool 96% foram adicionados a cada pocgo, para
fixagdo do biofilme formado. Apds 20 minutos de incubacéo, o alcool
foi retirado e as placas expostas a temperatura ambiente para secagem. A
coloracdo prevista para posterior leitura (DOgoo ) néo foi realizada pelo
motivo citado abaixo.

RESULTADOS

Notou-se que, 24 horas ap6s montado o experimento, o biovidro
ndo solubilizara em BHI, tendo se depositado no fundo dos pogos da
placas. Concluiu-se que ndo seria possivel prosseguir com o0s
procedimentos, ja que o pd depositado no fundo impediria correta leitura
por densidade Optica.

Tentou-se entdo, aquecer a suspensao do pd de biovidro em BHI a
60°C, por 1h, na mesma concentracdo citada anteriormente e, em
seguida agita-los em vortex. Ainda assim nao se obteve uma dissolucéo.
Por isso, resolveu-se adaptar o protocolo para 0 que se segue abaixo,
utilizando a solugéo TRIS, segundo descrito por Rohanova et al. (2011).
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2.3.2-2° PROTOCOLO
MATERIAIS

Neste protocolo foi utilizado biovidro 58S + CaBr, em 4
concentragGes diferentes de brometo (0%, 5%, 10% e 20%),
desenvolvido e produzido na UFSC (CERMAT); 200ml de BHI 2X
concentrado em relagdo a concentracdo indicada pelo fabricante e 200ml
de PBS. Foram preparados 4 tubos de ensaio, cada um contendo 0,1g de
biovidro 58S e sua respectiva concentracdo de brometo de calcio (0%,
5%, 10% e 20%) e 2ml de TRIS em pH 7,5; e outros 4 tubos de ensaio
semelhantes, porém cada um com 0,2g de bioglass 58S e as respectivas
concentrages de CaBr, citadas. O ajuste de pH da solucdo TRIS foi
feito acrescentando-se NaOH ou NaCl conforme fosse necessario. Todos
esses materiais e solucfes foram esterilizados previamente ao inicio do
experimento. Além destes, outros materias utilizados foram agua
destilada, cristal violeta a 0,1%, diluida em agua destilada, lauril sulfato
de sodio e digluconato de clorexidina 0,12%.

A linhagem bacteriana cultivada foi a mesma citada
anteriormente, cultivadas e manipuladas da mesma forma que no 1°
protocolo, porém desta vez em caldo BHI 2x concentrado.

METODOLOGIA

A)- Quantificacdo do crescimento planctdnico:

Apbs as 16h de cultura em estufa, suspensdes contendo 7,5x10°
CFU/ml de S. oralis foram preparadas em BHI fresco e 100l pipetados
dessa suspensdo foram expostos & solugdo de pd de Biovidro + CaBr,
em TRIS a pH 7,5 previamente depositada, durante 24 horas. Cada
biovidro com sua respectiva concentracdo de brometo de calcio foi
preparada em 2 concentragfes, 50mg/ml e 100mg/ml em TRIS.
Imediatamente antes da pipetacdo dessa solugdo para transferir para os
respectivos pogos, agitou-se cada tubo de ensaio em vortex por alguns
segundos, pois ainda nessa solucdo ndo se alcancou solubilizacdo do p6
de biovidro.

A organizacao da placa (1) de 96 pocos se deu da seguinte forma
(Figura 1): da fileira A a B foram depositados 100ul de cultura de
S.oralis em BHI 2x concentrado, a 7,5x10° CFU/ml em todos os 12
pocos; na fileira C e D foram depositados 100ul de BHI 2x concentrado
puro, em todos os pocos; da fileira A a D foram adicionados também
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100ul de solucéo de biovidro em TRIS, porém nas fileiras A e C em
concentracdo de 50mg/ml e nas B e D em 100mg/ml, de forma que de 3
em 3 pogos a concentracdo de CaBr, aumentava gradativamente. Na
fileira E, a cada 3 pogos encontrava-se 200l de BHI 2x concentrado;
200ul de clorexidina 0,12% pura; 200ul de cultura da cepa S.oralis em
BHI 2x concentrado,na unidade de 7,5x10° CFU/ml, e nos dltimo 3
pocos, 100ul de clorexidina 0,12% + 100ul de cultura bacteriana na
mesma unidade citada.

O crescimento plancténico bacteriano foi medido 24 horas ap6s
montagem do experimento, em leitura da densidade dptica (DOgqo). Para
tanto, pipetou-se 100ul do sobrenadante de cada poc¢o e transferiu-os
para outra placa (2), a qual foi realizada a leitura.

Em razédo da falha de tentativas de dissolucdo do pd de biovidro
em BHI e mesmo em TRIS, adaptou-se novamente o protocolo para
leitura da formagao de biofilme de duas formas: formagéo em fundo do
poco da placa e provavel formacdo de biofilme fixado no proprio pé de
biovidro.

B)- Quantificacdo do biofilme:

O biovidro restante depositado no fundo dos pogos da placa (1)
foi lavado com 600ul de PBS, pipetado e transferido para eppendorfs. O
sobrenadante foi pipetado e descartado. Os eppendorfs foram entdo
lavados 3x com 200pl de PBS para serem corados com 200ul de Cristal
Violeta por 15min. Apds, o sobrenadante corado foi descartado e entdo
os eppendorfs foram lavados 9x com 200ul de PBS. Depois da ultima
lavagem, acrescentou-se 200ul de Lauril sulfato de sddio em cada um
por 15 minutos, para serem pipetados e transferidos para uma placa (3) e
feita a leitura em DOggo.

Em seguida, a placa (1) foi entdo lavada 3x com uma pisseta
com agua destilada, corada com 200ul de Cristal violeta em cada pogo
por 15 minutos e lavada 5x para ser feita sua leitura, a fim de que se
quantificasse o biofilme aderido no fundo dos pogos.



36

Figura 1- Disposicéo da placa de 96 pogos

Bv Bv Bv Bv
0% 5% 10% 20%

Linha A:
3 pogos para cada tipo de Bioglass com sua respectiva concentracdo de CaBr,,
da menor para a maior (0%, 5%, 10% e 20%): 100ul de suspensdo de Bioglass
em TRIS, a 50mg/ml , + 100ul de suspenséo de cultura bacteriana;

Linha B:
-3 pocos para cada tipo de biovidro com sua respectiva concentracdo de CaBr,,
menor para a maior (0%, 5%, 10% e 20%): 100pl de suspenséo de Bioglass
em TRIS, a 100mg/ml, + 100pl de suspensdo de cultura bacteriana;

Linha C: Controle negativo
-3 pogos para cada tipo de biovidro com sua respectiva concentragdo de CaBr,:
100pl de suspensdo de Bioglass em TRIS, a 50mg/ml, +100ul de BHI puro 2x
concentrado ;

Linha D: Controle negativo
-3 pogos para cada tipo de biovidro com sua respectiva concentragdo de CaBr,:
100pl de suspensdo de Bioglass em TRIS, a 100mg/ml, + 100ul de BHI puro
2x concentrado;

Linha E:Controles na seguinte ordem:
-3 pogos (E1-3) com 200l de BHI puro 2x;
-3 pogos( E4-6) com 200pl de clorexidina 0,12% pura;
-3 pogos (E7-9) com 200yl de cultura bacteriana em BHI 2x;
-3pocos (E 10-12) com 100ul de cultura bacteriana em BHI2x + 100ul de
clorexidina 0,12%.
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RESULTADOS
Graéfico 1: Analise estatistica do crescimento plancténico

Boxplot by Group
Planctonico oralis placa 2 Variable: VAR2
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Comparando-se 0 grupo 1 com o 3, seu controle negativo, pode-se inferir que ndo houve diferenga significativa
entre eles. O mesmo pode-se observar nas comparagdes dos grupos 2 com 4,5 com 7, 9 com 11, 10 com 12, 13 com
15 e 14 com 16. Entende-se, portanto, que ndo houve crescimento bacteriano nos grupos 1, 2, 5, 9, 10, 13 e 14. Jd a
comparacao do grupo 6 com seu controle de biovidro, grupo 8, houve diferenga significativa e sugere que na concen-
tracdo de 5% de CaBr,, a 100mg/ml, houve crescimento bacteriano .
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*Grupo 1: Biovidro 0% CaBr, a 50 mg/ml de TRIS + Cepa;
Grupo 2: Biovidro 0% CaBr, a 100 mg/ml de TRIS+ Cepa;
Grupo 3: Biovidro 0% CaBr, a 50 mg/ml de TRIS+ BHI,;
Grupo 4: Biovidro 0% CaBr, a 100 mg/ml de TRIS+ BHI;

Grupo 5: Biovidro 5% CaBr, a 50 mg/ml de TRIS + Cepa;
Grupo 6: Biovidro 5% CaBr, a 100 mg/ml de TRIS + Cepa;
Grupo 7: Biovidro 5% CaBr, a 50 mg/ml de TRIS+ BHI;
Grupo 8: Biovidro 5% CaBr, a 100 mg/ml de TRIS+ BHI;

Grupo 9: Biovidro 10% CaBr, a 50 mg/ml de TRIS + Cepa;

Grupo 10: Biovidro 10% CaBr, a 100 mg/ml de TRIS + Cepa;

Grupo 11: Biovidro 10% CaBr, a 50 mg/ml de TRIS+ BHI
-Grupo 12: Biovidro 10% CaBr, a 100 mg/ml de TRIS+ BHI;

Grupo 13: Biovidro 20% CaBr, a 50 mg/ml de TRIS + Cepa;
Grupo 14: Biovidro 20% CaBr, a 100 mg/ml de TRIS + Cepa;
Grupo 15: Biovidro 20% CaBr, a 50 mg/ml de TRIS+ BHI;
Grupo 16: Biovidro 20% CaBr, a 100 mg/ml de TRIS+ BHI.

Grupo 17: Caldo BHI puro;

Grupo 18: Clorexidina 0,12% pura;

Grupo 19: Caldo BHI+cepa a 7,5x10° CFU/mI:
Grupo 20: Clorexdina 0,12% + cepa a 7,5x10° CFU/m
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Grafico 2-Inibicdo do crescimento plancténico
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Grafico 3-Inibicdo do biofilme no fundo do pogo

Streptococcus oralis
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Anélise da formacao e/ou inibicdo de biofilme sobre poliestireno da placa em que foi feito o experimento, apés
transferir todo o sobrenadante e o biovidro depositado no fundo.
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Grafico 4- Biofilme fixado ao biovidro

Streptococcus oralis
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Analise da fixacdo do biofilme no biovidro. Este, apds ser transferido do fundo dos pogos da placa em que
foi feito o experimento, lavado e corado.
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2.4 — DISCUSSAO

Quando implantados no corpo humano, biomateriais permitem a
formacdo de substrato para células humanas e para a colonizacdo de
bactérias também. Por isso, 0s biomateriais podem aumentar o risco de
infeccdo. Para reduzir as chances de infeccdo pds-operatdria, foram es-
tudados meios de adicionar aos materiais substancias antibacterianas
como antibidticos e prata (ZHU et al., 2014). Neste trabalho, escolheu-
se a linhagem S.oralis j& que ela esta relacionada a colonizagéo primaria
do meio oral e a causa de uma infeccdo importante no ambiente odonto-
l6gico, a endocardite bacteriana.Como dito anteriormente, de acordo
com Mao et al. (2015), os biovidros derivados do processo sol-gel,
como o0 58S (60 mol% SiO,, 36 mol% CaO, 4 mol% P,0s), utilizado
neste trabalho, sdo mais bioativos que 0 45S5. Em estudos anteriores, ao
produzirem arcabougos com este biovidro 58S, descobriram que, mais
rapidamente do que biovidro derivados do processo de fuséo, ele se de-
grada e se converte em hidroxiapatita, além de estimular a interag&o en-
tre células por simular a estrutura do osso trabecular humano e de ter
maior area de superficie por conter nanoporosidades (RAHAMAN et al.,
2011). Para desenvolvimento deste trabalho, o biovidro 58S teve adicio-
nado & sua composi¢do o brometo de célcio, o qual tem sua propriedade
antibacteriana conhecida, porém ainda néo explicadas sua citotoxicidade
e dissolucao.

Os resultados apresentados indicam que algumas variaveis ndo
puderam ser controladas e algumas propriedades do p6 de 58S precisam
ser estudadas. Por isso, serdo discutidos alguns tépicos importantes para
0 prosseguimento desse trabalho.

e INCUBAGCAO DAS CULTURAS BACTERIANAS

Assim como Xu et al., (2015), onde os microorganismos foram
diluidos na razdo de 1:100 e incubados na concentracéo final de 1x 10°
CFU/ml em meio de cultura BHI, nossa cultura de S.oralis incubada a
37°C foi quantificada em concentracdo final de 7,5x10° CFU/mI,
também nesse mesmo meio, em presenga de oxigénio, sem agitacdo e
sem umidade.
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e DISSOLUGAO DO BIOVIDRO 58S

A primeira dificuldade para estabelecimento de um protocolo da
analise do crescimento planctonico e da formacdo do biofilme em
biovidro 58S, foi a saturacdo do meio, sem que houvesse dissolucdo
desse biomaterial utilizado. O 2° protocolo em questéo foi desenvolvido
apos tentativa de dissolugdo, em que se depositou 5 e 10mg de p6 de
biovidro no fundo de diferentes pogos, previamente a adicdo de 100ul
de cultura da cepa S.oralis em meio BHI. A deposi¢do do p6 no fundo
do pogo, ap6s 24h de preparo da placa, impossibilitou a leitura em
densidade Optica e, portanto, a analise do crescimento planctdnico
também. A concentracdo do biovidro em meio de cultura usada nesse
experimento se deu a exemplo de pesquisas realizadas anteriormente. De
acordo com Hu et al. (2009), em seu experimento, particulas de biovidro
45S5 foram adicionadas ao meio de cultura lysogeny broth em uma
concentracdo de 10, 50 e 100mg/ml e depois agitadas em vortex por
1min e incubadas a 37°C. Porém, neste trabalho, em tais concentracdes
em meio BHI, mesmo agitando-os e expondo-o0s a temperatura de 60°C,
as particulas de biovidro ndo se solubilizaram. Observa-se que 0 meio
utilizado neste trabalho foi diferente da pesquisa referida acima, e tal
variavel pode ter sido um dos obstaculos para alcancar a dissolucao do
biovidro 58S. Em uma préxima tentativa de estabelecer um protocolo
com esse objetivo, poderiam ser averiguadas as forcas idnicas dos dois
meios citados, ja que este é um parametro importante para solubilizacio
do biovidro.

Por isso, apds esses resultados, baseando-se em Rohanova et al.
(2011), que concluiu que o arcabougo de biovidro 45S5 é altamente
solivel em TRIS, optou-se por dissolver o biovidro 58S em solugdo
com adicdo de TRIS. Entretanto, mesmo em uma solucéo de tampéo
TRIS, o biovidro 58S com brometo de célcio ndo se tornou totalmente
soluvel. Segundo Cerruti, Greenspan e Powers (2005), em seu
experimento 0.3g de pé de biovidro 45S5 com particulas de 2um foram
dissolvidos em 200ml de TRIS, a um pH de 7,8. Em nosso estudo, 0,19
e 0,2g de pd, cujas particulas obtinham tamanho médio de 29um, foram
acrescentados a 2ml de TRIS, em pH 7,5 ocorrendo saturagdo do meio.
Esta varidvel pode ter interferido quando se transferiu os 100l dessa
suspensdo para cada pogo ao montar o experimento. Isto se explica,
pois, quando em solu¢do, um material é distribuido homogeneamente
em todo o liquido, e neste caso, ndo havendo dissolucéo, as particulas de
biovidro foram transferidas em quantidades diferentes a cada 100ul
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pipetados. Portanto, ao realizar a leitura em DO de cada grupo com suas
respectivas concentracdes de brometo, as diferentes por¢des de biovidro
presentes interferiram na obtencdo de resultados quantitativos
confidveis. Além disso, a diferenca no tamanho das particulas dos pos
pode representar mais uma variavel importante na dissolugdo do
biovidro.

e INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
e Crescimeto planctdnico

O graficol faz a leitura estatistica do crescimento plancténico e
através dele pode-se perceber que nos grupos de biovidro em 50mg/ml
nas concentracbes de 0%, 5%, 10% e 20%, o biovidro inibiu o
crescimento planctdnico, assim como nas de 0%, 10% e 20% em
100mg/ml . Ja a comparagdo do grupo de 5% em 100mg/ml com seu
controle de biovidro sem cepa, pode-se dizer que houve crescimento
bacteriano e que, portanto, o biovidro ndo exerceu sua propriedade
antibacteriana.

De acordo com o gréfico 2, em relagdo ao grupo-controle BHI +
Cepa, percebe-se gque na concentracdo de 0% e 10% de CaBr, em
50mg/ml e 100mg/ml de dissolucdo do biovidro em TRIS e na
concentracdo de 5% de CaBr, em 50mg/ml, houve inibicdo do
crescimento planctbnico apds 24h de preparo da placa. Porém, ja nos
grupos de 5% em 100mg/ml e 20% em 50 e 100mg/ml houve a
interpretacdo de inducdo de crescimento de bactérias. Durante o
experimento, notou-se que, nos eppendorfs em que havia maior
concentracdo de CaBr, além de ndo haver dissolucdo do biovidro, este
também ficava mais em suspensdo que em outros de menor
concentracdo (fig.2), o que interferiu na pipetacdo do mesmo em
guantidades desiguais. Por isso, na leitura deste gréafico, talvez ndo tenha
havido realmente inducdo de crescimento de bactérias nos grupos
citados, mas sim uma leitura DOgqg que tenha incluido o pd de biovidro
gue possivelmente tenha sido pipetado dos pocos junto ao sobrenadante,
ao invés de estar totalmente depositado no fundo do poco como se
desejava. Essa maior suspensdo em concentracdo de 20% de brometo
pode ser dada pela higroscopia do sal. Isto pode ser verificado em testes
como o TGA (analise termogravimétrica) e FTIR (Fourier transform
infrared), nos quais se analisa a existéncia de gua de concentracdo do
p6é e a quantidade de agua absorvida pelo mesmo, respectivamente.
Pode-se inferir que a falta de conhecimento sobre as propriedades deste
sal sejam mais uma hipotese para explicar a ndo dissolugdo do biovidro
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em questao.

Em relagdo aos grupos- controle de Clorexidina e Clorexidina +
cepa, em primeira andlise parece que houve inducdo de crescimento
bacteriano. Porém, de acordo com Yamaguchi et al. (1981), em sua
pesquisa o digluconato de clorexidina inibiu a placa dental e, mesmo
24h ap6s contato intraoral, obteve efeito residual na saliva. Portanto,
nessa leitura, é provavel que a pigmentacdo da clorexidina tenha
interferido e, ndo de fato, tenha induzido crescimento plancténico, ja
gue em pesquisas anteriores foi comprovado seu efeito antibacteriano.

Fig.2- Diferenga do p6 de biovidro em suspenséo no grupo D7-D9 (10%
de CaBr,) e no D10-12 ( 20% de CaBr,), ambos com a mesma quantidade de
biovidro em TRIS (100mg/ml).

e Formagcdo de biofilme sobre poliestireno

No que diz respeito ao efeito sobre o biofilme, observando-se o
grafico3, a primeira analise € a de que todos 0s grupos em contato com o
biovidro, ndo importando a concentracdo de brometo, induziram
crescimento de biofilme bacteriano. Nessa parte experimental, alguns
problemas técnicos ocorreram. Novamente, pode ter interferido o fato de
nao se ter conseguido uma solucdo uniforme de biovidro em TRIS e
BHI, ja que, como citado anteriormente, 0 biovidro se deposita no fundo
do poco. Em paralelo, notou-se que o préprio p6 de biovidro cora em
cristal violeta (fig.3). Dessa forma, ao se pipetar o sobrenadante e,
posteriormente, o préprio biovidro, lavando a placa, em seguida, com
agua destilada, é possivel que tenha permanecido algum p6 de biovidro
remanescente, mesmo nao se percebendo a olho nu. Por isso, é provavel
gue, ao levar a placa a maquina de leitura DOggy ap0Os corada por cristal
violeta, esse po residual tenha aumentado o resultado, ja que ele é reage
ao corante utilizado, mimetizando a leitura de bactérias que teriam
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proliferado e se fixado no fundo do poco.

Comparando-se os grupos controle de Clorexidina e Clorexidina
+ cepa com os do graficol, nesse caso a leitura feita foi congruente com
0 que se espera das propriedades desse material. Isso se deve ao fato de
gue, apds a lavagem da placa em que |4 foi depositada, toda a solucéo
foi removida do pogo, ndo havendo interferéncia da sua pigmentacao
natural na leitura.
Fig.3- P6 de biovidro do grupo D7 (10% de CaBr,, em 100mg/ml de TRIS)
corado com cristal violeta 0,1%, depositado no fundo do eppendorf, com
sobrenadante lavado em PBS também corado.

e Formacdo de biofilme sobre biovidro

Finalmente, analisando-se o grafico4, comparando-se 0s grupos
de po de biovidro com suas respectivas concentracdes de CaBr», infere-
se que em todos houve biofilme fixado e que o grupo de concentracdo
10% de CaBr,, em dissolucdo de 100mg/ml, obteve a maior quantidade.
Porém, o que realmente se pode afirmar deste grafico é a analise
gualitativa de que ha fixacao de biofilme no biovidro, pois em relacdo a
guantidade isto ndo é possivel devido as variaveis do experimento que
nao foram controladas, citadas anteriormente: a ndo dissolucdo do p6 em
TRIS e em BHI e a reatividade do pé ao corante cristal violeta. 1sso
induz a concluir que, ao transferir o p6 de biovidro para os eppendorfs e
lava-los em seguida com PBS, sempre pipetando e descartando o
sobrenadante, as quantidades remanescentes entre os eppendorfs ndo
foram iguais, e como o biovidro cora com o cristal violeta, ao realizar
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suas leituras, ndo se pode concluir que estas sejam somente do biofilme
fixado, mas também do p6 em conjunto.

Em todos os graficos foi possivel notar um erro de desvio padrédo
muito alto, o que ndo permite concluir estatisticamente nenhum valor
guantitativo.

2.5-CONCLUSAO

Para futuras pesquisas, sugere-se que se comece por determinar
um método para dissolver adequadamente o p6 de biovidro no meio de
cultura que deseja utilizar. Pode-se inferir que houve inibicdo do
biofilme, porém néo é possivel quantifici-la com precisdo neste trabalho
conforme protocolo realizado.
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4. APENDICE
REVISAO DE LITERATURA

A organizacdo das bactérias na placa dental as proporciona muitas
vantagens, tais como a disponibilidade de uma gama mais ampla de
habitat para o crescimento (os primeiros colonizadores alteram o
ambiente local,tornando as condigbes mais adequadas para 0s
microorganismos que se instalariam posteriormente), uma maior
diversidade e eficiéncia metabolica e um aumento na resisténcia ao
estresse ambiental, aos agentes antimicrobianos e as defesas do
hospedeiro (TEUGHELS et al., 2006).

O processo de adesdo das bactérias pode ser explicado sob o
ponto de vista bioquimico ou fisico-quimico. Sob o primeiro, destaca-se
a ligacdo especifica entre componentes complementares de superficie.
Nesse processo, as fimbrias e flagelos sdo essenciais. Mudangas de
expressao génica e a comunicagdo célula-célula intra e inter-espécies
complicam ainda mais a compreensdo do processo de adesdo e / ou a
formacdo de biofilme. O processo fisico-quimico de adesdo envolve o
modelo termodinamico, baseado nas energias livres interfaciais dos
liquidos e na interacdo de superficies, ou ainda explica-se sob a teoria na
qual a adesdo é dada pelas interacdes eletroestatica, Lifshitz-Van der
Waals e &cido-base. Os géneros Estreptococos e Actinomices, por
exemplo, primeiros colonizadores, ligam-se a moléculas salivares
especificas(TEUGHELS et al., 2006).

Apo6s a formacdo de uma monocamada na superficie, o biofilme
pode comecar a partir da multiplicacdo das espécies ja aderidas ou a
partir da adesdo de novas espécies. Existem 4 fases da formacdo do
biofilme pelo processo fisico-quimico de adesdo: a primeira fase diz
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respeito ao transporte da bactéria para a superficie através do
movimento browniano,ou pela sedimentacdo da bactéria através da
solucdo, pelo fluxo liquido, ou ainda pelo movimento ativo bacteriano.
A préxima fase seria a adesdo inicial, fraca e reversivel. A terceira fase
ocorre com o estabelecimento firme da bactéria na superficie por
interacdes especificas (ligacdo covalente,idnica ou de hidrogénio), apés
0 contato entre bactérias e superficie. Apds a adesdo, 0s
microorganismos come¢am a Secretar muco e Se organizam no
glicocélice, um importante fator para a viruléncia por proporcionar
protecdo contra componentes imunoldgicos humoral e celular. A Gltima
fase do processo seria a colonizagdo/maturacdo da placa, quando os
microorganismos ligados firmemente comecam a crescer e as células
recém formadas permanecem anexadas, permitindo a formacdo do
biofilme (TEUGHELS et al., 2006).

O risco de colonizagdo bacteriana também estéa presente no uso de
implantes no organismo. As combinacfes de drogas /implante ou
materiais de implante com propriedades antibacterianas representaria
uma abordagem excelente para prevencdo de potenciais infec¢fes pos-
operatorias (LOPEZ; LANDIN, 2013). Isso porque, apesar de a
osseointegracdo ao redor do implante dentario ser, em grande parte,
influenciada pela sua rugosidade da superficie, quanto maior for a
rugosidade da superficie, maior sera a taxa de formacao de biofilmes em
torno do mesmo (DHIR,2013).

O impacto da rugosidade da superficie sobre a formagdo de
biofilmes pode ser explicado pelo fato de que a aderéncia inicial de
bactérias preferencialmente comeca em locais onde sdo protegidas
contra as forgas de cisalhamento, de modo que elas encontram o
momento de mudar de reversivel para fixagdo irreversivel; pelo aumento
da rugosidade da superficie propiciar uma maior area disponivel para a
aderéncia; e pela razdo de que superficies asperas sdo dificeis de limpar,
resultando em um re-crescimento rapido do biofilme pela multiplicagdo
das espécies remanescentes (TEUGHELS et al.,2006).

De acordo com Allan, Newman e Wilson (2001), a propriedade
antibacteriana do Bioglass contra certas bactérias supra e subgengivais
pode ser uma vantagem para 0 sucesso da osseointegracdo, sendo que
ndo é necessario o0 contato direto da superficie do Bioglass com as
bactérias, ja que produz uma solucdo bactericida que age na bactéria
alvo a distancia.

O nome " Bioglass " foi registrado pela Universidade da Flérida
como um nome para a composic¢do original do 45S5 (46,1 mol.% De
SiOy, 24,4 mol.% De Na,0, 26,9 mol.% De CaO e 2,6 mol.% De P,0s),
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0 qual se liga com 0sso rapidamente e também estimula o crescimento
0sseo a distancia da interface osso-implante. O mecanismo para a
ligagdo dssea é atribuida a uma camada de apatita de hidroxicarbonato
(HCA) na superficie do vidro, seguido da sua dissolucdo inicial.O
segundo dispositivo Bioglass 45S5 comercial foi o Endosseous Ridge
Maintenance Implant (ERMI) em 1988, que também era um simples
cone de Bioglass 45S5. Os dispositivos foram inseridos em locais de
extracdo de dentes para reparar as raizes dos dentes (JONES, 2013).

Reconhece-se que revestimentos bioativos sdo importantes para
implantes metalicos, tais como proéteses de quadril e implantes dentarios,
visto que os metais sozinhos sdo bio-inertes. Tais revestimentos tém o
potencial de melhorar a estabilidade de implantes ligando-0s ao 0sso
hospedeiro (JONES, 2013). Ainda sobre a rugosidade de implantes, é
dito que o aumento da mesma na superficie do implante aumenta sua
molhabillidade, afetando a adsorcdo de proteinas depositadas e
facilitando a aderéncia de células rugofilicas, como os osteoblastos, e a
interacdo biomecanica do implante com o tecido &sseo. Porém,
independemente da topografia da superficie, sua bioatividade ndo € o
suficiente para, sozinha, induzir formacao dssea em um curto periodo de
tempo. Para potencializar as interagdes entre células periimplantares e a
superficie do implante, tem sido desenvolvida a técnica biomimética, na
qual utiliza-se a precipitacdo heterogénea de fosfatos de célcio, tais
como a hidroxiapatita, sobre substratos metalicos em solugdo de ions
semelhante ao plasma sanguineo (SBF) (REZENDE et al., 2011). A
formagdo da camada de hidroxiapatita na superficie de materiais
bioativos acontece através de reacdes que ocorrem no material e sdo
mais rapidas quanto maior o nivel de bioatividade (BELLON,2012).

De acordo com Hench ( 1998 apud RAHAMAN et al., 2011), ha
5 fases de formacdo da camada de hidroxiapatita através do biovidro.
Primeiro ha troca idnica entre Na+ e Ca2+ das particulas do biovirdro,
com o H+ da solugdo, levando & hidrélise dos grupos de silica e a
criacdo dos grupos de silanol(Si-OH). Em seguida, o aumento do pH
leva ao ataque da SiO, e a dissolucdo da silica na forma de acido silicico
Si(OH),, continuando a formar grupos de SiOH. A terceira fase se trata
da condensacdo e polimerizacdo de uma camada rica em SiO, sobre a
superficie do vidro. Na quarta fase, através da dissolucdo do vidro,
juntamente com a migragdo de fons Ca2+ e (PO4)* do vidro e da
solucdo sobre a camada de SiO,, forma-se uma camada amorfa de
fosfato de célcio. A Ultima fase se da com a continua dissolucdo do vidro
enquanto a camada de fosfato de calcio incorpora(OH) e (CO3)? da
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solucdo e cristaliza como uma camada de hidroxiapatita. Peitl et al.,
(2001 apud BELLON, 2012, p. 27) demonstraram que “no sistema
Si02-Na20-Ca0-P205, a quantidade de P,Os influencia positivamente
na formacdo de hidroxiapatita (HA), Cai;o(PO4)6(OH),, ou seja, na
concentracdo de 6 % de P205 a formacdo foi mais rapida (8 h) que na
composi¢do sem P,Os (35 h)”.

O indice de bioatividade é descrito como o tempo necessario para
ocorrer 50% da ligacdo interfacial entre um biomaterial e o tecido 6sseo.
Dessa forma, o biovidro 45S5 é classificado como osteocondutor, ou
seja, promovem uma resposta intra e extracelular que permite a
colonizacdo da sua superficie por células tronco livres no ambiente
defeituoso. Ja a ceramica bioativa e a Hidroxiapatita sdo classificadas
como osteocondutores apenas, permitindo crescimento dsseo ao longo
de sua superficie (SILVA; APARECIDA; BRAGA, 2010). De acordo
com Mao et al. ( 2015), os biovidros derivados do processo sol-gel,
como o 58S (60 mol% SiO2, 36 mol% CaO, 4 mol% P205), possuem
mais nanoporosidades e maior area de superficie, assim como também
tamanhos mais controlaveis e homogéneos, do que os derivados do
processo de fusdo, como 0 4S5S, 0 que os torna mais bioativos.

Também Mao et al.(2015), relataram que o biovidro 45S5, além
de propriedades antibacterianas, possui capacidade de aumentar a
expressdo de indicadores angiogénicos, tanto por contato direto quanto
indireto das células com suas particulas ou com os produtos da sua
dissolugdo. DAY et al., (2005 apud MAO et al.,2015) constataram
aumento da neovascularizagdo em um polimero revestido de biovidro
45S5, ap6s ser implantado subcutdneamente em ratos e houve um
aumento significativo na secrecdo de fator de crescimento endotelial
vascular e de fator basico de crescimento de fibroblasto.

Outra composicdo de vidro bioativo, S53P4 (BAG-S53P4; 53%
de didxido de silicio, 6xido de sédio 23%, 20% de dxido de de célcio e
4% de pentdxido de fosforo) é também um substituto de o0sso
biocompativel e osteocondutor, com capacidade de ligacdo 6ssea, pro-
angiogénica, antibacteriana e propriedades antibiofilme. Resultados
promissores foram obtidos com este biomaterial no tratamento de
osteomielite cronica. Bons resultados a longo prazo foram também
observadas no tratamento de fraturas désseas. A capacidade de BAG-
S53P4 para inibir o crescimento bacteriano baseia-se em processos que
ocorrem em simultdneo, quando o biovidro reage com os fluidos
corporais. Em primeiro lugar, o sédio é liberado a partir da superficie do
vidro, induzindo uma elevag¢do do pH. Além disso, o célcio, os ions
fosforo e silicio sdo liberados a partir da superficie, aumentando a
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pressdo osmatica e criando assim um ambiente hostil para o crescimento
bacteriano ( DRAGO et al., 2015).

Em tentativas de intensificar a capacidade antibacteriana,alguns
estudos acrescentaram a prata ao biovidro, porém sua
biocompatibilidade se torna questiondvel.(2002 BELLANTONE et al.
apud WALTIMO et al.,2007). Segundo Waltimo et al., uma alternativa
encontrada foi diminuir o tamanho da particula do biovidro, aumentando
a superficie ativa de troca entre o biovidro e o liquido circundante.“Na
mesma razdo de solido para liquido (peso / vol), a nanoparticula 45S5
liberou aproximadamente 10 vezes mais silica para dentro do fluido
corporal simulado que o biovidro convencional” (WALTIMO et
al.,2007, p. 755).

Estudos analisaram a acdo de substancias como triclosan e
fluoreto de sddio juntamente com o Biovidro. Acombinagdo de dois ou
trés agentes poderiam melhorar a sua eficacia antibacteriana. O objetivo
foi comparar os efeitos antibacterianos do BAG 45S5 e dois agentes
tradicionais (NaF e TCS) utilizados, quer isoladamente ,quer em
combinagdo em um modelo de biofilme cariogénico. O teste estatistico
mostrou que houve diferenca significativa (p <0,001) na unidade
formadora de coldnia (UFC) detectados em trés momentos. Comparado
com o grupo controle (coldnia de bactérias sem tratamento), com o
BAG sozinho, e suas duas combinagdes , foram todos estatisticamente
significativos as 6 , 12 e 24 h (P 0,002 ) . Em contrapartida , 0s grupos
de NaF e TCS néo apresentaram diferencas significativas , com excecéo
de NaF em 12 h (p = 0,01 ). Comparacdes adicionais entre BAG e suas
duas combinagbes mostraram uma diferenca estatisticamente
significativa apenas entre BAG e tratamento combinado BAG + NaF as
24h (p=0,001) (XU etal., 2015).

As variadas composi¢des do biovidro continuam sendo
exploradas e a incorporacdo do Brometo ao p6 do biovidro se deve a sua
capacidade de impedir o crescimento bacteriano. De acordo com Chang
et al. (2014), o bloqueio dos receptores dos produtos avancados de
glicacdo (RAGESs) permitiu a reducdo da perda 6ssea periodontal e da
inflamacdo. Tal fato explica-se pela atividade da AGEs de induzir a
producdo de citocinas pro-inflamatorias. Obteve-se como resultado,
nesse estudo, a reducdo da perda dssea periodontal na inducéo,
estabelecimento e na recuperacdo das fases da periodontite, no grupo
tratado com Brometo de N- fenaciltiazolio (PTB). Além deste, no estudo
realizado com EMA (brometo de etidio monoacidico), foi demonstrado
gue a amplificagdo do DNA (50 ciclos) de 10.000.000 células mortas/
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ml-1 da bactérica Enterobacter sakazakii foi completamente suprimido
pelo duplo tratamento com 20 e 10 pg/ml™ de EMA (MINAMI et al.,
2010).

E sabido que a bioatividade do Bioglass ocorre quando este é
dissolvido em solugbes aquosas, pois nesse estado liberam seus
componentes idnicos, aumentando o pH, o qual se torna intolerante para
0 crescimento bacteriano (WALTIMO et al., 2007).

Em relacdo a esses meios solliveis do biovidro, durante duas
décadas de testes de bioatividade foram realizados em SBF. No entanto,
em ensaios in vitro para investigar mudangas estruturais em superficies
de vidro, ceramicas de vidro e ceramica s foram realizados em solugcbes
de TRIS. Solugdo TRIS , em combina¢do com componentes inorganicos
de plasma sanguineo (SBF + TRIS), reproduz alteracdes do “ in vivo”
na estrutura da superficie do material de forma mais precisa. O biovidro
é altamente solivel em solucfes que contenham TRIS e, portanto,
mesmo uma pequena quantidade do material em uma célula de teste ird
perturbar o equilibrio metaestavel da solucdo e induzira a precipitacdo
da fase cristalina HAp. Verificou-se que em solugdes contendo o tampéo
TRIS (SBF + TRIS) as fases de dissolu¢do foram essencialmente as
fases cristalinas (Na,0,Ca0sSiO, e Ca0SiO2), mas a fase vitrea
residual também foi parcialmente dissolvida. Em solugdes que ndo
contém o tampdo TRIS (SBF e H20), a Unica fase de dissolugéo foi a
fase vitrea residual. Verificou-se que a presenca doTRIS nas solucGes
duplica a taxa de dissolucdo do material (em TRIS o material dissolve a
uma taxa de 0,2wt% h-1; na agua desmineralizada foi 0,1.% h-1). Este
achado esta de acordo com os resultados de estudos anteriores , que
identificaram o mesmo efeito sobre a dissolu¢do da forma cristalina de
b-tricélcio fosfato (ROHANOVA et al., 2011).

Sobre a concentracdo do biovidro dissolvido, de acordo com Hu
et al.(2009), a adesdo de bactérias no meio de cultura com biovidro
dissolvido ¢é dose-dependente, ou seja, quanto maior for a concentracéo
de particulas de biovidro, maior a adesdo. Apesar de Allan et al. (2001
apud BEGUM et al.,2016) afirmarem que o contato direto das bactérias
com as particulas de biovidro ndo serem necessérias para sua atividade
antibacteriana, no estudo de Hu et al.(2009) , compara¢bes foram
realizadas entre solucdes de biovidro contendo particulas e solugdes sem
particulas (extrato). O resultado demonstrou que, na presenca destas, o
efeito bactericida foi mais eficiente em cada espécie bacteriana.
Deduziu-se que a presenca de debris do biovidro na superficie de
bactérias provoca destruigéo da estrutura da parede celular. Particulas de
45S5 BAG foram adicionadas a solugdes de meio de cultura LB(Luria
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Bertani) com 10 ml, obtendo concentracdo final de 10, 50 and 100 mg/
ml. As solucdes mais eficientes foram a de 50mg/ml e 100mg/ml. A de
50mg/ml teve 98% de efeito antibacteriano e a maior diferenca
estatistica obteve-se entre bactérias gram-negativas e gram-positivas.
Sugeriu-se que a composicdo da parede celular bacteriana seja a
responsavel por essa diferenca, jA que gram-negativas, onde houve
maior efeito, sdo compostas por fosfolipideos, lipossacarideos e
proteinas e as gram-positivas por peptideoglicanos em sua grande
maioria. Doyle et al. e Hughes et al (1980,1973 apud BEGUM,2016)
explicaram que  camada de peptidoglicano e 4cidos teicoico
contribuiram para a ligacdo de ions de metais (tais comoNa e Ca) a
parede celular. Isto poderia explicar por que ndo hd inibicdo de
crescimento para S. aureus, ja que sitios de ligacdo de metal presentes
na parede da célula promovem fixagdo sobre a superficie de particulas
de 45S5 Bioglass.

Em contrapartida, Munukka et al.(2007), testaram concentracdes
de 100mg/ml, 50mg/ml, 25mg/ml, 12,5mg/ml e 6,25mg/ml de diferentes
tipos de pd de biovidro dissolvidos em meios de cultura adequados,
como o Agar, Tryptone Soy Broth (TSB) and Fastidious Anaerobe Broth
(FAB). Em sua pesquisa, ndo houve diferenca significativa entre
bactérias gram-negativas e gram-positivas, sendo que todos os tipo de
biovidro tiverem resposta antibacteriana na concentracdo de 100mg/ml.
Na concentracdo de 25mg/ml , Neisseria meningitidis perdeu totalmente
sua viabilidade ap0s 24h, e com as espécies de Streptococcus sp., a
viabilidade foi totalmente perdida em torno de 24-72h.

Begum et al.(2016), realizaram uma pesquisa com o intuito de
verificar a eficacia antibacteriana do 45S5 Bioglass sob uma variedade
de condigdes clinicas relevantes,como o contato direto ou indireto,efeito
dos produtos da dissolucdo em estado movimentado ou e estatico, e
elevacdo ou neutralizacdo do pH, por exemplo. Foi concluido que
S.aureus teve maior taxa de adesdo nas particulas do biovidro, porém
estas ndo obtiveram um forte efeito antibacteriano contra essa espécie.
Entretanto, sob condigdes movimentadas, ndo estaticas, o efeito
antibacteriano foi forte contra E.coli. Assim como ja era esperado, o pH
se tornou mais alcalino com o aumento da concentracédo de particulas de
biovidro na solugdo. Em condi¢des de pH neutralizado, sob situacéo
estatica ou movimentada, o contato direto das particulas de biovidro ndo
tiveram atividade antibacteriana, assim como os produtos da dissolucao
das particulas do 45S5, contato indireto, também ndo tiveram. Este
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resultado foi aplicado no estudo in vivo de Xie et al. ( 2009 apud
BEGUM et al.,2016), no qual o sistema tampdo do corpo humano
inativa a atividade antibacteriana das particulas do 45S5 Bioglass por
impedir o0 aumento suficiente do pH para tal.
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