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RESUMO

As lesdes da perimplantite se ndo tratadas propriamente podem levar G
reabsorcdo Ossea e consequUente perda do implante. Os implantes com
superficie rugosa apresentam melhor resposta do tecido dsseo e melhor
ancoragem, entretanto facilitam a formacdo de biofime sobre sua
superficie, dificultando o tratamento da perimplantite. Diversos métodos de
limpeza da superficie do implante tém sido descritos, porém podem danificar
sua superficie ou gerar resisténcia a longo prazo. A terapia fotodin@mica
(PDT) surge como uma opc¢do vidvel e de baixo custo para o tfratamento da
perimplantite. O objetivo deste estudo in vitro foi analisar a
descontaminacdo bacteriana da superficie de implantes por meio da
terapia fotodin@mica. 60 implantes dentdrios (TiUnite — Nobel) foram
igualmente divididos (n=10) em 4 grupos e 2 subgrupos. Em G1 ndo houve
descontaminacdo (controle negativo), enquanto em G2 readlizou-se a
descontaminacdo pelo método tradicional com gluconato de clorexidina a
0,12% (controle positivo). G3 (PDT — laser+corante) e G4 (sem corante) foram

divididos em dois subgrupos cada, sendo que em G3a e G4a utilizou-se a PDT



por 3 minutos, G3b e G4b por 5 minutos. Apds 5 minutos em contato com o
corante azul de metileno a 0,01% (G3), os implantes foram irradiados (G3 e
G4) com laser diodo de baixa poténcia (AsGaAl, 660 nm, 30 mW) por 3 ou 5
minutos (7,2 e 12 J). Apds diluicdes seriadas, os meios de cultura foram
mantidos em atmosfera de anaerobiose por uma semana, e entdo realizada
a contagem das unidades formadoras de coldnias para cada grupo. Os
testes estatisticos de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney mostraram haver
diferenca significante (p<0,001) entre G1 e os demais grupos, bem como G4
comparado com G2 e G3. Melhores resultados de descontaminacdo foram
obtidos para G2 e G3, sem diferenca estatisticamente significante entre si. Os
resultados obtidos neste estudo sugerem que a terapia fotodindmica pode
ser considerada um método eficaz para reducdo bacteriana em superficies
de implantes e que somente a iradiacdo laser, sem a associacdo do

corante, foi menos eficiente (p<0,001) que a PDT.

Palavras-Chave: Implante  dentdrio, Lasers, Terapia Fotodindmica,

Descontaminacdo, Clorexidina, Azul de metileno.



Marotti J. Decontamination of dental implants surfaces by photodynamic
therapy [Dissertacdo de Mestrado]. SGo Paulo: Faculdade de Odontologia
da USP; 2008.

ABSTRACT

If periimplantitis lesions are not properly treated, they can lead to bone
resorption and loss of the implant. Implants with rough surface present better
results and anchorage, however, they can facilitate biofilm formation on their
surface, making the treatment of periimplantitis more difficult. Several surface
debridement methods have been reported, however, some of them can
injury the implant surface or create bacterial resistance in a long term follow-
up. The photodynamic therapy (PDT) is a viable and low-cost option for
tfreatment of periimplantitis. The aim of this in vitro study was to analyze the
decontamination of implant surfaces by means of photodynamic therapy. 60
dental implants (TiUnite — Nobel) were equally distributed (n=10) into 4 groups
and 2 subgroups. At G1 group there was no decontamination (negative
confrol), while in G2 the decontamination was made through the
conventional method with chlorhexidine gluconate 0.12% (positive control).
G3 (PDT - laser+dye) and G4 (without dye) were divided in two subgroups
each; while in G3a and G4a PDT was carried out for 3 minutes, G3b and G4b,
was for 5 minutes. After five minutes in contact with methylene blue 0,01% dye

(G3), the implants were irradiated (G3 and G4) with a diode low-power laser



(AsGaAl, 660 nm, 30 mW) for 3 or 5 minutes (7.2 and 121J). After the dilutions,
the culture media were kept in anaerobiosis atmosphere for one week, and
then the counting of bacteria colonies was done for each group. The
statistical tests of Kruskal-Wallis and Mann-Whitney showed significant
difference (p<0,001) between G1 and other groups, as well as G4 compared
with G2 and G3. Better results of decontamination were obtained in G2 and
G3, with no statistical significance between them. The results of this study
suggest that the photodynamic therapy can be considered an efficient
method of bacteria reduction of implants surfaces, and only the laser

iradiation, without dye association, was less efficient (p<0,001) than PDT.

Keywords: Dental implantation, Lasers, Photodynamic  therapy,
Decontamination, Chlorhexidine, Methylene Blue.
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1 INTRODUCAO

Vdarios fatores etioldgicos estdo associados com a perda do implante
dental, como erro no planejamento e/ou ato cirdrgico, cargas oclusais
prematuras e, principalmente, infeccdes perimplantares (KLOKKEVOLD;

NEWMAN, 2000).

A perimplantite € uma doenca infecciosa que afeta os tecidos
perimplantares, como a gengiva e osso de suporte. E uma infeccdo local e
relativamente superficial, causada por uma microflora especifica bem
conhecida que se estabelece na superficie do implante, cujos sinais e
sinfomas sdo muito parecidos com os da periodontite (ERICSSON et al., 1996;
MOMBELLI; LANG, 1998). As lesdoes da perimplantite sdo caracterizadas por
inflamacdo da gengiva, migracdo apical do epitélio juncional e exposicdo
das roscas do implante ao ambiente oral, gerando bolsas periodontais. Se
ndo tratada propriamente, pode levar a reabsor¢cdo dssea e consequente

perda do implante (HAYEK et al., 2005; KELLER; BRAGGER; MOMBELLI, 1998).

Os implantes com fratamento de superficie apresentam melhor
resposta do tecido dsseo e melhor ancoragem necessitando de maior torque
para remocgdo (HENRY, 2000) por aumentar a drea de contato osso/implante
(ALBREKTSSON; SENNERBY, 2000; LAZZARA et al., 1999). Aléem disso, todo
tratamento que aumente a rugosidade da superficie dos implantes aumenta

também a camada de oxido de ftitGnio, que é um dos fatores mais
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importantes no processo de adesdo e diferenciacdo celular (KELLER et al.,

2003; LI et al., 2002; MALUF et al., 2007).

Visando acelerar o processo de osseointegracdo dos implantes, foram
desenvolvidos diversos tipos de tfratamentos da superficie dos implantes, que
podem ser divididos em fratamentos por adicdo (eletfroquimico, plasma de
titnio) ou subtracdo (ataque dacido, jateamento abrasivo, irradiacdo com
laser) e/ou associacdo entre as técnicas. Enfretanto, as superficies tfratadas,
por terem maior rugosidade e porosidades, permitem maior acUmulo de
bactérias, dificultando a manutencdo da saude periimplantar (MALUF et al.,

2007).

Diversos métodos de limpeza da superficie do implante tém sido
descritos, objetivando evitar a perda dos implantes: solucdo de clorexiding,
dcido citrico, jateamento abrasivos, ultrassom, fratamentos mecdnicos com
curetas, entre outros. Todavia, alguns métodos de limpeza podem danificar a
superficie do implante. A administracdo sistémica de antibidticos € vdlida
durante a fase do fratamento, mas pode gerar resisténcia a longo prazo

(DORTBUDAK et al., 2001).

Um dos métodos atualmente utilizados € o uso de solucdo de
gluconato de clorexidina a 0,12%, mas com resultados ainda insatisfatérios
(EMILSON, 1977; HAYEK et al., 2005; THOMAS et al., 2000). O gluconato de
clorexidina € uma solucdo anfi-séptica que combate, principalmente,
bactérias Gram positivas (G+), sendo pouco eficaz contra Gram negativas

(G-). Tem ac¢do bactericida e bacteriostatica (EMILSON, 1977; THOMAS et al.,



21

2000). Entretanto, seu uso confinuo ou em concenfracdes mais elevadas
pode levar a um aumento da resisténcia bacteriana, devido d adaptacdo
fisiologica da parede celular para prevenir a entrada do biocida, conforme
citado por Thomas et al. (20000 em um estudo com Pseudomonas

aeruginosa.

Uma nova técnica para descontaminacdo da superficie dos implantes
é o tratamento com laser. Na Medicina e na Odontologia os lasers tém sido
utilizados como meio de diagndstico e tratamento de vdrias doencas,
principalmente por seus efeitos contra microorganismos em preparos
cavitdrios, na reducdo bacteriana infracanal e de bolsas periodontais. Os
lasers mais utilizados em Odontologia para esse fim sdo os de alta poténcia
(neodimio, érbio, diodo e CO3), enfretanto, podem causar um aumento de
temperatura indesejavel intrapulpar ou no ligamento periodontal, levando a
reabsorcoes 6sseas ou necrose pulpar, quando os parémetros utilizados ndo
sdo corretamente controlados. Outra desvantagem dos lasers de alta
poténcia é o alto custo dos equipamentos (STUBINGER et al., 2005; YAMADA

JR et al., 2004; YEH; JAIN; ANDREANA, 2005).

Por outro lado, os lasers de baixa poténcia ndo provocam efeito
térmico significativo, ndo danificam a estrutura do implante e, quando
associados a corantes, geralmente exdgenos, podem produzir morte
microbiana. Este processo &€ conhecido por Terapia Fotodindmica ou PDT

(Photodynamic Therapy) (YAMADA JR et al., 2004).
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A PDT consiste na associacdo de um agente fotossensibilizante e uma
fonte de luz objetivando-se a morte celular (utilizada em tratamento de
tumores). O mecanismo de acdo acontece quando o agente
fotossensibilizante absorve os fétons da fonte de luz e seus elétrons passam a
um estado excitado. Na presenca de um substrato, como o oxigénio ou a
dgua, o agente fotossensibilizante transfere a energia ao substrato ao
retornar para seu estado natural, formando espécies de vida curta e
altfamente reativas, como o oxigénio singleto, que podem provocar sérios
danos a microorganismos via oxidacdo irreversivel de componentes
celulares. Vdrios autores relatam danos d membrana celular, as mitocdndrias
e ao nucleo celular. A acdo seletiva da PDT, por ndo afetar as células sadias,
& uma das mais importantes caracteristicas dessa terapia (DORTBUDAK et al.,

2001; HAYEK et al., 2005; YAMADA JR et al., 2004).

Para este estudo foi escolhido o corante azul de metileno por suas
propriedades de baixa toxicidade, potencial antimicrobiano, ndo apresenta
intferacdo medicamentosa, aplicacdo tdépica ou intravenosa, solubilidade
em dgua, lavavel, ndo causa manchamento nos tecidos nem nos
componentes protéticos, baixo custo e ter absorcdo na faixa do vermelho
do espectro elefromagnético entre 600 e 660nm. Além disso, seu uso e
beneficios estdo amplamente divulgados na literatura, sendo utilizado na
drea médica hd mais de 100 anos (TEICHERT et al., 2002; USACHEVA;

TEICHERT; BIEL, 2001).
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Apesar de estudos de PDT terem sido feitos objetivando a
descontaminacdo da superficie de implantes, ndo hd ainda um consenso na
literatura sobre qual pardmetro de irradiacdo na PDT seria ideal para uma

melhor descontaminacdo bacteriana.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Periimplantite

Para o sucesso da reabilitacdo com implantes dentdrios € necessario,
antes de tudo, que o implante esteja osseointegrado e assim o permaneca.
Para isso, alguns fatores determinam o sucesso do tratamento: indicacdo,
planejamento, condicdo sistémica do paciente, qualidade e quantidade de
0ssO na drea que receberd o implante, tipo da superficie do implante,
técnica e habilidade cirdrgica, higiene bucal e controles periddicos
(GEORGE et al., 1994).

Assim como nos dentes naturais, ndo havendo manutencdo de uma
adequada higiene oral, os implantes dentdrios sdo acometidos por infeccdo
bacteriana, a perimplantite. Enquanto a mucosa perimplantar difere da
gengiva em relacdo a sua vascularizacdo, confeudo de coldgeno e
disposicdo das fibras do tecido conectivo, a resposta d inflamagdo é similar
(BERGLUNDH et al., 1992). Mombelli e Lang (1998) descrevem a
perimplantite como uma doenca que afeta os tecidos perimplantares,
cComo a gengiva e 0sso de suporte, sendo uma infeccdo local causada por

uma microflora especifica. Os sinais clinicos que se destacam sdo:
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inflamacdo do tecido mole, sangramento, supuracdo a sondagem e perda
6ssea avancada (PERSSON et al., 2001).

Vale ressaltar a diferenca entre “peri-mucosite” (ou “mucosite
perimplantar”) e “periimplantite”. Enquanto a primeira refere-se a uma
inflamacdo reversivel dos tecidos moles ao redor dos implantes sem perda
6sseq, a segunda refere-se a inflamacado irreversivel dos tecidos de suporte
periimplantar. Assim, a “peri-mucosite” corresponderia & gengivite, enquanto
a “perimplantite”, a periodontite (RENVERT; ROOS-JANSAKER; CLAFFEY, 2008).

O diagndstico da perimplantite € um desafio clinico e estd baseado
nos tecidos ao redor do implante (MISCH, 1993; MOMBELLI, 1997; MOMBELLI;
LANG, 1998). Os aspectos comumente monitorados sdo: dor, fixacdo rigida,
profundidade a sondagem, indice de sangramento, avaliacdo radiografica
da perda 6ssea e som a percussdo (MEFFERT; LANGER; FRITZ, 1992; MISCH,
1993; MOMBELLI, 1997; MOMBELLI; LANG, 1998). Os sinais da perimplantite
variom desde sangramento a suave sondagem, bolsas periimplantares
maiores que 4 mm, perda da crista dssea, até supuracdo, mobilidade e dor.
Neste estdgio da doenca, pode ser muito tarde para iniciar o tratamento
preventivo e/ou corretivo para restabelecimento do implante a funcdo
(NOROWSKI; BUMGARDNER, 2008).

Alguns autores relatam que a incidéncia da periimplantite pode variar
de 03 a 10,3%, dependendo da metodologia de andlise ufilizada
(BERGLUNDH; PERSSON; KLINGE, 2002; ESPOSITO et al., 1998; LANG et al.,
2004). Enfretanto, essa incidéncia tende a aumentar em virtude do maior

nUumero de usudrios de proteses implanto-suportadas (JEPSEN et al., 1996).
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Evidéncias recentes, em relacdo a dindmica da colonizacdo ao redor
dos implantes, salientaom a importdncia do confrole da infeccdo
anteriormente a instalacdo do implante no paciente parcialmente dentado
(HEITZ-MAYFIELD, 2008). A microflora do sulco perimplantar é estabelecida de
30 minutos a duas semanas apos colocacdo do implante e € praticamente a
mesma em relacdo aos dentes adjacentes (FURST et al., 2007; QUIRYNEN et
al., 2006). Mesmo em pacientes totalmente edéntulos com histérico de
extracdo dentdria recente, €& possivel enconfrar os microorganismos
provenientes de uma prévia periodontite, sugerindo que os patdgenos
periodontais podem ficar retidos por um periodo prolongado em sitios
edentados, facilitando a recolonizacdo e comprometendo a saude dos
tecidos apos a instalacdo dos implantes (EMRANI; CHEE; SLOTS, 2008).

O acumulo e desenvolvimento do biofiime na superficie do implante é
a principal causa (aliada ou ndo a fatores agravantes, como carga oclusal
excessiva) da perimplantite (LEONHARDT; DAHLEN; RENVERT, 2003; RENVERT;
ROOS-JANSAKER; CLAFFEY, 2008; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005) . Essa rapida
colonizacdo do tecido perimplantar tem sido associada principalmente s
bactérias Gram-negativas (MOMBELLI; LANG, 1998; PONTORIERO et al., 1994;
QUIRYNEN et al., 2006), incluindo Porphiromonas gingivalis, Tanerella forsythia
e Treponema denticola, causando a periimplantite. Por outro lado, bactérias
Gram-positivas sdo predominantes em sifios perimplantares sauddveis
(MOMBELLI; LANG, 1998). Curiosamente, alguns estudos identificaram
bactérias presentes na perimplantite que ndo sdo comuns na cavidade oral

como S. aureus (KRONSTROM, SVENSON et al., 2001; LEONHARDT; RENVERT;
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DAHLEN, 1999). A identificacdo dos microorganismos presentes ird implicar na
escolha da estratégia para o fratamento da periimplantite (HEITZ-MAYFIELD,

2008).

2.1.1 Tratamentos convencionaqis propostos

O ftratamento da perimplantite inclui fécnicas ndo-cirdrgicas,
cirirgicas ou a combinacdo de ambas, de acordo com as necessidades
especificas de cada caso. Uma abordagem ndo-cirdrgica envolve a
administracdo local ou sistémica de antibidticos, tratamentos quimicos
(solucdes anti-sépticas) e mecdénicos (curetagem, raspagem, jateamento
abrasivo), além da instrucdo de higienizacdo. Ndo sendo suficientes tais
medidas, € indicado fratamento por meio de acesso cirdrgico, com abertura
de retalho, cujo objetivo é ter facil acesso ao local da lesdo para terapia de
descontaminacdo (quimica e mecdnica), reparacdo do defeito dsseo
(regeneracdo 6ssea guiada) e de tecido mole (enxerto gengival) (FRANCIO
et al., 2008; KLINGE; GUSTAFSSON; BERGLUNDH, 2002; KOTSOVILIS et al., 2008;
LINDHE; MEYLE, 2008; MOMBELLI; LANG, 1998; NOROWSKI; BUMGARDNER,
2008; ROOS-JANSAKER, RENVERT; EGELBERG, 2003; SALVI et al., 2007).

Um consenso foi proposto por Lang et al. (2004) com recomendacoes

de procedimentos clinicos em relagcdo a sobrevida e complicagcdes dos
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implantes dentdrios, que denominaram CIST (Terapia de Suporte Cumulativa
e Interceptiva). Esse protocolo incluiu quatro modalidades de tratamento: A
= raspagem mecdnica e polimento; B = fratamento anfi-séptico; C =
tratamento antibidtico; D = cirurgia regenerativa ou ressectiva. Para o
protocolo B indicou-se o uso de digluconato de clorexidina a 0,1% e 0,2%,
bochechos por 30 segundos com 10 mL, aplicacdo de gel de clorexidina
0,2% ou irrigacdo com clorexidina 0,2%, duas vezes ao dia, de 3 a 4 semanas.
O protocolo C incluiu ornidazol (1000 mg/dia) ou metronidazol (250 mg trés
vezes por dia) por 10 dias, ou uma combinacdo de amoxicilina (375 mg trés
vezes ao dia) com metronidazol (250 mg trés vezes ao dia) por 10 dias. Foi
adotado tfratamento antibidtico local com uso de fibras de tetraciclina e
microesferas de minociclina. No tratamento cirlrgico, utilizou-se apenas
barreiras de membranas ou combinadas ao enxerto ésseo autdgeno. O
tratamento ressectivo pode ser considerado quando o defeito perimplantar
ndo for apto a receber tratamento regenerativo. Em regides que a
profundidade de sondagem €& menor ou igual a 3 mm, ndo havendo
presenca de biofiime e sangramento, o tratamento ndo € necessdrio, porém
se o biofime e sangramento estdo presentes &€ preciso usar o protocolo A.
Quando a profundidade de sondagem for de 4 a 5 mm, utiliza-se o protocolo
A+B. O mesmo protocolo € empregado quando a profundidade de
sondagem & maior que 5 mm, apresenta sangramento a sondagem e ndo
hd perda dssea. Quando a profundidade de sondagem for maior que 5 mm,

existir sangramento d sondagem e a perda éssea for menor ou igual a 2 mm,
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o profocolo sugerido € A+B+C, mas se a perda 6ssea for maior que 2 mm o
protocolo indicado é A+B+C+D.

Renvert et al. (2008), em uma revisdo sistemdatica da literatura, citaram
24 estudos sobre abordagens ndo-cirirgicas para o tratamento da
perimplantite e concluiram que tais medidas ndo foram efetivas. Esses
resultfados confirmam dados publicados pela 69 Reunido da Academia
Européia de Periodontia, em 2008, sobre consenso do tfratamento da doenca
periimplantar (LINDHE; MEYLE, 2008). Sendo a principal causa da doenca a
presenca de bactérias, € importante implementar medidas terapéuticas
antfi-infeccdo e que a terapia ndo-cirdrgica tem resultados imprevisiveis.
Além disso, os autores reportaram que ainda sdo limitadas as evidéncias
sobre a real efetividade da administracdo de antibidticos via sistémica.

Objetivando avaliar o efeito de antibidticos sistémicos para o
tratamento da perimplantite, Ericsson et al. (1996) instalaram 30 implantes na
mandibula de cinco cdes e, apods inducdo da lesdo por ligaduras, os animais
foram separados em dois grupos onde ambos receberam doses de
amoxicilina e metronidazol durante 21 dias, porém sé no grupo teste foi
realizado retalho para debridamento e aplicacdo de delmopinol. Os autores
relataram que somente a anfibioticoterapia ndo foi capaz de eliminar a
lesdo perimplantar. Além disso, observou-se que houve falha na re-
osseointfegracdo devido a uma estreita cdpsula de tecido conjuntivo fibroso
que se interpds entre a superficie do implante e o osso neoformado. Este

achado também foi descrito nos estudos de Persson et al. (1996, 1999, 2001).
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Um estudo in vivo (MOMBELLI et al., 2001) avaliou a efetividade da
administracdo local de tetraciclina para tfratamento da perimplantite. Foram
selecionados 25 pacientes, sendo que 30 implantes com evidéncia
radiogrdfica de perda &éssea circunferencial e profundidade a sondagem
>5mm foram fratados por meio de insercdo de fibras de tetraciclina
hidrocloreto nas bolsas perimplantares e permaneceram in situ por 10 dias.
Foi realizada uma andlise microbiolégica, radiogrdfica, indice de biofime,
grau de inflamacdo e profundidade a sondagem. Houve reducdo da
profundidade a sondagem de 6,0 para 4,1 mm (P<0,001), reducdo do indice
de sangramento (P<0,001), reducdo ndo significante do defeito d6sseo e
reducdo bacteriana (P<0,001). Os autores concluiram que a ferapia feve
efeito positivo em relacdo aos par@metros clinicos e microbioldgicos, desde
que a lesdo perimplantar ndo esteja em estado avancado.

Um estudo clinico avaliou por 12 meses a eficdcia da administracdo
de microesferas de minociclina hidrocloreto 1Tmg (Arestin®) em casos de
periimplantite. Antes da utilizacdo das microesferas, foi realizado instrucdo de
higienizacdo, raspagem com curetas de fibra de carbono, polimento com
taca de borracha e aplicacdo de clorexidina gel a 0,2% duas vezes ao dia.
Para deteccdo da presenca de bactérias utilizou-se método de hibridizacdo
de DNA durante os 360 dias da terapia. Concluiu-se que houve eficdcia a
longo prazo somente sobre a espécie A. actinomycetemcomitans (PERSSON
et al., 2006).

As esferas de minociclina foram novamente utilizadas em um estudo

recente, no grupo controle houve aplicacdo tépica de gel de clorexidina a
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0.2%. Em ambos os grupos realizou-se debridacdo mecdnica prévia. O
tratamento foi promovido no primeiro dia, apds 30 e 90 dias. Os pacientes
foram acompanhados apds 10 dias, 1, 3, 6, 9 € 12 meses. Os resultados
mostraram que a minociclina foi significativamente melhor que a clorexidina
em relacdo a profundidade a sondagem nos dias 30, 90 e 180, mas ndo
houve diferenca entre os grupos em relacdo 4 reducdo bacteriana.
Concluiu-se que o uso das microesferas de minociclina sdo benéficas para o
tratamento da perimplantite, entretanto a terapia deve ser repetida
(RENVERT et al., 2008).

Outro antibidtico toépico analisado foi o Atridox™ que libera a
doxiciclina lentamente. A andlise foi readlizada, apds debridamento
mecdnico e instrucdo de higienizacdo, inicial e apds 18 semanas por meio
de indice de sangramento 4 sondagem e profundidade da bolsa
perimplantar. Os pacientes que fiveram o medicamento adicionalmente ao
tratamento convencional apresentaram menor profundidade da bolsa
perimplantar, entretanto, observou-se maior indice de sangramento &
sondagem (p=0,001). Os autores concluiram que a aplicacdo do Atridox™
apresentou beneficios significativos a curto prazo quando associada ao
debridamento mecdanico (BUCHTER et al., 2004).

Em uma revisdo de literatura realizada por Roos-Jansaker et al. (2003)
houve um consenso sobre a importdncia, na ferapia inicial, das orientacdes
de higiene bucal, raspagem supra e subgengival, ajustes oclusais e
tratamento antimicrobiano tépico. A administracdo de antibidticos via

sistémica também é recomendada no tratamento da periimplantite, se
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necessdria. Para reducdo de bolsas profundas, que ndo foram resolvidas
apenas com a terapia inicial, sugeriu-se raspagem em campo aberto com
plastia ossea e reposicionamento apical do retalho. Também foram
recomendados o alisamento da superficie do implante e sua desintoxicacdo
guimica com agentes, que podem ser jato de carbonato de sdédio abrasivo,
dcido citrico ou um agente anfimicrobiano. O frafamento regenerativo foi
sugerido em defeitos de duas ou frés paredes, circunferenciais e de
deiscéncia, associando o uso de membranas com enxertos 0sseos.

No estudo de Mombelli e Lang (1998), os efeitos da irrigacdo com
clorexidina a 0,12% ndo demonstraram eficdcia em pacientes com
perimplantite com profundidade de sondagem maior que 3 mm. O uso de
agentes anfimicrobianos sistémicos combinados com irrigacdo de
clorexidina 0,5% nos sitios de bolsas maiores que 3 mm se mostrou efetivo
contra bactérias anaerdbias estritas, e houve uma diminuicdo imediata nos
indices de sangramento. A instrumentacdo mecdnica realizada com curetas
pldsticas, ou sistemas de jato de ar abrasivos, ou polimento com tacas de
borracha e pedra-pomes, foi o método que deixou a superficie mais polida.
Somente apds o processo inflamatdrio da perimplantite estar controlado
deve ser realizada a melhora ou o restabelecimento da osseointegracdo
com uso de procedimentos regenerativos. Os autores sugerem que 0s
antfibidticos e agentes anti-sépticos devem ser empregados para evitar nova
infeccdo no local da regeneracdo. A regeneracdo tecidual guiada também
foi utilizada para diminuir os defeitos dsseos, mas na presenca de patdgenos

periodontais nNndo houve sucesso. A incompleta descontaminacdo da
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superficie foi vista como o maior obstdculo para o desenvolvimento de 0sso
no local do implante exposto.

Testando a efetividade de um novo aparelho de ultrassom (sistema
Vector®), Karring et al. (2005) trataram 11 pacientes, sendo que cada um
possuia dois implantes acometido pela perimplantite. Em um implante foi
realizado tratamento por meio de curetas de fibra de carbono, enquanto
que no outro foi utilizado o sistema Vector®. Nova sessdo de debridamento
foi redlizada apds trés meses. Apds 3 e 6 meses de acompanhamento,
notou-se pouca melhora no indice de biofime ao redor de ambos os grupos
(p>0,1). No sexto més, quatro individuos do grupo teste e apenas um do
grupo confrole ndo apresentaram mais sangramento a sondagem. Ndo
houve diferenca entre os grupos em relacdo ao nivel 6sseo e profundidade
a sondagem apos 6 meses.

Leonhardt, Dahlen e Renvert (2003) avaliaram a associacdo da
técnica cirirgica com tratamento antimicrobiano para fratamento da
perimplantite. Foram selecionados nove pacientes parcialmente dentados
diagnosticados com periimplantite, submetidos a cirurgia para exposicdo da
superficie dos implantes que foram tratados com perdxido de hidrogénio a
10%. Receitou-se aos pacientes antibidtico via sistémica de acordo com o
tipo de bactéria presente em cada caso e bochecho com digluconato de
clorexidina 0,2% duas vezes ao dia. O tratamento foi avaliado clinica,
microbiolégica e radiograficamente apds 6 meses, 1 e 5 anos. Os resultados
mostraram que foram perdidos 7 dos 26 implantes, apesar da significativa

reducdo do indice de biofime e sangramento. Quatro implantes
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continuaram a perder 0sso, hove ndo se alteraram e seis tiveram ganho
6sseo. Os autores concluiram que, apesar da terapia combinada de

tratamento e retfratamento, apenas 58% dos implantes obtiveram sucesso.

2.2 Superficies dos implantes dentarios

Em relacdo & superficie, os implantes podem ser classificados em: liso
(sem tratamento de superficie) ou rugoso (com tratamento de superficie). Os
implantes de superficie lisa sdo apenas usinados, com a vantagem de
dificultarem a colonizacdo bacteriana. Pelo mesmo motivo, j& os implantes
com tratamento de superficie, por serem mais rugosos, ao mesmo tempo em
que facilitam a adesdo dos osteoblastos, ofimizando o processo de
osseointegracdo, permitem maior acumulo de bactérias, viabilizando o
desenvolvimento da periimplantite (MALUF et al., 2007).

Superficies rugosas expostas ao meio bucal sdo mais propicias a
adesdo e a formacdo do biofime e sua maturacdo, e superficies com alta
energia acumulam mais bactérias, por estabelecer ligacdes mais eficazes. A
cinética de colonizacdo e maturacdo é acelerada, aumentando o risco de
patologias. Embora ambas varidveis devam ser consideradas, a rugosidade
suplanta a energia livre de superficie. Com relacdo ao meio subgengival,

com maiores facilidades para sobrevivéncia de microrganismos anaerdbios
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estritos, a importédncia das caracteristicas de superficie parece ser pequena.
Porém, a influéncia da rugosidade e da energia livre das superficies no
aumento da retencdo e acUmulo do biofime supra-gengival € bem
estabelecida, apesar de ser menos dbvia em pacientes com boa higiene
oral. Nesse caso, apds alguns dias de formacdo do biofime sem
interferéncias, superficies rugosas abrigardo uma maior proporcdo de
organismos moveis e espiroquetas (QUIRYNEN; BOLLEN, 1995).

Dentre os implantes rugosos, os fratamentos de superficie podem ser
divididos em: fratamento por adicdo (plasma de fitnio, plasma de
hidroxiapatita), subtracdo (ataque dcido, laser, jateamento de areiq,
zirconia e oxido de aluminio) ou a combinacdo entre eles (COELHO et al.,
2008; LI et al., 2002; MALUF et al., 2007; WENNERBERG, 2003).

A topografia da superficie do implante, sua rugosidade e ainda a
orientacdo e o formato das iregularidades da superficie, estdo relacionadas
a manutencdo da osseointegracdo a longo prazo (KIM et al., 2003; ONG;
CARNES; BESSHO, 2004). O aumento da rugosidade da superficie dos
implantes facilita a retencdo do codgulo, promove um aumento da drea de
contato com o tecido 6sseo adjacente, aumenta a presenca de tecido
6sseo na interface e aumenta a molhabilidade da superficie, afetando
diretamente a adsorcdo das proteinas depositadas na superficie. Além disso,
facilita a aderéncia e locomocdo das células, melhorando a interacdo
bioldgica e biomecdénica do implante com tecido ésseo (BUSER et al., 1991;
DAVIS, 1998; LE GUEHENNEC et al., 2007; PIATTELLI et al., 1998; RAGHAVENDRA;

WOOD; TAYLOR, 2005; TRISI; KEITH; ROCCO, 2005; WENNERBERG et al., 1995).
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Segundo Kasemo e Lausmaa (1988), os metais para implantes tém sido
selecionados com base em suas propriedades biomecdénicas e fisico-
quimicas. O aspecto de maior importGncia a resposta tecidual e a
infroducdo de um material estranho no organismo, independentemente do
metal, € a sua superficie, que entra em contato direto com os tecidos,
podendo influenciar diretamente a sua biocompatibilidade. E a camada de
oxidos da superficie que mantém contato com o tecido e ndo o metal
propriamente dito. As células ndo se ligam diretamente ao implante, mas sim
as glicoproteinas extracelulares que estdo adsorvidas & superficie do éxido.

O corpo do implante é de titGnio puro (99.75%) com pequenas
quantidades de ferro (0,05%), oxigénio (0,10%), nitrogénio (0,03%), carbono
(0,05%) e hidrogénio (0,012%). Durante a producdo do implante e no
processo de limpeza, uma camada de oxido imediatamente se desenvolve
em sua superficie. Essa camada é de extrema importéncia, uma vez que
determina suas propriedades das superficies. A molécula bioldégica que se
aproxima do implante encontra com um o6xido de metal, e ndo com uma
superficie metdlica (JOHANSSON et al., 1989; ZHAO et al., 2005).

De acordo com Sykaras et al. (2000), o titénio interage com os fluidos
bioldgicos por uma camada de dxido altamente estdvel, que forma a base
da sua excelente biocompatibilidade. A camada de éxidos superficiais que
recobre os implantes atua como fator determinante na interacdo entre osso
e implante, e ndo o titanio propriamente dito (MEFFERT; LANGER; FRITZ, 1992).
Quando a superficie do titanio é exposta ao ar, apds a usinagem, a camada

de 6xido comeca a se formar imediatamente até alcancar uma espessura
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de 2 a 10um em torno do primeiro segundo, conferindo a resisténcia a
corrosdo do fitdnio em contato com os tecidos. O titdnio se tornou o material
de escolha para a fabricacdo dos implantes enddsseos em virtude da
camada de oxido ter alta passividade (ndo se altera em condicoes
fisiologicas), espessura controlada; rdpida formacdo; habilidade em se
reparar instantaneamente, se danificada, resisténcia ao ataque quimico; e
modulo de elasticidade compativel ao do osso (SYKARAS et al., 2000).

Durante a confeccd@o de um implante de titGnio, o metal passa por
processos de fresagem com lubrificantes e refrigerantes, manipulacdo,
contato com ar e preparo da superficie, incorporando contaminantes G
camada mais externa da superficie do oxido. Comumente, pequenas
quantidades de carbono, cdlcio, cloro, enxofre, nitrogénio sdo encontradas
nas superficies dos implantes. Por ndo se conhecer bem a influéncia dessas
pequenas quantidades de contaminantes sobre a osseointegracdo, é
aconselhdvel manter um alto nivel de limpeza da superficie dos implantes
(KASEMO; LAUSMAA, 1988; MEIRA; ARGENTO; CAMPQOS, 2001).

E consenso na literatura que a rugosidade superficial dos implantes
dentdrios otimiza o processo de osseointegracdo, quando comparado aos
implantes de superficie lisa, ao estimular a adesdo e proliferacdo dos
osteoblastos devido ao maior contato do codgulo com a superficie durante
a fase inicial da reparacdo tecidual (LE GUEHENNEC et al., 2007; LINDHE;
KARRING; LANG, 2005; PARENTE et al.,, 2007; SCHWARTZ; NASAZKY; BOYAN,
2005). Todavia, diversos estudos demonstram que o acUmulo do biofime

bacteriano na superficie rugosa de um implante exposto a cavidade bucal é
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significativamente maior que nos implantes de superficie lisa (ELTER et al.,
2008; LINDHE; KARRING; LANG, 2005; MOMBELLI; LANG, 1992; PARENTE et al.,
2007; TEUGHELS et al., 2006).

Um estudo em cdes avaliou a osseointegracdo de quatro diferentes
tipos de superficie de implantes (lisa, fratada com spray de plasma e titénio,
jato de areia + condicionamento dcido e spray de plasma de titénio
associada a uma perfuracdo mimetizando a furca) apds inducdo da
perimplantite. Todos os implantes foram submetidos a aplicacdo tdpica
didria de clorexidina 0,12%, antibioticoterapia com metronidazol por 10 dias
e debridamento local. Os implantes com superficie tratada por jato de areia
+ condicionamento dacido obtiveram maior sucesso na osseointegracdo
(75,7%), seguido pelos grupos com superficie tfratadas com plasma de titdnio
(68,1%) e superficie lisa (61,8%). O grupo com superficie tratada com spray
de plasma de titénio associada a perfuracdo ndo participou das andlises
devido & perda e infeccdo dos implantes. Os autores concluiram que apesar
das superficies fratadas apresentarem  maior porcentfagem de
osseointegracdo, ndo houve diferenca significativa entre os grupos para
todos os tipos de superficie (WETZEL et al., 1999).

Zitzmmann et al. (2002) avaliaram a influéncia do tipo de superficie (lisa
ou tratada, por condicionamento dcido) do pilar protético de implantes
sobre a formacdo do biofime em cdes. Apods seis meses da instalagdo do
biofime, as bidpsias foram obtidas para andlise de medidas morfo e
histométricas. Os resultados mostraram que ndo houve influéncia do tipo de

superficie do pilar protético em relacdo ao tamanho, localizacdo e
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composicdo do biofime formado, confirmando os resultados obtidos por
Quirynen et al. (1993).

Diferentes ftipos de superficie de implantes podem influenciar na
composicdo e atividade do biofime, conforme um estudo de Groessner-
Schreiber et al. (2004). Amostras de titdnio puro, revestida com TiN ou ZrN
foram submetidas por 60 horas ao meio bucal e analisado o nUmero, fipo e
atividade de bactérias. Menor nimero de bactérias foi enconfrado na
superficie revestida com ZrN. Entretanto, a atividade bacteriana foi menor
nos grupos revestidos em relacdo ao titdnio puro. Resultados semelhantes
foram encontrados por Scarano et al. (2003) e Groessner-Schreiber et al.
(2001).

A adesdo e comportamento dos osteoblastos ftambém sdo
influenciados pelo tipo de superficie do implante, conforme relatado por Qu
et al. (2007). Foram analisadas superficies SLA, SLA modificada, por
condicionamento dcido hidrofébico e por condicionamento dcido
hidrofilica. Ndo houve diferenca na adesdo celular entre as superficies,
entretanto, foi observada maior proliferacdo celular nas superficies SLA e por
condicionamento dcido hidrofébica. Apds dois de incubacdo, houve maior
formacdo celular na superficie SLA modificada, bem como maior expressdo
de fatores de crescimento 6sseo (fosfatase alcalina, coladgeno tipo |, etc.).
Segundo os autores, uma possivel explicacdo pelas propriedades
osteogénicas da superficie SLA modificada com maior energia de superficie
€ a adsorcdo das proteinas plasmdaticas, que tém a capacidade de inducdo

da osteogénese.
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Alguns estudos avaliaram a alteracdo da superficie de implantes
iradiados com lasers de alta poténcia (BERARDI et al., 2008; BEREZNAI et al.,
2003; BRAGA et al., 2007; MALUF et al., 2007; VASANTHAN et al., 2008).
Objetivando avaliar a descontaminacdo e o aumento da camada de éxido
de titGnio na superficie de implantes, Bereznai et al. (2003) utilizaram o laser
de alta poténcia KrF excimer com pulsos ultracurtos de 0,5 fs, seguido de
pulsos de ns para polimento da superficie. Os resultados mostraram que
houve menor contaminacdo e formacdo de uma maior camada de oxido
de titdnio na superficie do implante. Resultados semelhantes foram
observados por Braga et al. (2007) e Maluf et al. (2007), que relataram ter
observado aumento considerdvel da camada de oOxido de titGnio na
superficie dos implantes apds irradiacdo com laser de alta poténcia, além
de gerar uma superficie mais resistente e homogéneaq, resultado este

também confirmado por Berardi et al. (2008) em um estudo recente.
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2.3 Laser

Laser € um acrénimo em inglés que significa Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation, ou seja, Amplificacdo da Luz por Emissdo
Estimulada de Radiacdo. O laser € um dispositivo que produz radiagcdo
eletfromagnética com caracteristicas especiais que a diferem da luz comum:
ela € monocromdtica (Unico comprimento de onda), coerente (possui
relacdes de fase bem definidas), e colimada (propaga-se como um feixe).
Os lasers utilizados na clinica didria tém comprimento de onda entre o
vermelho e infravermelho proximo, portanto, na faixa ndo-ionizante do
espectro eletfromagnético. Assim, o laser ndo tem a capacidade de
provocar mutacoes celulares e, consequentemente, o desenvolvimento de
neoplasias (GUTKNECHT; EDUARDO, 2004).

Em 1916, Albert Einstein lancou os fundamentos do laser, a partir da lei
de Max Planck. A teoria ficou esquecida até o final da Segunda Guerra
Mundial. Em 1953, Charles Hard Townes, James P. Gordon e Herbert J. Zeiger
produziom o primeiro maser, um dispositivo similar ao laser, mas produz
microondas em vez de luz visivel. O maser de Townes ndo finha capacidade
de emitir as ondas de forma continua. Nikolai Basov e Aleksander Prokhorov,
da Unido Soviética, trabalharam de forma independente em um oscilador

qguantum e resolveram o problema da emissdo confinua utilizando duas
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fontes de energia com niveis diferentes (GROSS; HERRMANN, 2007;
GUTKNECHT; EDUARDO, 2004).

Quando esta radiacdo tem freqUéncia visivel, chama-se laser. O efeito
fisico por trds de seu funcionamento é a emissdo estimulada, descoberta por
Albert Einstein, como condicdo necessdria ao equilibrio térmico da radiacdo
com a matéria. Einstein descobriu, através de consideracdes tedricas, que
ndo apenas um atomo absorve um féton (a particula de luz) incidente e o
reemite do acaso apds certo tempo (emissdo espontdnea), mas que
também este mesmo dtomo deve reemifir seu foéton absorvido se um
segundo foton interage com ele. O foton reemitido tem a mesma freqUéncia
do féton que o estimulou e, igualmente importante, fem a mesma fase. 43
anos mais tarde, Theodore H. Maiman, fisico americano, criou o primeiro laser
de rubi (693 nm) para uso comercial, determinando um grande passo para a
utilizacdo do laser e pioneirismo na associacdo entre a ciéncia bdsica e a
clinica (BRUGNERA JR; VILLA; GENOVESE, 1991; GROSS; HERRMANN, 2007;
GUTKNECHT; EDUARDO, 2004; TOWNES, 2007).

Um laser funciona desde que se consiga excitar um numero minimo de
dtomos de determinado material para um nivel de energia superior, de
modo a se obter uma inversdo de populacdo (quando existem mais dtomos
excitados do que dtomos no estado fundamental). Quando isso ocorre, a
emissdo espontdnea de fétons, que acontece naturalmente a todo tempo,
é amplificada pelos dtomos vizinhos, que vao emitir fétons estimulados pelos

primeiros (BRUGNERA JR; VILLA; GENOVESE, 1991).
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Estes fotons, por sua vez, estimulam a emissdo de outros, num efeito
cascata. Para que tudo isso funcione, entretanto, é necessdria uma
realimentacdo, ou seja, sempre manter fétons emitidos estimuladamente
interagindo com os atomos. Isso é obtido com uma cavidade éptica, uma
regido do espaco em que se confina luz por algum tempo com o uso de
espelhos altamente refletores e convenientemente alinhados (BRUGNERA JR;
VILLA; GENOVESE, 1991; GUTKNECHT; EDUARDQO, 2004).

O laser, como qualguer outra luz, quando incide sobre um objeto,
pode sofrer reflexdo, transmissdo, espalhamento ou absorcdo, sendo esta
Ultima a mais importante para acdo dos efeitos bioldgicos no tecido. Essas
interacdes da luz com o tecido podem acontecer concomitantemente,
sendo que a proporcdo que cada uma delas ocorrerd ird depender do
tecido alvo, sua composicdo, modo de irradiagcdo e das caracteristicas e
pardmetros da luz incidente. Assim, para que o dngulo de incidéncia e o de
reflexdo seja igual a zero, € necessdrio que a iradiacdo seja perpendicular
ao tecido alvo, a fim de que a absorcdo da luz pelo tecido seja a mdaxima
possivel (GUTKNECHT; EDUARDQO, 2004).

Em Odontologia, os lasers sdo utilizados nas diversas especialidades
como terapia complementar ao tfratamento convencional. De uma forma
geral, os lasers em Odontologia sdo divididos em lasers de alta e baixa
poténcia. A escolha do tipo de laser ird depender essencialmente da
patologia apresentada e do modo de absorcdo desejado. Ndo existe, assim,
o laser ideal, porém o mais indicado para cada situagcdo clinica

(GUTKNECHT; EDUARDO, 2004; MAROTTI; ARANHA; EDUARDQO, 2007).
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2.3.1 Laser de alta poténcia

Os lasers de alta poténcia, também conhecidos como lasers em alta
intensidade ou lasers cirdrgicos, sdo principalmente utilizados em cirurgias,
descontaminacdo bacteriana, hemostasia, prevencdo, ablacdo do tecido
6sseo e dental. Em Implantodontia, sdo utilizados no tratamento da
periimplantite, na cirurgia de reabertura no segundo estdgio cirdrgico e para
modificacdo da superficie do implante objefivando aumento da adesdo
celular e da camada de o6xido de titGnio (DEPPE; HORCH; NEFF, 2007;
HEINRICH et al., 2008; KREISLER; GOTZ; DUSCHNER, 2002; MALUF et al., 2007;
ROMANOS; NENTWIG, 2008; ROMANOS et al.,, 2006; SHIBLI et al., 2004;
STABHOLZ et al., 2003).

Kreisler, Gotz e Duschner (2002) estudaram as potenciais alteracdes em
diversas superficies de implantes (jateado de areia, condicionamento dcido,
spray de plasma de ftitanio e revestida por hidroxiapatita) com os lasers em
alta intensidade mais utilizados na Odontologia (Nd:YAG, HO:YAG, Er:YAG,
CO2 e AsGaAl) em diversas poténcias. A andlise por MEV constatou que os
lasers YAG provocaram derretimento, rachaduras e crateras nas diversas
superficies de implantes. O laser de CO2 provocou alteracdes superficiais nas
superficies com condicionamento dcido, revestida por hidroxiapatita e por
spray de plasma de titanio. O laser de AsGaAl foi o Unico que ndo danificou

as superficies. Os resultados deste estudo indicaram que os lasers de Nd:YAG
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e Ho:YAG ndo sdo apropriados para uso em descontaminacdo da superficie
de implantes, independentemente da poténcia utilizada. Os lasers de CO; e
Er-YAG devem ter a poténcia confrolada para evitar danos as superficies.
Fatores relevantes incluem ndo somente a poténcia do laser, como também
0 modo de irradiacdo. O laser de AsGaAl mostrou-se ser o mais seguro para
evitar danos as diferentes superficies de implantes.

Romanos et al. (2006) analisaram a adesdo de osteoblastos em discos
de tit@nio apds iradiacdo com laser de alta poténcia. Foram irradiadas
diferentes superficies de implantes (usinada, revestida por hidroxiapatita,
jateada por areia e jateada por spray de plasma de titénio) com o laser de
CO2 e Er,Cr:YSGG. Como grupo controle, examinou-se discos ndo-irradiados.
Cultivou-se cultura de osteoblastos nos discos de titdnio, que foram
examinados através de MEV. Os resultados mostraram que os osteoblastos
cresceram em todas as superficies de implantes, entretanto, maturacdo das
células s6 pbdde ser observada nos grupos irradiados com laser.

Deppe, Horch e Neff (2007) compararam, in vivo, em defeitos
perimplantares, a eficdcia do laser de CO2 em relagcdo a terapia
convencional, com o uso concomitante de beta-tricdicio-fosfato apds
acompanhamento durante cinco anos. O estudo incluiu 32 pacientes,
totalizando 73 implantes. No grupo laser, 22 implantes foram irradiados apds
abertura de retalho; desses, em 17 implantes foi necessdrio enxerto 6sseo. No
grupo controle, apds abertura de retalho, realizou-se a descontaminagdo
pelo método convencional. Apds quatro meses, ndo se observou diferenca

significante na distGncia do ombro do implante & crista ¢ssea. No decorrer
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do tempo observou-se diferenca estafistica significante entre os grupos,
sendo mais favordvel o grupo laser, entretanto, essa diferenca desapareceu
ao término do estudo. Os autores concluiram que o laser foi capaz de
acelerar o processo de reparacdo da perimplantite, entretanto, ndo houve
diferenca em relacdo ao grupo controle em uma andlise a longo prazo.

Romanos e Nentwig (2008) avaliaram o efeito do laser de CO; na
descontaminacdo de defeitos 6sseos perimplantares em 15 pacientes. Apds
iradiacdo com o laser, o defeito dsseo foi preenchido com enxerto ésseo
(BioOss) e coberto com membrana coldgena. Em um periodo de
observacdo de 27 meses, praticamente todos os defeitos &sseos foram
preenchidos. Os aufores concluiram que a associacdo da ftécnica de
enxerto com laser de CO; para descontaminacdo pode ser um método
efetivo no tratamento da periimplantite. Shibli et al. (2004), em contrapartida,
NnAo obtiveram sucesso na descontaminacdo in vitro de implantes perdidos
por perimplantite com o laser de CO2. Entretanto, os autores relataram que o
laser de CO2 ndo prejudicou a superficie do implante apds a irradiacdo,
resultados esses confimados em estudos anteriores (KATO; KUSAKARI;
HOSHINO, 1998; KREISLER; GOTZ; DUSCHNER, 2002; OYSTER; PARKER; GHER,
1995).

Heinrich et al. (2008) estudaram a adesdo celular em superficie de
implantes iradiados com o laser de alta poténcia KrF excimer. Analisou-se a
adesdo de fibroblastos em orificios feitos com o laser na superficie polida dos
implantes dentais por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV).

Os autores observaram que os fibroblastos se aderiram principalmente a
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regido do orificio no implante realizado com laser e, além disso, formaram
pontes dentro da perfuracdo, cobrindo completamente o orificio realizado,
formando uma barreira bioldgica mais efetiva contra as bactérias.
Entretanto, os autores salientam que deve haver um didmetro minimo (50
um) do orificio para que as células possam ocupd-lo totalmente.
Recentemente, foi relatado um caso clinico onde se utilizou o laser
Er,Cr.YSGG para tratamento da perimplantite com acompanhamento de 18
meses (AZZEH, 2008). O paciente do sexo masculino, 28 anos, ndo-fumante,
apresentou-se com queixa de retracdo gengival ao redor do implante
instalado na regido do elemento 21. Apds andlise clinica e radiogrdfica,
observou-se retracdo gengival de 2 mm, com bolsa periimplantar de 7 mm a
sondagem, grau 1 de mobilidade, osso mesio e distalmente. Utilizou-se o laser
Er,Cr.YSGG, em diferentes parGmetros de irradiacdo, para abrir o retalho,
remocdo do tecido de granulacdo, perfuracdo 6ssea e limpeza da
superficie do implante. Para regeneracdo, associou-se enxerto 6sseo e
membrana reabsorvivel. O paciente foi avaliado apds 3, 6, 12 e 18 meses. Em
até 12 meses de acompanhamento ndo houve complicagcdes, com
profundidade a sondagem de 3 a 5 mm, regressdo de 1 mm da retracdo
gengival, sem sangramento ou mobilidade do implante e com boa
formacdo dssea. Foi observada pequena colecdo purulenta em 12 meses.
Em 18 meses de pos-operatdrio, a profundidade a sondagem era de 2 mm, a
retfracdo gengival diminuiu 1 mm, sem mobilidade do implante, sangramento
e pus, € houve uma melhor formacdo &ssea. Os resultados foram

considerados satisfatérios pelo paciente e pelo clinico. O autor concluiu que
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o laser Er,Cr.YSGG possibilitou uma cirurgia de tratamento da perimplantite
sem complicacoes, com confiabilidade e excelente satisfacdo por parte do

clinico e do paciente.

2.3.2 Laser de baixa poténcia

O laser de baixa poténcia é conhecido também como laser em baixa
intensidade, laser terapéutico, soft laser e laser biomodulador. Os lasers de
baixa poténcia utilizados em Odontologia disponiveis no mercado estdo na
faixa do vermelho (630 a 700 nm) ou do infravermelho préximo (700 a 904
nm) do espectro elefromagnético, que sdo 0s comprimentos de onda mais
utilizados. A escolha do comprimento de onda do laser (vermelho ou
infravermelho) ird depender da estrutura celular que se deseja atingir. O laser
vermelho, por ter maior afinidade por pigmentos e menor profundidade de
penetracdo no tecido, € mais indicado no tratamento de lesdes superficiais
(pele e mucosa), enquanto o laser infravermelho, devido 4 maior
profundidade de penetracdo, pode interagir com estruturas mais profundas
(nervo e musculo) (KARU, 198%9a; KARU, 198%b; GUTKNECHT; EDUARDQ, 2004).

Os lasers de baixa poténcia ndo causam aumento significativo da
temperatura, portanto, ndo tém a capacidade de descontaminacdo ou

ablacdo dos tecidos, ao contrdrio dos lasers de alta poténcia. Assim, os lasers
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de baixa poténcia tém a funcdo principal de biomudulacdo, analgesia e
modulacdo do processo inflamatério por meio de efeitos fotofisicos,
fotoquimicos e fotfomecdanicos nas células do tecido irradiado (KARU 198%b;
GUTKNECHT; EDUARDO, 2004).

Na literatura, algumas hipdteses explicam a inducdo dos efeitos
celulares promovidos pelos lasers na faixa do vermelho e do infravermelho
(BREITBART et al., 1996; GROSSMAN et al., 1998; KARU, 198%b; LABBE et al.,
1990; LUBART et al., 1997; OLSON; SCHIMMERLING; TOBIAS, 1981; POLO et al.
1999; SCHINDL et al., 2000; SMITH, 1991). Basicamente, dois tipos de reacdo
ocorrem em fotobiologia: reagdes primdrias induzidas pela luz (Figura 2.1) e
reacdoes secunddrias (Figura 2.2) que ocorrem na auséncia de luz (SCHINDL

et al., 2000). Quatro teorias diferentes explicam as reacdes primdarias:

1. A absorcdo da luz pelas enzimas mitocondriais resulta em aguecimento
local gerado pelo aumento de vibracdo molecular (OLSON;

SCHIMMERLING; TOBIAS, 1981);

2. FEfeitos estimulatérios e inibitdrios induzidos pela luz laser é resultado
respectivamente da absorcdo da luz por flavinas e citocromos da cadeia
respiratéria mitocondrial, resultando em alteracdes na transferéncia de
elétrons para seus pares reduzidos localizados na mitocdndria (KARU,

198%9b; LABBE et al., 1990)
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3. Porfirinas enddgenas foto-induzem oxigénios singletos (GROSSMAN et al.,

1998; POLO et al., 1999); e

4. A luz laser ativa diretamente os canais de Cazt da membrana celular
através de modificacdes fotofisicas induzindo a entrada de Ca?t
intracelular e proliferacdo celular (SMITH, 1991; BREITBART et al., 1996;

LUBART et al., 1997).

REACOES PRIMARIAS

CROMOFOROS : FLAVINAS

E COMPONENTES DA
CADEIA RESPIRATORIA
1t ATP
© pot. memb.
mitocondrial
=
FOTIRTIODTNGN |\ -\ \oranA
Breitbart et al., 1996:  ceLuLAR
(CANAIS DE
Cilein) PORFIRINAS ENDOGENAS
g‘% % [ ESTIMULAM
{ niveis de Ca*? intracelular 00 = REACOES CELULARES
TOXICOS EM
| EXCESSO

Proliferagdo e diferenciacdo
celular

Figura 2.1 — Esquema das teorias que explicam as reacdes primdrias que ocorrem na célula
por estimulo da fototerapia. Cortesia de Meneguzzo (2007)
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Muito provavelmente dois ou mais desses modelos podem acontecer
simultaneamente no tecido irradiado, contribuindo para os efeitos bioldgicos
observados (SCHINDL et al., 2000).

As reacoes secunddrias (sem a presenca de luz) sinalizam transducdo
e amplificacdo. As alteracdes do pH infracelular, relacionadas com a
ativacdo das ATPases e seguidas por alteracdes nos niveis de cdicio
intracelular, parecem ser um caminho comum para a tfransducdo do sinal e
amplificacdo de todas as fotoreacdes primdrias citadas (FRIEDMANN et al.,

1991).

REACOES SECUNDARIAS

REAGOES PRIMARIAS
FOTORECEPCAO
REAGOES SECUNDARIAS < 7 l
(NA AUSENCIA DE LU2) . e TRANSDUGAO E
AMPLIFICACAO DO SINAL
T pot. redox celular & 9 _ %‘
T ativacao de “ |_‘
enzima ~
pot. memb. celular FOTORESPOSTA
na [H+]
* pH, [Ca++]
T sintese de DNA/RNA 4_9 2 Modulagdo da inflamagédo
< ?roducéo de proteinas, pa.o ,(O Analgesia )
colageno... | metapolismo ¥ (/4(&0 Reparagao tecidual

Tprolifera¢io celular

Figura 2.2 — Esquema das reacdes secunddrias a partir do estimula da fototerapia. Cortesia
de Meneguzzo (2007)
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Alguns dos mecanismos secunddrios relatados na literatura sdo:
aumento de metabolismo celular, proliferacdo e sintese de coldgeno, sintese
protéica, aumento no potencial de acdo de células nervosas, estimulo da
formacdo de DNA e RNA no nuUcleo celular, efeitos sobre o sistema
imunoldgico pela ativacdo de linfocitos, formagcdo de capilares estimulada
pela liberacdo de fatores de crescimento e aumento na atividade de
leucdcitos (ANDERS et al., 1993; BISHT et al., 1994; HAWKINS; ABRAHAMSE,
2006; LOEVSCHALL; ARENHOLT-BINDSLEV, 1994; MARQUES et al., 2004; MESTER;
MESTER; MESTER, 1985).

Entretanto, para que o laser tenha efeito e seja absorvido, € necessdrio
que a célula esteja em déficit nutricional. A absorcdo nos tecidos € captada
pelos cromoéforos naturais, tais como hemoglobina, melanina e citocromos
da cadeia respiratéria nas mitocdndrias. Apds as reacdes secunddrias, €
possivel observar clinicamente entdo, os macro-efeitos: modulacdo da
inflamacdo, reducdo da sinftomatologia dolorosa e aceleracdo do processo
de reparacdo tecidual (KARU, 198%9b).

Clinicamente, a laserterapia é utilizada no tratamento de parestesia,
paralisia, nevralgia, afta, mucosite, herpes labial, queilite angular,
hipersensibilidade  dentindria, alveolite, pericoronarite, gengivite e
periodontite, xerostomia, disfuncdo temporomandibular, edema, pos-
operatdrio de tecido mole, bioestimulacdo o6sseqa, entre outros. Contudo,
para sucesso do fratamento clinico, a laserterapia € geralmente utilizada
como coadjuvante, associada as terapias convencionais (GUTKNECHT;

EDUARDO, 2004).
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Os estudos com laser de baixa poténcia sdo relativamente recentes.
Somente na década de 60, Javan, Bennetft e Herriott, desenvolveram o
primeiro laser de baixa poténcia, o laser de He-Ne. Em 1971, Endre Master,
da Hungria, foi o primeiro a publicar a utilizacdo do laser de baixa poténcia
na bioestimulacdo tecidual. Era o inicio de uma nova modalidade
terapéutica que logo se popularizou na Europa Oriental e UniGo Soviética
(BASFORD, 1989). Desde entdo, os beneficios do laser de baixa poténcia tém
sido estudados em diferentes paises, inclusive o Brasil. E consenso na literatura
o beneficio que os lasers de baixa poténcia promovem aos tecidos. O que se
busca no momento € um consenso em relacdo aos pardmetros ideais de
iradiacdo para cada patologia (MENEGUZZO, 2007).

Diversos estudos relatam os beneficios dos lasers de baixa poténcia em
Implantodontia, promovendo aceleracdo da reparacdo 6ssea, formacdo
de um 0sso mais vascularizado e de melhor qualidade, aumento da taxa de
osseointegracdo, maior adesdo celular a superficie do implante e
proliferacdo de fibroblastos, reducdo do edema e da dor no pds-operatorio,
aceleracdo do processo de reparacdo do tecido mole (quando aplicado
sobre as suturas) e melhora do quadro de parestesias, iatrogenias comuns
durante o ato cirdrgico de instalacdo dos implantes dentais (DORTBUDAK;
HAAS; MAILATH- POKORNY, 2002; JAKSE et al., 2007; KHADRA et al., 2004;
KHADRA, 2005; KHADRA et al., 2005a; KHADRA et al., 2005b; KIM et al., 2007;
LOPES et al., 2007).

Dértbudak et al. (2002) analisaram os efeitos do laser vermelho de

baixa poténcia em ostedcitos e na reabsorcdo dssea apds instalacdo de
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implantes em macacos. Apods instalacdo do implante, a regido foi iradiada
unilateralmente com laser com comprimento de onda de 620 nm, 100 mW
de poténcia e 6 J de energia. Apds cinco dias, o o0sso foi retirado em bloco e
analisado histomorfologicamente. No grupo irradiado, a porcentagem de
ostedcitos viaveis foi de 41,7%, enquanto no grupo controle foi de apenas
34,4%, sendo significativamente menor (P < 0,027). A diferenca da drea
reabsorvida, entretanto, ndo teve diferenca estatistica significante entre os
grupos.

Khadra et al. (2004) avaliaram a drea de contato osso-implante apds
iradiacdo com laser infravermelho de baixa poténcia de AsGaAl (830 nm),
150 mW de poténcia, densidade de energia de 23 J/cm? em fibias de
coelhos. A laserterapia foi conduzida no pds-operatério imediato e durante
10 dias consecutivos. Os resultados mostraram que a porcentagem de cdicio
e fosforo foi significativamente maior no grupo irradiado em relacdo ao
controle (P = 0,037), sugerindo que o processo de maturacdo 6ssea foi mais
rapido no osso iradiado. Os autores concluiram que a laserterapia tem efeito
favordvel na reparacdo tecidual e adesdo celular em implantes dentais.
Esses resultados foram novamente comprovados em estudos subsequentes
(KHADRA, 2005; KHADRA et al., 2005a; KHADRA et al., 2005b).

Jakse et al. (2007) estudaram, em carneiros, a influéncia da terapia
com laser de baixa poténcia na regeneracdo 6ssea e osseointegracdo de
implantes dentais, apds levantamento do seio maxilar. Doze animais foram
submetidos a elevacdo bilateral do seio maxilar com enxerto da crista iliaca.

Os animais submeteram-se a eutandsia 16 semanas apds o segundo estdgio
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cirdrgico. As regides dos implantes foram irradiadas trés vezes por semana
unilateralmente quando do levantamento do seio e durante o segundo
estagio cirdrgico com laser vermelho de baixa poténcia (680 nm, 75 mW, 3-4
J/cm?). Os autores concluiram que a regeneracdo éssea na regido do seio,
dentro dos pardmetros deste estudo, ndo teve beneficio pela iradiacdo,
entretanto, a laserterapia provavelmente teve um efeito positivo no processo
de osseointegracdo dos implantes inseridos.

Lopes et al. (2007) analisaram, por espectroscopia Raman, a
incorporacdo de cdlcio-hidroxiapatita, qualidade e reparacdo déssea em
implantes dentais apos irradiacdo com laser (830nm) em coelhos. 14 animais
receberam implantes na regido da fibia, sendo 8 irradiados (7 sessdes com
intervalo de 48h, 21,5 J/cm? por ponto, 10 mW, total de 86 J por sessdo) e 6
no grupo confrole. Os animais submeteram-se a eutandsia 15, 30 e 45 dias
apds a cirurgia. Os resultados mostraram diferenca significante na
concenfracdo de cdlcio-hidroxiapatita entre os grupos em 30 e 45 apds a
cirurgia (P < 0,001). Os autores concluiram que a fotobiomodulacdo com
laser infravermelho melhora a reparacdo 6ssea. Resultados semelhantes
foram encontrados por Kim et al. (2007). Os autores observaram, em ratos,
que a irradiacdo com laser de baixa poténcia apds instalacdo de implantes
dentais resultou em aumento da atividade metabdlica do tecido &sseo e de

ostedcitos.
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O laser de baixa poténcia, por si s6, ndo tem a capacidade de

descontaminacdo, como o laser de alta poténcia, conforme descrito

anteriormente. Entretanto, a associacdo de um agente fotossensibilizador

com uma fonte de luz, produz espécies reativas de oxigénio que, em altas

concenfracdes, sdo toxicas para bactérias, fungos e virus (Figura 2.3). Esse

processo € conhecido como terapia fotodin@dmica ou PDT (do inglés,

Photodynamic Therapy), possibilitando, entdo, descontaminacdo com os

lasers de baixa poténcia (MAROTTI et al., 2008).

MECANISMO DA TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA

Azul de metileno

Ceélula C&S}

Bactéria absorve  Absorcdo dos fétons Formacdo de espécies
ocorante =  pelocorante =P reatfivas de oxigénio = Morte celular

Figura 2.3 - Mecanismo da terapia fotodindmica nas células bacterianas
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A terapia fotodindmica tem sido empregada nas diversas
especialidades da Odontologia como a periodontia, endodontia e, mais
recentemente, na implantodontia com o objetivo de reducdo bacteriana.
Os resultados clinicos sdo bastante satisfatérios, sendo que o laser de baixa
poténcia promove, através da PDT, uma reducdo bacteriana muito similar
ao laser de alta poténcia, com a vantagem de ndo promover aumento da
temperatura e a um custo reduzido (GUTKNECHT; EDUARDO, 2004; ALMEIDA

et al., 2006; MAROTTI et al., 2008).

A PDT é uma técnica que pode potencialmente atingir células
prejudiciais sem afetar os tecidos normais do hospedeiro. Essa terapia foi
inicialmente ideadlizada para o ftratamento do cdncer, baseada na
observacdo de que algumas moléculas ndo toxicas — os fotossensibilizadores,
como os derivados das porfirinas, se acumulam principalmente nas células
malignas e, quando uma luz (geralmente um laser) € aplicada nos tecidos
contendo a droga, ela é ativada e os tecidos sdo rapidamente destruidos,
precisamente onde a irradiacdo foi direcionada. A efetfividade da terapia
combina dois principios: o acumulo preferencial de fotossensibilizador nas
células alvo e a irradiacdo precisa da luz, o que possibilita a acdo seletiva e

localizada da terapia fotodindmica (ZANIN; BRUGNERA JR, 2007).

HA& mais de 4 mil anos os egipcios deram inicio a essa terapia, através
da ingestdo de plantas contendo psoralenos e posterior exposicdo d luz solar
a fim de tratar doencas, como o vitiligo. Entretanto, a PDT comecou a ser

empregada com sistemdtica cientfifica em 1900, quando Oscar Raab
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descreveu que a combinacdo do corante acridina e luz exerciom um efeito
letal sobre paramécios, demonstrando que este organismo unicelular podia
morrer sob essas condicdes. A primeira aplicacdo na medicina € atribuida a
Tappeiner e Jesionek em 1903, que utilizaram a aplicacdo tépica do corante
eosina e exposicdo a luz para o fratamento de um céncer de pele. Desde
entdo, vdarios estudos foram reportados na literatura, principalmente
utilizando derivados de hematoporfiina como fotossensibilizador. Como
resultado desses estudos, no final da década de 60, Lipson obteve sucesso
no fratamento de uma mulher portadora de cdncer de mama usando
hematoporfirina D e irradiando seletivamente o tumor, marcando assim, o
inicio da terapia fotodin@dmica como terapia clinica para cancer (ACKROYD

et al., 2001; RAAB, 1900).

A terapia fotodindmica em bactérias orais comecou a ser investigada
mais profundamente a partir da década de 90, quando Dobson e Wilson
(1992) demonstraram bons resultados em reducdo bacteriana utilizando o
laser de He-Ne (Hélio-Nebnio), A=632,8 nm e 7,3 mW de poténcia, associado
aos fotossensibilizadores azul de toluidina (AT), azul de metileno (AM),
ftalocianina e hematoporfiina. Foram testadas Streptococcus sanguis,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum e
Porphyromonas gingivalis recuperadas do biofilme subgengival de pacientes
com periodontite crénica. As amostras foram expostas d luz, na presenca e
na auséncia dos corantes na concentracdo de 50 ug/mL. Os autores

concluiram que a combinacdo laser e corante alcancou uma significativa
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reducdo bacteriana. Entretanto, esta morte celular ndo foi significante na
presenca apenas do corante ou apenas do laser. Os autores sugeriram que
o laser em baixa intensidade associado a um corante apropriado poderia ser
efetivo como fratamento coadjuvante ao debridamento mecdnico em

inflamacdes periodontais (DOBSON; WILSON, 1992).

ApsGs exposto & cavidade oral, € formado sobre a superficie do
implante, muito parecido como ao elemento dental, uma pelicula adquirida
pelo contato com os biopolimeros presentes na saliva. Essa pelicula
adqguirida forma a interface entre a superficie do implante e os primeiros
microorganismos, como o Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis e
Streptococcus oralis. Essas bactérias criam condicdes para a adesdo de
patdgenos periodontais como o Hamophilus actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Treponema denticola ou
Tannerella forsythensis, que podem induzir & periimplantite (HEUER et al.,

2007).

Para que as bactérias causadoras da perimplantite sofram os efeitos
da terapia fotodindmica, € necessdrio que o agente fotossensibilizador seja
absorvido. Estudos mostram que as bactérias Gram-positivas (G+) sdo mais
susceptiveis & acdo da PDT (MALK et al., 1990; BERTOLONI et al., 1992). E
possivel, entretanto, atingir bactérias Gram-negativas (G-) também, porém
muitas sdo resistentes (DOBSON; WILSON, 1992; MEISEL; KOCHER, 2005). Essa
resisténcia pode ser explicada pela mudanca na parede da célula ou por

selecdo de corantes especificos (NITZAN et al., 1992; MERCHAT et al., 1996).
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Mais de 400 substancias sdo conhecidas como fotossensibilizantes,
incluindo corantes, drogas, cosméticos e compostos naturais. Os
fotossensibilizadores mais utilizados na reducdo microbiana em Odontologia
sdo: azul de metileno, verde de malaquita, azul de orto-toluidina, cristal
violeta, fitalocianinas, hematoporfirinas e protoporfiina (MEISEL; KOCHER,
2005; ALMEIDA et al., 2006). Conftudo, bactérias como Porphyromonas
gingivalis e Actinomyces odontyculus ndo necessitam do uso adicional de
corantes externos, pois sdo capazes de sintetizar a protoporfirina IX, um dos
corantes mais utilizados na PDT. Assim, a simples irradiacdo com o laser com
comprimento de onda na faixa do vermelho do espectro eletfromagnético,
produz a morte desses microorganismos € melhora a inflamacdo do tecido

gengival (YAMADA JR et al., 2004).

Wainwright  (1998), em uma revisGo de literatura, citou 0s
fotossensibilizadores disponiveis para utilizagcdo contra microorganismos
patogénicos. O autor afirma que a PDT € uma técnica efetiva in vitro contra
leveduras, virus, parasitas e bactérias, inclusive cepas resistentes a drogas.
Uma das dificuldades € que a técnica é limitada a infeccdes localizadas,
pelo problema de entrega de luz. Com a resisténcia microbiana, a
superinfeccdo pode ocorrer na miclofora residente, e a PDT torna-se uma
aliada contra os efeitos colaterais causados pela terapia antibidtica. Uma
das vantagens da PDT € a capacidade de excitar o fotossensibilizador, com

o minimo efeito colateral sobre o tecido ao redor.
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Com o intuito de avaliar a eficacia do azul de metileno e do azul de
orto-toluidina sobre as bactérias Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Enterococcus faecalis, Hemophilus influenzae, Escherichia coli
e Psedomonas aeruginosa, Usacheva, Teichert e Biel (2001) utilizaram os
corantes em diversas concentracdes: 10, 20, 30, 40, 50, 100, 150 e 200 uM. Os
autores utilizaram o laser de argdnio 630nm e o laser de diodo 664nm,
variando a fluéncia de 10 a 60 J/cm?*, e a intensidade de 50 a 100 mW/cm?.
Os resultados mostraram que todos 0s microorganismos foram eliminados em
diferentes porcentagens. Entretanto, a fotossensibilizacdo dependeu do
corante utilizado, da sua concentracdo, fluéncia e densidade de poténcia

do laser, bem como da bactéria envolvida.

Em um estudo recente (PRATES et al., 2007), foi observado a eficacia
do verde de malaguita na PDT sobre a bactéria Actinobacillus
actinomycetemcomitans, presente no biofilme oral. Culturas desse
microorganismo foram irradiadas com laser de diodo de baixa poténcia de
660nm com 30 mW de poténcia e os grupos foram expostos por 3 ou 5
minutos (5,4 J/cm? e 9 J/cm?), na presenca ou auséncia do corante. Os
resultfados mostraram que o laser ou o corante sozinho, ndo sdo capazes de

eliminar a bactéria e que ambas as fluéncias foram eficientes na PDT.

Em um estudo (DORTBUDAK et al, 2001) com 15 pacientes, foi
demonstrado reducdo bacteriana (P. gingivalis, P. intermedia e A.
actinomycetemcomitans) em diferentes superficies de implantes com

reducdo de 92% em média, sendo 97% para P. gingivalis, apds 1 minuto de
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iradiacdo durante a PDT com azul de orto-toluidina e laser de diodo de

690nm.

Yiimaz et al. (2002), em um estudo clinico, compararam a eficdcia da
PDT em relacdo ao tratamento convencional periodontal por raspagem e
alisamento radicular. 10 pacientes foram divididos em quatro grupos, sendo
G1 terapia convencional + PDT (685 nm, 30 mW, 1,6 J/cm? e azul de metileno
a 0,05%); G2 apenas laser; G3 tratamento convencional e G4 apenas
técnicas de higiene oral. Os autores concluiram que a PDT foi mais eficiente
no tratamento da doenca periodontal, quando aliada a técnica

convencional.

Hayek et al. (2005) compararam os efeitos da PDT com a terapia
convencional (raspagem e irigacdo com clorexidina a 0,12%) na reducdo
microbiana em perimplantite induzidas por ligadura em cdes. Foi utilizado o
laser de diodo de AsGaAl (660 nm), com poténcia de 49 mW, energia de 7,2
J por 3 minutos. Os autores concluiram que a PDT € um método ndo-invasivo,
efetivo no tratamento da perimplantite comparado com a elevacdo
mucoperiostal para raspagem da superficie do implante. O uso do azuleno
como fotossensibilizador mostrou-se efetivo contra os microorganismos
perimplantares e ndo comprometeu a superficie do implante e nem dos

tecidos ao redor.

Shibli et al. (2006) avaliaram o efeito da PDT na periimplantite induzida
em cdes sobre diferentes superficies de implantes dentais. O grupo controle

recebeu apenas o tratfamento convencional, enquanto ao grupo teste foi



63

acrescida a PDT com laser de diodo AsGaAl 830 nm, 50 mW, 80 s, 4 J/cm? e
azul de orto-toluidina 100 yg/mL. Concluiu-se que a PDT aliada a terapia
convencional apresentou uma melhor re-osseointegracdo dos implantes nas
dreas adjacentes ao defeito induzido da perimplantite, independente do
tipo de superficie do implante, com a vantagem de ndo promover selecdo

de microorganismos resistentes e ser de fdcil aplicacdo.

O azul de metileno a 0,01% foi utilizado em um estudo (CHAN; LA,
2003) para avaliar a eficiéncia da terapia fotodinGmica sobre as bactérias P.
gingivalis, F. nucleatum, P. intermedia, A. actinomycetemcomitans € S.
sanguis. Foram utilizados dois lasers; He-Ne (632 nm, 30 mW) e diodo de
AsGaAl (665 e 830 nm, 100 mW). O laser de He-Ne foi utilizado por 30 e 60
segundos, com fluéncias de 3,2 J/cm? e 6,4 J/cm?, enqgquanto o laser de
diodo, no mesmo tempo, gerou fluéncias de 10,6 J/cm? e 21,2 J/cm? Os
resultfados mostraram que a terapia foi tempo-dependente para ambos os
sistemas de laser. O laser de diodo de 830nm, entfretanto, foi o mais efetivo
com exposicdo por 60s e fluéncia de 21,2 J/cm?, promovendo a reducdo de
99 a 100% das bactérias P.gingivalis, P.intermedia e S. sanguis. JO para as
espécies de A. actinomycetemcomitans e F. nucleatum, o tratamento pela

PDT promoveu reducdo de 95 e 96%, respectivamente.

O azul de metileno também foi utilizado por Gad et al. (2004) na PDT
com laser de 665nm, 40J/cm?, em colbénias de Staphylococcus epidermoides
e S. aureus com alteracdes na cdapsula e na producdo de exotoxinas. Os

resultfados obtidos indicaram alteracdes na morte celular em virtude da
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producdo de exotoxinas, que pode ser um obstdculo para a PDT e que
corantes catidbnicos podem superar o efeito negativo da presenca de

exotoxinas quando associados ao laser.

A PDT pode ser influenciada, entre outros fatores, pelo pH do meio,
conteldo de agua, presenca de exsudato, sangue, concentracdo e tempo
de permanéncia do agente fotossensibilizador, comprimento de onda do
laser, energia utilizada e tempo de exposicdo a luz laser (GARCIA;
THEODORO; ALMEIDA, 2007). Nesse contexto, Matevski et al. (2003)
observaram a influéncia de fatores como fluido gengival, sangue, saliva,
entre outros, na terapia fotodindmica. Foram analisadas culturas bacterianas
de P. gingivalis, Bacterioides forsythus, F. nucleatum, P. intermedia e A.
actinomycetemcomitans associadas ao sangue ou soro fisioldgico,
simulando o fluido gengival. Como fonte de luz foi utilizada o laser de He-Ne
de 635nm e lGmpada de xendnio com filtro vermelho. O fotossensibilizador
usado foi o azul de orto-toluidina nas concentracdes de 12,5 e 50 ug/mL.
Melhores resultados foram alcancados na concentracdo 12,5 yg/mL, com
fluéncia de 10 J/cm? e intensidade de 100 mW/cm?. Os autores concluiram
que a presenca de fluido gengival e sangue podem interferir tanto na acdo

da luz como no corante durante a PDT.
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2.5 Azul de metileno

O azul de meftileno (AM) é um composto aromdtico composto
heterociclico, sélido verde escuro, soluvel em dgua, produzindo solugdo azul,
com férmula molecular CigH1sCIN3S e massa molar 319,85 g/mol. E usado
como um corante bacterioldgico e indicador. Tem muitas aplicacées nos
mais variados campos da drea biomédica. Em temperatura ambiente
apresenta-se no estado sélido, inodoro, em formato de um pod verde-escuro
que se torna uma solucdo azul quando dissolvido em dgua. E facimente
lavdvel, ndo manchando os tecidos orais nem componentes protéticos

(USACHEVA; TEICHERT; BIEL, 2003).

Por ter absorcdo na faixa do vermelho do espectro eletromagnético,
sendo a absorcdo mdaxima no comprimento de onda de 660 nm, o AM é
muito efetivo na PDT, coincidindo com o comprimento de onda vermelho
dos lasers comerciais em Odontologia, promovendo minima foxidade e
efetiva acdo antimicrobiana (USACHEVA; TEICHERT; BIEL, 2001; TEICHERT et al.,

2002).

O AM estd dentro do grupo dos corantes fenotiazinicos, que possuem
maior efetividade contra bactérias G+ que G-. Por ser um fotossensibilizador
catidbnico, a carga positiva do AM promove uma ligacdo eletfrostatica na

superficie externa da célula alvo, causando um dano inicial d sua parede e
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induzindo uma maior atividade fotodindmica contra as bactérias

(WAINWRIGHT, 1998; MEISEL; KOCHER, 2005; MIYAMOTO et al., 2007).

O uso do AM tem sua acdo fotodin@mica gerando o oxigénio singleto,
principalmente. O oxigénio molecular singleto € uma espécie excitada
altamente reativa capaz de oxidar moléculas orgdnicas com alta densidade
eletrbnica, como por exemplo, lipideos, proteinas e Acidos nucléicos. Sua
formacdo em meio bioldgico estd associada a processos fisioldgicos e
patoldégicos. Como exemplo pode-se citar o seu envolvimento nos
mecanismos de defesa conftra microrganismos (WAINWRIGHT, 1998;

MIYAMOTO et al., 2007).

O solvente utilizado para o azul de metileno pode ser importante para
a fotoguimica do corante. Os solventes geralmente utilizados sdo: dgua
destilada, solucdo fisioldgica (0,9% e 0,45%) e solucdo fisioldgica tamponada
com fosfato. Nunez et al. (2007) avaliaram a funcdo do solvente utilizado,
concluindo que a reducdo microbiana foi significativamente maior quando

a dgua destilada foi utilizada como solvente.

Usacheva, Teichert e Biel (2001) avaliaram a eficdcia do AM e azul de
orto-toluidina contra diferentes bactérias com ou sem iradiacdo. A
concentracdo do corante variou de 1 a 200 ym usando 45% de solucdo
fisioldgica como solvente. A irradiacdo foi com dois comprimentos de onda
diferentes; 630 e 664 nm. O estudo demonstrou que ambos os corantes foram
efetivos contra bactérias G+ e G- dentro dos pardmetros utilizados. O

Staphylococcus aureus foi o microorganismo mais resistente a terapia.
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Quando os corantes foram utilizados em altas concentracdes por um longo
periodo de tempo sem luz (200 a 230 uM por 1 hora), os autores observaram
efeito bactericida contra G+ e G-. Os autores afiirmam que por serem
corantes hidrofilicos, podem passar através dos canais de proteina que sdo
preenchidos por dagua, presentes na membrana externa das bactérias.
Quanto maior essa habilidade de o fotossensibilizador difundir-se através da
memibrana, maior serd o grau de destruicdo bacteriana. E quanto maior a
concentracdo e a permanéncia do fotossensibilizador, maior seu efeito

bactericida sem a aplicacdo da luz.

Wilson, Dobson e Sarkar (1993) avaliaram a acdo da terapia
fotodindmica em bactérias patogénicas variando o fotossensibilizador e
microrganismos. Um dos fotossensibilizadores foi o AM com concentracdo de
25 ug/mL, que € geralmente utilizada. Na auséncia de luz, e nesta
concentracdo, ndo causou reducdo estatisticamente significante em
nenhuma das bactérias testadas (Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans), porém com a irradiacdo
com laser de He-Ne, houve diferenca significativa na reducdo dos

microrganismos.

Chan e Lai (2003) avaliaram o efeito do azul de metileno a 0,01% na
PDT utilizando dois tipos de laser (He-Ne e AsGaAl, 100 mW) em diferentes
bactérias. O laser de He-Ne foi utilizado no comprimento de onda de 632 nm,
por 30 s, com fluéncia de 3,2 J/cm?. Ja o laser de AsGaAl foi utilizado por 30 e

60 s no vermelho (665 nm, 10,6 e 20,2 J/cm?, respectivamente), e 60 s no
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infravermelho (830 nm, 20,2 J/cm?). Os autores analisaram também a acdo
somente do laser ou somente do corante sobre as bactérias para avaliar a
real efetividade da PDT, bem como o aumento de temperatura durante a
iradiacdo. A PDT com laser de He-Ne promoveu reducdo das bactérias de
55 a 81%. O laser AsGaAl no infravermelho teve o pior resultado, com
reducdo de apenas 40 a 55%. Os melhores resultados foram obtidos com o
laser de AsGaAl no vermelho, sendo a reducdo de 71 a 88% em 30 s, e 99 a
100% no tempo de 60s, sendo que P. intermedia, P. gingivalis € S. sanguis
tiveram reducdo de 99 a 100%, enquanto A. actinomycetemcomitans e F.
nucleatum, de 95 e 96%, respectivamente. Os autores relataram que
somente o corante ou a luz, ndo tiveram nenhum efeito sobre a reducdo
bactéria e que o corante ndo converteu a energia da iradiacdo em calor,

comprovando a baixa toxidade e confiabilidade da técnica.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo in vitro foi analisar a descontaminacdo
bacteriana na superficie de implantes dentdrios por meio da terapia
fotodin@mica, utilizando dois tempos diferentes de irradiacdo, a fim de
estabelecer um protocolo mais apropriado e criar subsidios para um posterior
estudo in vivo. Pretendeu-se observar a eficdcia da terapia fotodindmica em
relacdo ao método tradicionalmente utilizado (gluconato de clorexidina a
0,12%) e se hd influéncia da associagcdo ou ndo do corante com a irradiagcdo

a laser na descontaminacdo bacteriana.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Grupos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da USP sob o protocolo no 68/2008, FR 184633
(anexo A). Foram utilizados implantes com fratamento de superficie por
anodizacdo (TiUnite — Nobel, 12 x 4 mm), n=60, que foram divididos
igualmente em 4 grupos e 2 subgrupos, sendo 10 implantes para cada
(Tabela 4.1). G1 e G2 sdo os grupos controle. Em Gl ndo teve
descontaminacdo (controle negativo), enquanto em G2 (controle positivo)
realizou-se a descontaminacdo através do método tradicionalmente
utiizado com solucdo de gluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard —
Colgate). G3 é o grupo que houve a descontaminacdo por meio da PDT
(corante + laser). G4 é o grupo onde se utilizou a irradiacdo com o laser,
porém sem a aplicacdo do corante, para melhor avaliarmos a efetiva acdo
da PDT pelo uso do corante. Os grupos G3 e G4 foram subdividos em dois,
sendo que em G3a e G4a houve irradiacdo por 3 minutos, enquanto G3b e

G4b por 5 minutos.
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Tabela 4.1 — DistribuicGo dos grupos experimentais e confroles
Grupos Método de descontaminacao
G1 (controle negativo) ndo se aplica (n=10)
G2 (controle positivo) Clorexidina a 0,12% (n=10)
G3 (PDT - laser+corante) a) Laser 3 min (n=10)  b) Laser 5 min (n=10)

G4 (sem corante, com laser) a) Laser 3 min (n=10)  b) Laser 5 min (n=10)

4.2 Contaminacao

Para melhor manipulacdo dos implantes, estes foram posicionados em
uma placa, previomente colorida com esmalte preto (Risqué — Niasi),
visando reproduzir a absorcdo da luz que ocorre no ambiente oral (Figura
4.3). Como havia 30 implantes disponiveis, o experimento teve uma

repeticdo, no dia seguinte, apds limpeza e esterilizacdo dos implantes.

Para a contaminacdo dos implantes (G2 a G4) coletou-se saliva de um
paciente, previomente diagnosticado com periimplantite em quatro
elementos dentais. A coleta foi realizada no laboratério de microbiologia do

Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (ICB — USP). O modelo do Termo de
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Consentimento Livre e Esclarecido encontra-se no apéndice A. Realizou-se
previomente, em um estudo piloto, uma andlise inicial da saliva a fim de
observar nUmero total de bactérias presentes por mL de saliva e para
determinacdo das diluicdes a serem realizadas no estudo de cada grupo.
Durante todo o experimento, a saliva do paciente ficou acondicionada em
copo pldastico envolto por gelo, a fim de retardar a morte das bactérias. Em
um estudo piloto, observamos que ndo houve morte significativa das
bactérias, nas mesmas condi¢cdes, por um periodo de 6 horas, superior Ao

tempo total do experimento.

Para a andlise, realizaram-se diluicdes seriadas da saliva, e aliquotas
de 100 uL, de cada diluicdo, em dgua peptonada (apéndice B), foram
semeadas na superficie de placas de Petri contendo dgar Brucellg,
acrescido de 5% de sangue desfibrinado de carneiro (apéndice C), hemina
e menadione (apéndice D). Previamente a obtencdo das aliquotas, frascos
contendo a saliva diluida, foram agitados por 10 s, com excecdo do
primeiro, contendo o implante, que foi agitado por 30 s. Toda a manipulacdo
dos materiais da pesquisa para diluicdo e semeadura, foi realizada dentro
da cdmara de fluxo laminar, previamente desinfetada com dlcool 70% e
radiacdo UV por 5 minutos, objetivando a menor contaminacdo possivel dos

materiais manipulados.



73

4.3 Descontaminacao

Realizou-se a irrigacdo com solucdo de clorexidina (G2) ou com o
corante (G3). O corante utilizado foi o azul de metileno (Chimiolux -
Hypofarma, Belo Horizonte — MG, Brasil) com concentracdo de 0,01% (m/V).
O corante foi aplicado somente no grupo G3 e apds periodo de espera de 5
minutos, realizada a irradiacdo com o laser. Os implantes ficaram embebidos

no corante nos casulos da placa pré-fabricada.

A irradiacdo foi realizada com o laser de diodo de baixa poténcia Twin
Laser Flex (MM Optics — SGo Carlos, Brasil)] como meio ativo semicondutor
AsGaAl, classe 3B: IEC 60825-1 International Standard, alimentacdo: 95~240 V
/ 50-60 Hz, registro na ANVISA/MS no 80051420008, certificado INMETRO neo
NCC 2756/05, com comprimento de onda de 660 nm, estando, portanto, na

faixa do vermelho do espectro eletromagnético (Figura 4.1).

Figura 4.1 - Laser Twin Flex (MM Optics), contendo duas ponteiras laser (vermelho e
infravermelho) e uma ponteira LED
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A caneta do laser foi envolta por filme PVC para biosseguranca. A
poténcia no visor foi de 40 mW, mas com o acoplamento da fibra dptica de
PDT, houve perda de 25%, sendo que a poténcia de saida na ponta da fibra
foi de 30 mW (previamente a irradiacdo, a poténcia foi aferida com o
medidor de poténcia - Power Meter 841-PE, Newport Corporation - USA). A
fiora optica de PDT (MM Optics), por ser muito flexivel, foi cortada
perpendicularmente em um terco com IGmina de bisturi Nn°12 para que

houvesse melhor controle durante airradiacdo (Figura 4.2).

Figura 4.2 - Devido & dlta flexibilidade da fibra éptica da PDT (A), seu comprimento foi
reduzido em um terco com corte perpendicular por Il&mina de bisturi (B). Na
Figura C, observa-se a fibra de PDT apds o corte

O tempo de irradiacdo foi de 3 ou 5 minutos, de acordo com 0s
subgrupos, sendo que a energia total liberada para o tempo de 3 min foi de
54 J, e para 5 min, 9 J. A fibra optica de 0,3 mm foi desenvolvida
especialmente para a utilizacdo em PDT. A iradiacdo em toda a superficie
externa exposta do implante foi realizada com movimentos de cima para
baixo e vice-versa até atingir o tempo proposto, estando o pesquisador

previomente calibrado (Figura 4.3). Todas as pessoas presentes no ambiente
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durante o uso do laser utilizaram obrigatoriomente oculos de protecdo

apropriados (fornecido pelo préprio fabricante) para evitar danos a retina.

Figura 4.3- Irradiacdo na superficie do implante posicionado em placa pré-fabricada
colorida de preto

Neste estudo ndo se aplica utilizar densidade de energia (J/cm?2), pois
o laser esteve em movimento durante a iradiacdo, pela técnica de
varredura. Iremos, portanto, informar a quantidade total de energia (J)

distribuida para o implante.

Apods descontaminacdo com PDT ou solugcdo de clorexidina, os
implantes foram irrigados com duas seringas, de 3 mL cada, de soro

fisiologico estéril, a fim de que resquicios da substancia quimica ndo fossem
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fransportados para o meio de cultura, o que poderia prejudicar o

crescimento das coldénias, principalmente no caso da clorexidina.

Apds secagem completa das gotas semeadas, as placas foram
colocadas em jarras fechadas e mantidas em estufa & 37°C por sete dias em
atmosfera de anaerobiose. Apds este periodo, as jarras foram abertas e
avaliou-se, com o auxilio de um microscépio estereoscoOpico (Bausch &
Lomb), em aumento de 10x, o numero total de colénias na superficie do

Agar (Figura 4.4).

Figura 4.4—- Determinacdo das diluicbes em contagem de UFCs no estudo piloto.
Aumento de 10x em microscopio estereoscodpico
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4.4 Analise da descontaminacao

A andlise quantitativa da descontaminacdo bacteriana foi realizada
por meio de semeadura da saliva em meio de cultura e contagem de UFCs
no ICB — USP (Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP), sob a supervisdo da

Profa. Dra. Silvana Cai.

Apos descontaminacdo dos diferentes grupos, os implantes foram
colocados em tubos de microcentrifuga, previaomente esterilizados,
contendo dgua peptonada e agitados por 30 s, visando o desprendimento
das bactérias. Diluicdes seriadas foram entdo realizadas e aliquotas de 20 ulL,
semeadas em dagar Brucella, pela técnica da gota. Para cada diluicdo,
semearam-se trés gotas. As diluicdes para cada grupo estdo descritas na
Tabela 4.2. As placas foram incubadas para posterior contagem das UFCs,

de acordo com método descrito anteriormente.

Tabela 4.2 - Diluicoes realizadas para cada grupo. Em negrito, destaca-se a
diluicdo que foi utilizada para andlise estatistica

Grupos Gl G2 G3a G3b G4a G4b
10 zero zero zero 10 10*

Diluicbes | 10° 10 10 10t 102 102
10° 10° 10° 10°
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O numero de bactérias por mL foi calculado de acordo com a

seguinte férmula:

Ne bactérias por mL = média ne de coldnias nas 3 diluicdes x 1/diluicdo x 50



79

5 RESULTADOS

Dos 10 implantes avaliados em cada grupo, coletou-se trés amostras
(trés gotas) para a solugcdo diluida de cada implante.

Inicialmente foram calculadas as estatisticas descritivas, ou seja,
média, desvio padrdo, valor minimo, mdximo e mediana dos dados
coletados de cada uma das coletas realizadas para cada grupo.

Depois, as trés coletas foram reunidas e resumidas através da média
aritmética, e novamente calculadas as estatisticas resumo de cada grupo.
Com esses dados, um grafico de boxplot! foi construido para se ter uma
idéia visual da distribuicdo dos dados.

Antes da comparacdo entre os grupos, os dados foram testados
quanto a sua distribuicdo, atraves do feste de Kolmogorov-Smirnov. Esse teste
mede se & possivel estabelecer a distribuicdo normal, e entdo aplicar testes
paramétricos (como ANOVA). No caso de rejeicdo da suposicdo de
normalidade, um teste ndo paramétrico (Kruskal-Wallis) deverd serd aplicado
para comparar 0s grupos.

Se o teste de comparacdo entre os grupos indicar significGncia
estatistica, uma segunda andlise serd necessdria para verificar exatamente
quais grupos sdo diferentes entre si. No caso das comparacdes multiplas, €

importante observar que o nivel de significGncia do teste (a) deverd ser

lveja no apéndice E, um exemplo com a interpretacdo de um grdfico de boxplot.
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ajustado conforme o total de comparacdes a ser realizado, de forma que
seja mantido o mesmo nivel de significGncia global, em cada uma das

comparacoes. Esse cdlculo é realizado da seguinte forma:

— 1 _ [n°de comparagdes/1 _
Xingividual = 1 ( \/1 aglobal)

No caso de 10 comparacdes multiplas, e considerando ainda o nivel
de significGncia global como sendo de 5%, entdo cada comparacdo de

dois grupos devera ser feita a um nivel de 0,005 (e ndo 0,05).

Cpiaon=1—(91—0,05)= 0,005

As comparacdes de dois grupos entre si poderdo ser realizadas pelo
teste de Mann-Whitney, com a utilizacdo do nivel de signific@ncia individual,
tal como calculado acima.

Todas as andlises foram realizadas com a utilizacdo do software
estatistico Minitab, versdo 15.0, e conforme explicado acima, o nivel de
significancia foi estabelecido em 5% (a=0,05), para as comparacdes globais
(todos os grupos), ou 0,5% (a=0,005) nas comparacdes individuais de dois
grupos entre si.

A tabela 5.1 mostra o resumo dos dados coletados, para cada uma

das trés coletas realizadas de cada implante.



81

Tabela 5.1 - Medidas resumo do niumero de bactérias (x 103) por mL, por grupo, por
coleta (gota)
grupo coleta N média d.p. minimo mediana maximo
G1 12 10 850 784 0 500 2500
28 10 450 497 0 500 1500
32 10 150 337 0 0 1000
G2 12 10 0,595 1,016 0 0,150 2,750
28 10 0,645 1,178 0 0,125 3,200
32 10 0,625 1,019 0 0,175 2,750
G3a 12 10 1,835 1,357 0,050 1,700 3,650
22 10 1,925 1,515 0,150 1,500 4,650
32 10 1,555 1,185 0,300 1,300 4,000
G3b 12 10 0,520 0,919 0,050 0,125 3,000
28 10 0,620 0,969 0 0,225 3,050
32 10 0,670 1,116 0 0,225 3,500
G4a 12 10 9,900 8,000 2,000 5,500 23,500
22 10 11,700 7,210 4,000 9,000 25,000
32 10 13,050 8,830 3,000 11,250 31,000
G4b 12 10 11,600 11,860 1,000 9,750 42,500
22 10 11,650 9,390 2,000 11,500 35,000
32 10 13,100 11,210 0,500 10,750 40,500

N = nUmero de implantes avaliados por grupo; d.p. = desvio padrdo
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Uma vez que foram realizadas trés coletas por implante, a tabela 5.2

mostra o resumo dessas medidas, obtidas pela média aritmética das trés

coletas.
Tabela 5.2 - Medidas resumo do numero de bactérias (x 103) por mL, por grupo

grupo N média d.p. minimo mediana  maximo
Gl 10 483 448 0 333 1167
G2 10 0,622 1,070 0,000 0,158 2,900
G3a 10 1,772 1,310 0,167 1,500 3,633
G3b 10 0,603 0,995 0,017 0,225 3,183
G4da 10 11,550 7,750 4,000 9,170 25,830
G4b 10 10,590 10,590 1,170 10,580 39,330

N = numero de implantes avaliados por grupo; d.p. = desvio padréo

Os dados acima foram inseridos num grafico do tipo boxplot (Grafico

5.1), onde ¢é possivel verificar claramente a grande diferenca do nUmero de

bactérias encontradas nos implantes do grupo G1, em relagdo aos demais.
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Grdfico 5.1 -  Grdfico de boxplot: N° de bactérias (x 103) / mL, por grupo (todos os grupos)

O grdfico 5.2 mostra os demais grupos em que os implantes passaram
por algum processo de descontaminacdo (G2, G3a, G3b, G4a, G4b), ou
seja, € o mesmo grdfico que o anterior, apenas retirando os implantes do
grupo G1, e aumentando a escala do eixo Y para que se possa observar

melhor como se distribuem esses dados.
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Grdfico 5.2-  Grdfico de boxplot: N° de bactérias (x 103) / mL, por grupo (exceto G1)

Mesmo com a exclusdo do grupo G1, que é naturalmente diferente
dos demais em termos de variabilidade, os outros grupos ndo parecem ter
uma distribuicdo normal dos dados (verificado estatisticamente pelo teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov, p<0,010). Dessa forma, a comparacdo
entre os grupos foi redlizada pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
que dispensa a suposicdo de normalidade dos dados.

Aplicando-se o teste de Kruskal-Wallis, verifica-se significGncia
estatistica (p<0,001), indicando que de fato existe diferenca significante

entre os grupos G2, G3a, G3b, G4a e G4b.
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Para saber exatamente qual grupo difere de qual, utilizou-se o teste de

Mann-Whitney, para a comparacdo entre dois grupos entre si. A tabela 5.3

mostra o resultado do teste de Mann-Whitney, para cada uma dessas

comparacoes entre dois grupos.

Tabela 5.3- Nivel descritivo do teste de Mann-Whitney (p-valor), para a comparacdo
entre dois grupos

G2 G3a G3b G4a G4b
G2 - 0,154 0,649 <0,001 <0,001
G3a 0,154 - 0,011 <0,001 0,002
G3b 0,649 0,011 - <0,001 <0,001
G4a <0,001 <0,001 <0,001 - 0,999
G4b <0,001 0,002 <0,001 0,999 -

Conforme descrito na metodologia estafistica, com o nivel de

significGncia ajustado em a=0,005 para todas as comparacdes multiplas,

conclui-se que os grupos G2, G3a e G3b apresentaram nivel

de

contaminacdo menor do que nos grupos G4a e G4b, ndo havendo

diferenca significante entre G2, G3a e G3b, bem como também ndo houve

diferenca significante entre os grupos G4a e G4b.
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O grdfico 53 mostra todas as medidas obtidas, indicando a

semelhanca entre os grupos G2, G3a e G3b, bem como entre os grupos G4a

e G4b.
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Grdfico 5.3 - Grdfico de pontos: N° bactérias (x 103) / mL, por grupo (exceto G1)
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6 DISCUSSAO

A terapia fotodindmica anfimicrobiana, assim como o laser, foram
infroduzidos recentemente na Odontologia. J&G é consenso na literatura o
beneficio do laser e da PDT nas diversas especialidades. O que se busca
atualmente é um protocolo ideal de trabalho para obter-se o mdximo de
beneficio. O estudo da acdo da PDT como tratamento coadjuvante da
perimplantite € ainda mais recente, mas alguns autores relatam o sucesso
dessa terapia (DORTBUDAK et al., 2001; HAYEK et al., 2005; SHIBLI et al., 2006;
YILMAZ et al., 2002). A descoberta da osseointegracdo por Branemark em
1965 foi um advento de extrema importGncia para a reabilitacdo oral
protética estética e, principalmente, funcional. Cada vez mais pacientes séo
reabilitados com implantes dentdrios e, conseqientemente, mais casos de
SUCESSO e insucesso surgem com o passar dos anos. Assim, a periimplantite
torna-se um problema cada vez mais freqUente nas clinicas odontoldgicas
(JEPSEN et al., 1996).

Diversas sdo as tferapias propostas na literatura visando a
descontaminacdo da superficie de implantes, porém ainda ndo satisfatorias.
A PDT surge como mais uma opcdo para a reducdo bacteriana, entretanto,
ndo hd ainda um protocolo ideal. Baseado nessa duvida, esse estudo teve

como objetivo avaliar apenas alguns pardmetros dessa complexa terapia.
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Os resultados obtidos foram condizentes com o que era esperado,
baseado em estudos anteriores da literatura (CHAN; LAI, 2003; DORTBUDAK et
al., 2001; DOBSON; WILSON, 1992; GAD et al., 2004; HAYEK et al., 2005; SHIBLI
et al., 2006; USACHEVA; TEICHERT; BIEL, 2001; WAINWRIGHT, 1998; WILSON;
DOBSON; SARKAR, 1993; YAMADA JR et al., 2004; YILMAZ et al., 2002). Uma
vez que o grupo G1 refere-se ao controle negativo, onde nenhuma técnica
de descontaminacdo foi ufilizada, era esperado observar essa grande
diferenca do nUmero de bactérias encontradas, em relagcdo aos outros
grupos. Também era esperado encontrar maior nUmero de bactérias para os
grupos G4a e G4b, em relacdo ao grupo clorexidina (G2) e PDT (G3a e G3b),
como de fato ocorreu, mas a diferenca entre G4 e G1 foi muito grande,
provavelmente pelo fato do maior tempo entre a contaminacdo e a cultura
bacteriana, devido ao tempo de irradiacdo com o laser.

Uma possivel reducdo do nUmero de bactérias de G4, em relacdo a
Gl1, é a absorcdo da luz por bactérias pigmentadas que, por possuiram
cromoforos  enddgenos,  dispensam  a  utiizacdo de um  agente
fotossensibilizador adicional, ocorrendo também os efeitos da terapia
fotodin@mica. Segundo Kdnig et al. (2000), bactérias como Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia e Actinomyces odontolyticus sdo capazes de
sinfetizar a protoporfirina e protohematoporfirina, um dos corantes mais
utilizados na terapia fotodindmica, ndo necessitando do uso adicional de
fotossensibilizadores externos. Assim, a simples irradiacdo com laser de

emissdo vermelha produz a morte bacteriana desses microorganismos.
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Ao comparar os grupos G4 com G3, observa-se que a utilizacdo do
corante foi importante para uma maior reducdo bacteriana, sendo essa
diferenca estatisticamente significante (p<0,001). Esse resultado comprova a
real efetividade da associacdo do corante com a fonte de luz laser, pois
estes grupos tiveram a mesma diferenca de tempo entre a contaminacdo e
a cultura bacteriana, o que ndo aconteceu em Gl e G2, por serem

metodologias mais rapidas de trabalho.

Ndo houve diferenca significante entre G4a e G4b, assim, o tempo de
iradiacdo, sem a presenca do corante, ndo interferiu na reducdo
bacteriana, o que j& ndo aconteceu ao compararmos G3a e G3b. Apesar
da diferenca entre G3a e G3b ndo ser significante, observa-se uma
tendéncia do grupo G3b (PDT com irradiacdo por 5 minutos) ser melhor que
G3a (PDT com irradiacdo por 3 minutos). Para um mesmo tempo das
bactérias em contato com o corante azul de metileno, um tempo maior de
iradiacdo teve melhor resultado. Durante a irradiacdo, foi realizado
movimentos de cima para baixo em toda a extensdo do implante. A
velocidade da irradiacdo foi previomente calibrada pelo operador,
entretanto, o fato da luz permanecer por um periodo maior na superficie do
implante (G3b), facilita a formacdo de mais espécies reativas de oxigénio,
promovendo maior reducdo bacteriana. Seria interessante, em um préximo
estudo, avaliar a reducdo bacteriana variando o tempo de contato com o
corante azul de metileno, para um mesmo tempo de irradiacdo. Um maior

tempo de contato com o agente fotossensibilizador poderia permitir que
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mais bactérias fossem atingidas, principalmente as Gram-negativas, que sdo
mais resistentes G passagem do corante devido a presenca de uma

membrana externa.

Os resultados deste trabalho complementam a teoria da efetividade
da associacdo laser + corante com estudos prévios (CHAI; LAI, 2003;
DOBSON; WILSON, 1992; PRATES et al., 2007) ao comparar-se G3 e G4.
Enquanto observou-se neste experimento que somente a irradiacdo laser foi
significativamente menos efetiva que a terapia fotodindmica, Chai e Lai
(2003) comprovaram que somente a iradiagcdo laser ou somente a
aplicacdo do corante azul de metileno a 0,01% ndo tfiveram toxicidade
contra bactérias. Os autores afimaram também que o corante ndo
converteu a energia do laser em calor, comprovando que a irradiacdo com
laser de baixa poténcia ndo provoca aumento da temperatura e que a
descontaminacdo ndo foi devido a um possivel aumento excessivo da
temperatura intracelular. Dobson e Wilson (1992) e Prates et al. (2007)
também afirmaram que a morte celular njao foi significante na presenca

apenas do corante ou apenas do laser.

Yamada Jr et al. (2008) obtiveram resultados semelhantes, em cultura
de Aggregatibacter actinomycetemcomitans coradas com azul de
metileno, apds irradiacdo com laser com emissdo vermelha apds 3 ou 5
minutos, ndo havendo também diferenca estatistica significante entre os
tempos de irradiacdo. Os autores ressaltam, entretanto, que resultados

diferentes podem ser encontrados in vivo, devido d presenca de sangue,
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fluido gengival, etc., podendo influenciar no fotossensibilizacdo das
bactérias. Kémerik e Wilson (2002) também relataram em um estudo,
utilizando azul de orto-toluidina em bactérias G-, que a presenca de sangue

e saliva oferece protecdo as bactérias contra a terapia fotodindmica.

Os melhores resultados foram obtidos nos grupos G2 e G3 (clorexidina
e PDT, respectivamente), sendo estatisticamente diferentes em relacdo a G1
e G4 (p<0,001), entretanto ndo houve diferenca estatistica significante entre
G2 e G3. Resultados muito semelhantes foram observados entre G2 e G3b
(PDT 5 minutos). Sabe-se que a clorexidina tem a capacidade de ser
liberada gradualmente, podendo agir em um periodo de até 24 horas in
vivo. Mesmo irrigando os implantes abundantemente com soro fisioldgico
apods descontaminacdo com clorexidina, resquicios da substéncia quimica
podem ter permanecido na superficie dos implantes e, conseqUentemente,
serem transportados para o meio de cultura, continuando a agir sobre as

bactérias.

Alguns autores relatam diferencas nos resultados de andlise
microbiana quando da utilizacdo da clorexidina, principalmente em funcdo
da metodologia de avaliaogdo e da difusdo da clorexidina no Agar (ESTRELA
et al., 2001; ESTRELA et al., 2003; SEGUNDO et al., 2007). Considerando essa
hipdtese ou ndo, o fato de G3 ser estatisticamente igual a G2, permite
considerar que a terapia fotodindmica ainda assim seria um método de
descontaminacdo da superficie de implantes melhor indicado que a

irigacdo com solucdo de clorexidina, pois ndo causa resisténcia bacteriana
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e ainda hd o beneficio da irradiacdo laser. A luz que ndo foi absorvida pelas
bactérias, pode ser espalhada e absorvida por cromdforos do tecido
perimplantar adjacente, promovendo a biomodulacdo dos tecidos (efeito
analgésico, modulacdo da inflamacdo, aceleracdo do processo de
reparacdo do tecido gengival e 6sseo, etc.). Foi pensando nessa perda de
energia durante a irradiacdo que se tomou o cuidado neste estudo de
utilizar uma placa de cor preta, na tentativa de simular o tecido gengival ao
redor do implante, que poderia absorver parte dos fétons emitidos pela fonte

luminosa.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a terapia fotodindmica
pode ser considerada um método eficaz para reducdo bacteriana em
superficies de implantes e que somente a irradiacdo laser, sem a associagcdo
do corante, foi menos eficiente (p<0,001) que a PDT. A terapia fotodin@mica
deve ser considerada, entretanto, como um coadjuvante no tratamento da
perimplantite e associada aos fratamentos mecdnicos (raspagem) e
cirdrgicos (enxertos) na tentativa de controle da doenca perimplantar.

Mais estudos devem ser realizados testando ndo somente os pardmetros
de iradiacdo laser, como o agente fotossensibilizador, tempo de
permanéncia, modo de aplicacdo (solucdo, pasta, etc.), concentracdo,
enfre outros, para que um protocolo ideal de utilizacdo da terapia

fotodin@mica para a perimplantite seja alcancado.
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7 CONCLUSOES

Dentro das limitacdes deste estudo, pode-se concluir que:

o O grupo G1 foi o que apresentou 0 maior nUmero de bactérias, superior
a todos os demais grupos;

o Os grupos G2, G3a e G3b apresentaram menos bactérias
(estatisticamente significante) do que nos grupos G4a e G4b;

o Os grupos G4a e G4b ndo apresentaram diferencas significantes
estatisticamente entre si;

o Os melhores resultados foram obtidos nos grupos G2, G3a e G3b, que
ndo apresentaram diferencas significantes entre si. Ainda assim, @
utiizacdo da terapia fotodindmica seria mais bem indicada que a
imigacdo com clorexidina para descontaminacdo da superficie dos
implantes dentdrios por ndo promover resisténcia bacteriana a longo
prazo, além dos beneficios da irradiacdo com o laser de baixa poténcia

para os tecidos periimplantares.
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Apéndice A - Termo de Consenfimento Livre e Esclarecido

Universidade de Sdo Paulo

Faculdade de Odontologia

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do estudo: Descontaminagdo da superficie de implantes dentarios por
meio da terapia fotodinamica.

Pesquisadores responsaveis: Juliana Marotti, Profa. Dra. Tomie Nakakuki de Campos

Instituicdo/Departamento:  Departamento de Protese da FOUSP

Telefone para contato: (11) 3091-7885 ou (11) 2941-4114

Local da coleta de dados: ICB - USP

Prezado Senhor:

e Vocé esta sendo convidado a participar desta pesquisa de forma totalmente voluntaria.

e Antes de concordar em participar desta pesquisa € muito importante que vocé compreenda as
informacdes e instru¢Bes contidas neste documento.

e Os pesquisadores deverdo responder todas as suas duvidas antes que vocé se decidir a
participar.

e Vocé tem o direito de desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem nenhuma

penalidade e sem perder os beneficios aos quais tenha direito.

Objetivos: As informagdes abaixo sdo para esclarecer e pedir a sua participacdo voluntaria neste
estudo que tem por finalidade medir a descontaminacgdo na superficie dos implantes através da terapia
fotodindmica, que consiste na aplicagdo de um corante associado com laser em baixa intensidade.

Todo o estudo sera in vitro, ou seja, em laboratorio, ndo sera feito em humanos nem em animais.
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Procedimentos: Serd coletada sua saliva em um copo pléstico e esta saliva serd depositada nos
implantes. Ser4 medido entdo o nimero de colbnias de bactérias, ou seja, 0 qudao contaminado esta
cada implante. Os implantes sdo divididos em diferentes grupos, sendo que em cada grupo 0s
implantes serdo descontaminados de diferentes modos. Depois iremos avaliar o quanto descontaminou
cada grupo a fim de saber qual método utilizado foi mais eficiente. Os resultados da pesquisa serdo
posteriormente enviados para publicacdo em uma revista cientifica a ser selecionada. Todos 0s seus

dados permanecerdo em sigilo, com sua identidade preservada.

Riscos e Beneficios: Teremos o cuidado de te encaminhar para uma sala ou ambiente fechado a fim de
evitar um possivel constrangimento ao fornecer sua saliva no recipiente. Ndo haverd um beneficio
direto, mas para a comunidade clinica e cientifica em geral ao divulgar os resultados deste estudo. O
beneficio pode estender-se a todos os pacientes portadores de implantes caso os resultados dessa
pesquisa sejam satisfatorios. A saliva serd coletada no Laboratério de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP. Nao havera qualquer tipo de ressarcimento financeiro ou ajuda de custo.

A saliva coletada serd utilizada somente para os objetivos propostos desta pesquisa.

Sigilo: As informacbes obtidas ndo serdo utilizadas para divulgar sua identidade. Garantimos
esclarecer qualquer tipo de davida que possa ter durante 0 andamento da pesquisa. A pesquisadora
responsavel, Juliana Marotti, poderd ser encontrada no endere¢co Av. Prof. Lineu Prestes, 2227 —
Cidade Universitaria — Sao Paulo-SP — Departamento de Protese Dentdria da Faculdade de
Odontologia da USP, ou nos telefones (11) 3091-7885 ou (11) 2941-4114. Garantimos ainda, que
poderd desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, ndo interferindo no tratamento que

esteja sendo realizado.

Se houver dividas sobre a ética da pesquisa entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia (Av. Prof. Lineu Prestes 2227, 05508-000 S&o Paulo). Apos ler estas
informacGes e de ter minhas duvidas suficientemente esclarecidas pela pesquisadora Juliana Marotti,

concordo em participar de forma voluntéria neste estudo.

Sé&o Paulo, 18 de junho de 2008.

Nome completo

RG:

CPF:
Endereco:
Tel:



113

APENDICE B - Agua Peptonada e Solucdo de Hidroxido de Sédio

Agua Peptonada

AGUO ESHIOTT ettt ettt en e 1L

TH DT ONE et e e e e e e 2,59
Peptamin (Triptone E-peptoNe) ... 259
ClOreto dE SOAIO...cccuiiie et e e e e e e et eeetaeeeenns 509

Aquecer até dissolver por completo. Dispensar em tubos e autoclavar

a 121°C durante 15 minutos.

Solucao de Hidréoxido de Sédio (1 M)

T N et e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e et e e e e e aa—————————————aaaaaaaaaaaaaaeeeeeererrrerrrrrnes 49
B N ettt et e et e et ————————————————aeeeeeeeeeaaaeeeererrerraaa————————————————— 129
T N et e e ettt e e e e et a e e e e e e e aaaaeeee e e e sabaaeaeeeannbbaaeeeeanaraeaeeeeannrees 409

Dissolver em 100 mL de dgua destilada.
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APENDICE C - Agar Brucella Sangue

AGUA AESHIOTT ettt er s 950 mL
A GO BIUCEIIO ettt ettt ee e et eneeeeneeenes 43 g
EXIrOtO A€ IE€VEAUIQ......eeee et 29

Autoclavar o meio a 121°C por 15 minutos. Apos, resfriar o meio a 45°C,

adicionar:
SOIUCAO AE NEMINGIL..ccciiiiiieeeeeeeeee et e e e e 1 mL
SOIUCAO e MENAAIONE......cooeeeeieeeecceeeeeeee e 0,1 mL

Sangue de carneiro desfibriNAAO........uvvvieeiiiiiiiiie e 50 mL



1156

APENDICE D - Hemina e Menadione

Solugcédo de Hemina

HEMINQL. . e e e e et e e e e e e e e e e e e e e ee e aanssseaaaeees 0,59
Solucdo de hidroxido de SOAIO T Mu..coeiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 10 mL
AQUA AESTIATG ...ttt 90 mL

Dissolver a hemina na solucdo de NaOH. Adicionar a dgua destilada.

Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Solucao de Menadione

MENAIONE ..t e e e e e e e e e e aeaeeees 029
BTN O e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ————————— 2mL
AGUA AESHIAAG ESTETL.....eeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 18 mL

Pesar a menadione em papel aluminio estéril. Adicionar 2 mL de etanol

em tubo estéril. Adicionar os 18 mL de dgua destilada.
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APENDICE E - Interpretacdo do grafico de Boxplot

Boxplot: € uma técnica que mostra graficamente algumas medidas
resumo de um conjunto de dados, tais como: média, mediana, valor minimo,
valor méximo, bem como eventuais valores extremos chamados de outliers,
e representados por um asterisco (*).

A meédia € indicada por um ponto preto; a mediana (2° quartil) &
representada por uma linha horizontal que fica dentro da caixa retangular;
os valores dentfro da caixa, entre o 1° e o 3° quartil, representam 50% dos
dados; os valores minimo e mdximo, na auséncia de outliers, sGo agueles que
correspondem ao exiremo inferior e superior respectivamente, das linhas
verticais que saem das caixas.

Na estatistica descritiva, um “quartil” € qualguer um dos trés valores
que divide um conjunto ordenado de dados em quatro partes iguais, e
dessa forma, cada parte representa 1/4 (25%) da amostra ou populagdo.
Portanto, 1° quartil, € o valor que representa 25% da amostra ordenada, 2°
quartil (mediana) € o valor que representa 50% dos dados; 3° quartil € o valor

que representa 75% dos dados.



Exemplo de um grafico de boxplot:

idade dos pacientes (anos)

100

S0

20
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....................... » maximo
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— . --» 3°quartil
25%{

IR SIS » mediana (2° quartil)
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> 25%
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ANEXO A - Parecer de Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

Universidade de S3o Paulo

Faculdade de Odontologia

Comité de Etica em Pesquisa

PARECER DE APROVAGCAO
FR 184633
Protocolo 68/2008

Com base em parecer de relator, o Comité de Etica em
Pesquisa APROVOU o protocolo de pesquisa "Descontaminacio da
superficie de implantes dentarios por meio da terapia fotodinamica". de
responsabilidade da Pesquisadora Juliana Marotti & sob orientacdo da Profa.
Dra. Tomie Nakakuki de Campos.

Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser encaminhados
a este Comité relat6rios anuais referentes ao andamento da pesquisa e ao
término copia do trabalho em “cd’. Qualquer emenda do projeto original deve
ser apresentada a este CEP para apreciacdo, de forma clara e sucinta,

identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Sé&o Paulo, 10 de junho de 2008,

S g
il Ty e e—— -
Prof. Dr. JoaG Gdalborto de ’quuéeire; Luz
Coordenador do CEP-FOUSP

Av. Prof. Lineu Prestes, 2227 - Cidade Universitaria "Armando de Salles Oliveira”.
Sdo Paulo - SP - CEP 05508-900 —Telef /JFAX (0XX11) 3091-7887
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