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RESUMO

A periimplantite € um processo inflamatério destrutivo que pode levar a perda do
implante e a perda éssea. Esta patologia possui diferentes vertentes de
tratamento e, dentre estes, pode-se ressaltar a laserterapia com laser de Diodo
de alta poténcia e a terapia fotodinAmica. Embora sejam aplicadas clinicamente,
pouco se conhece sobre os efeitos das mesmas na superficie de implantes
dentarios, tampouco sobre a influéncia na adesao celular pré-osteoblastica.
Desta forma, este estudo objetivou avaliar os efeitos térmicos, de rugosidade,
molhabilidade e de adesédo celular promovidos pela laserterapia com laser de
diodo de alta poténcia e pela terapia fotodindmica (PDT). Para tal, este estudo
foi dividido em trés fases experimentais. Na primeira, foram avaliadas as
elevacdes de temperatura promovidas por um laser de Diodo de alta poténcia
(A=808 nm) de emissao continua e pulsada (20 Hz) durante a irradiacdo de um
defeito 6sseo periimplantar. Na segunda fase experimental, discos de titanio
grau IV foram submetidos a diferentes tratamentos: G1 - Raspagem mecanica e
posterior irrigacao com clorexidina 2% (controle positivo); G2 — PDT com azul de
metileno 0,01% e laser vermelho de baixa poténcia (A=660 nm); G3 - Laser de
Diodo de alta poténcia sob emissdo continua; G4 - Laser de Diodo de alta
poténcia sob emissdo pulsada (20 Hz); e, G5 - sem tratamento (controle
negativo). Os discos foram avaliados em relagdo a rugosidade e alteragbes no
angulo de contato. Na terceira fase experimental, 15 amostras de discos e 15
amostras de parafusos de titanio foram submetidas aos mesmos tratamentos
propostos para a fase experimental 2; em seguida, foi efetuado o ensaio de
adeséo celular com células MC3T3. Todas as avaliagées quantitativas foram
avaliadas estatisticamente ao nivel de significancia de 5%. Foi observado que o
aumento de temperatura atingido durante a irradiagédo com laser sob a forma de
emissdo continua pode gerar efeitos deletérios nos tecidos de suporte
periodontais, pois foram geradas elevagbes de temperatura maiores que 10 °C.
A irradiacdo dos discos com laser de alta poténcia, em ambos os modos de
emissao, alterou o parametro Rz do biomaterial; porém, nenhum dos tratamentos
propostos alterou a molhabilidade dos discos. A irradiacdo com laser de alta
poténcia, assim como a PDT, potencializou a adesao celular em relagdo aos
grupos controle positivo e negativo, sendo observado maior numero de células
nos grupos tratados com laser de alta poténcia. Foi possivel concluir que, para
tratamento da periimplantite, o uso do laser de alta poténcia no modo pulsado
apresenta-se como forma mais segura para o tecido 6sseo adjacente. Ainda, a
irradiacdo de implantes odontologicos de titanio com laser de diodo de alta
poténcia promove elevacdes de temperatura que alteram o parametro Rz do
biomaterial, e esta alteracdo melhora a adeséo de células pre-osteoblasticas. A
terapia fotodindmica também exerce efeito positivo sobre tais células, sem
promover alteragdes estruturais.

Palavras-chave: Adesao Celular, MC3T3, Implante, Laserterapia, PDT, Periimplantite.



ABSTRACT

Peri-implantitis is a destructive inflammatory process that can lead to implant and
bone losses. This pathology has different aspects of treatment and, among these,
one can highlight the high power diode laser therapy and photodynamic therapy.
Although clinically applied, little is known about their effects on the surface of
dental implants, nor about their influence on pre-osteoblastic cell adhesion. Thus,
this study aimed to evaluate the thermal, roughness, wettability and cell adhesion
effects promoted by high power diode laser therapy and photodynamic therapy
(PDT). To this end, this study was divided into three experimental phases. In the
first one, the temperature elevations promoted by a continuous and pulsed
emission high power diode laser (A = 808 nm) were evaluated during the
irradiation of a bone defect. In the second experimental phase, titanium discs
were submitted to different treatments: G1 - Mechanical scraping and subsequent
chlorhexidine 2% irrigation (positive control); G2 - PDT with 0.01% methylene
blue and low power red laser (A = 660 nm); G3 - High power diode laser under
continuous emission; G4 - High power diode laser under pulsed emission (20
Hz); and, G5 - no treatment (negative control). The discs were evaluated for
roughness and changes in contact angle. In the third experimental phase, 15 disc
samples and 15 titanium screw samples were submitted to the same treatments
proposed for experimental phase 2. The cell adhesion assay with MC3T3 cells
was then performed. All quantitative evaluations were statistically evaluated at a
significance level of 5%. It was observed that the temperature increase achieved
during continuous emission laser irradiation can have deleterious effects on the
periodontal support tissues, as temperature elevations higher than 10 °C were
generated. The irradiation of the high power laser discs in both emission modes
changed the Rz parameter of the biomaterial; however, none of the proposed
treatments changed the wettability of the discs. High power laser irradiation, as
well as PDT, enhanced cell adhesion in relation to the positive and negative
control groups, with a higher number of cells in the high power laser treated
groups. It was concluded that, for the treatment of periimplantitis, the use of high
power laser in pulsed mode is the safest way for adjacent bone tissue.
Furthermore, the irradiation of high power diode laser titanium dental implants

promotes temperature elevations that alter the Rz parameter of the biomaterial,



and this change improves the adhesion of pre-osteoblastic cells. Photodynamic
therapy also exerts a positive effect on such cells without promoting structural

changes.

Key words: Cell adhesion, MC3T3, Implant, Laser therapy, PDT, Periimplantits.
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1. INTRODUGAO

A radiagédo laser tem se tornado uma grande aliada aos tratamentos
odontoldgicos, uma vez que tal ferramenta possibilita a execugao de tratamentos
mais rapidos e com menores efeitos colaterais. Para tal, sdo empregados lasers
de alta e de baixa poténcia, isoladamente ou em associacdo com técnicas
convencionais. Os lasers de alta poténcia, por gerarem aquecimento controlado,
apresentam beneficios para corte e hemostasia de tecidos moles, além de acao
bactericida local. Os lasers de baixa poténcia, por sua vez, sao grandes aliados
no reparo de lesdes, aceleragao de cicatrizacao, reducao de inflamagéao e dor por
sua acao fotobiomodulatéria sem aumento de temperatura. Ainda, estes lasers,
quando associados a um corante fotossensibilizador, podem atuar na
descontaminacgao local por meio da terapia fotodindmica. Considerando estes
aspectos, sao muitas as condi¢gdes que podem ser tratadas empregando-se a

radiacao laser.

O edentulismo é caracterizado pela perda total do dente do individuo. Um
dos tratamentos desta condicdo € a substituicdo do(s) dente(s) perdidos por
implante(s) dentario(s) biocompativel(is) [1]. Atualmente o Brasil demonstra maior
prevaléncia de edentulismo na faixa etaria entre 65 a 74 anos, no qual 76,5% dos
individuos possuem perda total ou parcial de dentes superiores [1]. Considerando-
se o fato de que o edentulismo € uma condi¢gao fortemente ligada a fatores
socioecondmicos e ao acesso a recursos de saude bucal, observa-se uma maior

prevaléncia de edentulismo no Brasil em regides mais carentes, sendo as regides

Norte e Nordeste as de maior prevaléncia [2].
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A condigdo de edentulismo é amplamente estudada e se mostra
estritamente ligada a diferentes fatores, tais como o envelhecimento da
populacao, socioeconémicos, dificuldades de acesso, dentre outros. Estes afetam
os cuidados com a saude do individuo, prejudicando-o e impossibilitando o

adequado manejo da saude bucal [2].

A consequéncia do edentulismo caracteriza-se ndo s6 por um mutilamento
funcional, devido a perda de eficiéncia de mastigagao e as desordens geradas na
articulagado témporo-mandibular, mas também por um constrangimento social.
Considera-se que a perda dos dentes pode afetar de maneira moderada a severa
alguns aspectos de expressao facial e aspectos estéticos do individuo [3]. O
profissional Cirurgido-Dentista tem, entdo, o papel de prover a reabilitagcao de tais
pacientes, possibilitando o acesso aos tratamentos para esta condig¢ao, tais como
a colocagao de proteses parciais ou totais, fixas ou removiveis, assim como
disponibilizar o tratamento por meio da instalacdo de implantes dentarios de titanio

visando, assim, minimizar os problemas ocasionados pela perda dentaria [3].

Os estudos sobre os implantes dentarios iniciaram-se em 1952 por Per-
Ingvar Branemark [3], o qual descreveu a necessidade de se obter uma boa
osseointegragao, ou seja, uma jungao funcional e anatébmica de maneira direta
entre o0 osso remodelado e a superficie do implante dentario [4]. A
osseointegragao se compreende como a capacidade de estabelecer uma interface
mecanicamente solida, sem a presenca de tecido fibroso, com a completa uniao

entre a superficie do material e o tecido 6sseo [5]. Contudo, ressalta-se que a
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anquilose, ou seja, a completa jungao entre osso e implante, era considerada um

fator negativo para a vida util do implante para alguns autores [5][6][7].

Outro fator importante a ser considerado para o sucesso do tratamento com
implantes dentarios € a biocompatibilidade, que ocorre quando os tecidos entram
em contato com um determinado material e ndo manifestam qualquer tipo de
experiéncia de natureza irritante, toxica, inflamatoria, alérgica ou de fundo
carcinogénico ou mutagénico [8]. O sucesso de implantes odontoldgicos continua
sendo demonstrado atualmente, onde as ligas titdnio mostram-se como a matéria-
prima mais adequada para a confecgcdo dos mesmos, fato que esta ligado
principalmente as suas altas condi¢cdes biocompativeis em meio vivo e alta
similaridade mecéanica em relagéo ao 0sso, assim como sua ductilidade e médulo
de elasticidade 6tima para tal tipo de aplicagao [3][8].

O uso de um implante dentario envolve riscos pré e pds-operatérios como
qualquer outra medida cirurgica. Algumas doencas podem ser desenvolvidas ao
longo de utilizagdo dos implantes, tal como a periimplantite [9]. A periimplantite
tem sua definicdo como um processo inflamatério dos tecidos moles, com a
existéncia de bolsa periimplantar, sangramentos e posterior perda do osso que
faz contato com o implante. Em casos extremos, acarreta no surgimento de
defeitos 6sseos com a exposi¢cao do implante, podendo culminar em perda do
implante dentario e, consequentemente, em maior perda dssea do paciente [10].

Atualmente existem trés principais tipos de tratamento para a periimplantite,
as quais sao divididos em terapias nao-cirurgicas, cirurgicas e laserterapia
[11][12]. A técnica néo cirurgica trata-se da raspagem mecanica do implante com

curetas periodontais apropriadas, associadas ou ndo a irrigagdo com agentes
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descontaminantes (tais como a clorexidina), sem a abertura de retalho para
acesso a bolsa periimplantar [10]. Tal tratamento tem o intuito de promover a
eliminacao do biofilme, que é uma comunidade complexa e estruturada de
microrganismos, envoltos por uma matriz extracelular de polissacarideos aderidos
entre si. Em contrapartida, a técnica cirurgica trata-se da raspagem mecanica do
implante e da regido que o circunda, para a eliminagéo do biofilme, com possivel
associagao de agentes descontaminantes como a clorexidina, porém feita por

meio de abertura de retalho cirargico [10][11].

Ainda, a radiagao laser pode ser empregada como tratamento para esta
condicao. Lasers de alta poténcia, tais como Er:YAG, CO2, Nd:YAG, Er,Cr:YSGG,
e Diodo sdo empregados com o objetivo de eliminar o biofilme e tecidos de
granulacao por meio de efeito térmico [12][13][14]. Uma das vantagens destes
tratamentos reportada por alguns autores é a ndo necessidade de abertura de
retalho cirargico, uma vez que os equipamentos sao providos com fibras opticas
de tamanho tal que propiciam o acesso a regides mais profundas da bolsa
periimplantar [14][15][16]. Dentre os lasers de alta poténcia comercialmente
disponiveis, o laser de Diodo apresenta grande interesse pelos profissionais
clinicos, uma vez que tém preco atrativo em comparagao com os demais lasers

de alta poténcia, além de eficacia comprovada [36].

Além do uso dos lasers de alta poténcia, outra modalidade de tratamento
de periimplantite possivel é a terapia fotodinadmica (PDT, do inglés photodynamic
therapy). Trata-se de um tratamento que envolve uma substancia

fotossensibilizadora (FS), a irradiagédo com fonte de luz (lasers ou LEDs de baixa
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poténcia) e a presenga de oxigénio molecular. Nesta terapia, os fétons emitidos
pela fonte de luz devem ser absorvidos pelo FS para que ocorra a liberagao de
espécies reativas de oxigénio e/ou radicais livres, que sao citotoxicos e, portanto,
auxiliam na eliminagdo dos microrganismos da bolsa periimplantar. Por usar
fontes de luz de baixa poténcia, esta terapia ndo gera aumento de temperatura.
Trata-se de uma terapia que pode ser efetuada em associacao com a raspagem
mecanica da superficie do implante, sendo de relativo baixo custo quando

comparada com os custos de um laser de alta poténcia.

Deve-se ter cautela durante o uso de lasers de alta poténcia, pois o
aumento exagerado de temperatura pode trazer danos aos tecidos adjacentes.
Quando ocorre aumento de temperatura entre 7 a 10 °C, ha o inicio de
desnaturagao proteica nas células do tecido adjacente ao implante, com possivel
comprometimento metabdlico das mesmas. Com o aumento de temperatura
superior a 10 °C por longo periodo de tempo, os danos as células e aos tecidos
pode ser mais severo, configurando evento irreversivel com lesdo permanente ao
tecido bioldgico [17], [18]. Além disso, elevagdes severas de temperatura podem
ocasionar danos a superficie dos implantes, o que pode comprometer a neo

osseointegracdo dos mesmos.

Para analise de eficacia e seguranga da nao alteragdo da superficie
implantar, o que assegura a biocompatibilidade do biomaterial no tecido alvo,
podem ser utilizados ensaios de cultura celular. Estes ensaios, realizados in vitro,
sao rapidos, de relativo baixo custo, e permitem a analise da interacao de células

com a superficie do material de estudo, no caso deste estudo, os implantes. O
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titanio grau 1V, utilizado para a confecgado dos implantes, € reconhecidamente

biocompativel [7, 8, 18].

No entanto, alteragbes causadas ao implante, como pequenas
deformacdes, aquecimento ou trincas podem alterar a condigdo de
biocompatibilidade. Os estudos de cultura celular permitem verificar interacéo das
células com o implante, resultando em avaliacdo de biocompatibilidade do
tratamento em si. Podem ser analisadas condi¢des de adesdo, migragao,
proliferagéo e diferenciagao celular, sendo o ensaio de adeséao celular aquele que

caracteriza a interacao inicial das células com o implante.

Os ensaios em questao devem utilizar células compativeis com aquelas
encontradas in vivo, ou linhagens celulares estabelecidas e recomendadas por
norma. A linhagem celular MC3T3 foi estabelecida a partir de células pré-
osteoblasticas, condizente com o tecido dsseo periimplantar, e é utilizada em
estudos de avaliagao da interagao celular com biomateriais, incluindo adesao e
citotoxicidade. Pode-se, portanto, considerar o uso desta linhagem para os

objetivos propostos neste estudo.

Embora tanto o laser de Diodo de alta poténcia quanto a PDT sejam
técnicas eficazes para tratamento da periimplantite, pouco se sabe sobre as
alteragbes morfologicas que tais terapias podem ocasionar na superficie do
implante, além das elevagdes de temperatura que podem ser geradas durante os
tratamentos. Ainda, ndo se sabe se os tratamentos podem interferir na nova

osseointegracdo do implante, o que motivou a realizagdo deste estudo.
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2. OBJETIVO

Diante do exposto, este estudo objetiva avaliar as mudangas microestruturais
promovidas em implantes dentarios de titdnio grau IV pela realizagao de
laserterapia de alta poténcia com laser de diodo sob modo de emissdo continua
ou pulsada, ou pela terapia fotodindmica, assim como investigar se tais

tratamentos interferem na adesao de células pré-osteoblasticas.

Objetivos especificos:

1 — Avaliar os aumentos de temperatura oriundos da irradiagdo de defeitos
O6sseos periimplantares com laser de diodo de alta poténcia sob a forma de

emissao continua ou pulsada;

2 — Avaliar os efeitos da irradiacao com laser de diodo de alta poténcia
continuo ou pulsado e da terapia fotodinamica com azul de metileno e laser de
diodo de baixa poténcia de emissao vermelha na rugosidade e molhabilidade de

discos de titanio grau IV tratados por subtragéo acida;

3 — Avaliar os efeitos dos tratamentos propostos na adesao de células pré-
osteoblasticas em discos e em parafusos de titanio grau IV tratados por subtragéo

acida comerciais.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Edentulismo

O edentulismo é uma condicao irreversivel altamente debilitante e tem sua
descricdo como o "marcador final da carga da doenca para saude bucal” [14]. O
mesmo € caracterizado pela auséncia de um ou mais dentes, sendo que tal
condicao é dada pela perda total do dente desde de seu apice até sua raiz. Dentre
as causas do edentulismo, destaca-se a falta de acesso a saude bucal promovido
por desigualdade social e econdmica das populagdes. Além disso, a idade é outro
fator que se faz fortemente ligada a ocorréncia do edentulismo [16]. A Figura 1
ilustra dois exemplos de edentulismo em arcada superior e inferior.

O edentulismo pode ser classificado de acordo com as proporg¢des de perda
de dente, sendo esta classificagao de dois tipos: edentulismo total e edentulismo
parcial. No edentulismo total, temos a perda de todos os dentes da maxila ou
mandibula sendo, neste caso, proposto o uso de préteses removiveis completas
(popularmente denominadas de dentaduras) ou implantes dentarios, que podem

suportar proteses totais ou unitarias.
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Figura 1. Pacientes com edentulismo: A — em arcada superior; B — em arcada inferior.

Fonte: https://bit.ly/2JbyeMv / https://bit.ly/2LhqA3K.

Em contrapartida, no edentulismo parcial nota-se a auséncia de alguns
dentes, porém os dentes conseguintes ainda se fazem presentes. Deste modo &
indicado o uso de proteses parciais fixas ou removiveis, ou 0 uso de implantes de
titAnio a qual substitui o dente totalmente, mimetizando sua funcao de sustentacao
Ossea e mastigacéo [2].

No Brasil, o edentulismo tem suas maiores taxas nos Estados de menor
renda per capita, principalmente nos Estados das regides Norte e Nordeste, ndo
se fazendo exclusivo ao género, e acima de 65 anos. Tais dados demonstram que
o0 edentulismo é uma doenga com tragos estritamente ligados a fatores

socioeconOmicos e educacionais [1].

3.2. Implantes dentarios

Implantes sao classificados como dispositivos permanentes ou transitorios
que substituem total ou parcialmente um membro, 6rgéo ou tecido [8]. Quando

da perda total de um ou mais dentes, indica-se para este tipo de procedimento
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implantes dentarios constituidos por ligas de titdnio, material que possui
biocompatibilidade, resisténcia e desempenho mecanico compativeis com os
esforcos e ambiente implantado, obtendo, assim, melhores resultados quanto a
integracédo 6ssea do implante [8]. A Figura 2 ilustra exemplos de dois implantes

dentarios.

Figura 2.(A) llustragao da insercao de um implante dental com coroa. (B) llustragdao de um dente

saudavel e seus canais e um implante dentario inserido ao lado.

Fonte: https://bit.ly/2szHOS8 / https://bit.ly/2sr\/gZb.

Ao longo do tempo, diversos tipos de materiais foram utilizados para
substituicdo das propriedades mecanicas do dente como um todo, tais quais
metais (ouro, prata, bronze), madeiras e ceramicas. Estas, por sua vez,
mimetizavam a aparéncia dental, em alguns casos até obtinham um bom
desempenho mecanico; porém algumas propriedades como alta fragilidade e
baixa biocompatibilidade reduziam exacerbadamente o tempo de vida util de tais
implantes [3, 8].

Em 1952, um médico, pesquisador e professor, Dr. Per-Ingvar Branemark,

que realizava pesquisas experimentais na Suécia, estudando a microcirculagao e



19

os fendbmenos da cicatrizagdo por meio de uma camera filmadora de titanio
inserida na medula da tibia de coelhos, descobriu “acidentalmente” um
mecanismo alternativo de fixacdo e uma intima afinidade 6ssea pelo titanio [8]. A
partir de entdo, diversos tipos de implantes comecaram a ser desenvolvidas a
base de titdnio o qual, além de apresentar osseointegragao e biocompatibilidade,
possui propriedades mecéanicas, como modulo de elasticidade e ductilidade muito
semelhantes ao do osso humano [8].

Com o passar dos anos, a tecnologia na fabricagédo de implantes é cada
vez mais aprimorada, de modo que a superficie dos implantes foi modificada com
o fim de auxiliar na ancoragem do implante ao osso e, principalmente, na adeséo
celular em sua superficie. O aumento de rugosidade e de ranhuras na superficie
dos implantes retratam essas mudangas, demonstrando, dessa forma,

consideravel queda nas taxas de falhas de implantes dentais [19].

3.3. Periimplantite

A periimplantite, ou infecgdo da regido periimplantar, € uma doenga que
acomete em torno de 5 a 8% de pacientes implantados, o que totaliza um numero
em torno de 160.000 implantes acometidos pela doencga [20]. Ela se caracteriza
por um processo inflamatoério que acomete os tecidos periimplantares, neste caso
a gengiva e o osso de suporte, categorizando uma das principais causas de
insucesso de implantes dentais [21]. O termo periimplantite advém do final da
década de 1980, onde ha a definigado da reagéao inflamatéria com perda de suporte

6sseo em tecidos vizinhos, com possivel progressao ao implante funcional, perda
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progressiva da Osseintegracdo e do osso de suporte. Esta doenga é
frequentemente associada a supuragao e bolsas profundas, além mobilidade do
implante, fortes dores e sensacéao de corpo estranho no local inflamado, conforme

ilustrado na Figura 3 [22].

Figura 3. (A e B) Exposigédo do implante apds periimplantite.

Fonte: https://bit.ly/2szHOS8 / https://bit.ly/2srVgZb.

Ha evidéncia cientifica de que a colonizagcado bacteriana da periimplantite
pode ser proveniente da mesma colonizagdo bacteriana ligada a doengas
periodontais que causaram o edentulismo do paciente, ou seja, em outras
palavras, as bactérias residuais de uma doenga periodontal prévia pode afetar e
lesar o sulco periimplantar do paciente edéntulo [23]. Quando este tipo de
colonizagéo ocorre, as bactérias presentes no sulco periimplantar sdo em geral
classificadas como Gram-negativas, podendo encontrar-se diferentes tipos de
bactérias, tais quais Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermédia, Tannerella
forsythensis e Fusobacterium nucleatum [24]. No entanto, em sitios
periimplantares saudaveis, sdo predominantemente encontradas bactérias do tipo

Gram-positivas [25].
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A qualidade e quantidade de invasédo bacteriana ditam o quao severa a
lesédo de periimplantite sera, assim como a capacidade de resposta imunologica
do paciente [26]. Existem fatores que influenciam nos riscos da aparicdo da
doencga, tais quais como a carga biomecanica sobre o implante e principalmente
a quantidade de gengiva ao redor do implante onde, quanto menor a quantidade

de gengiva inserida, maior o risco da doenca [27].

Por se tratar de uma doenca assintomatica, a periimplantite se desenvolve
ao longo do tempo e apenas é detectada em consultas de rotina. Os sinais clinicos
da doenga sdo sangramento, supuragdo e aumento da profundidade de
sondagem, seguido de posterior perda 6ssea ao redor do implante, a qual pode
ser identificada apenas por exames radiograficos [28]. Edema e vermelhiddo nem
sempre sdo associados a infeccado e a dor ndo é uma caracteristica clinica que
acompanha a periimplantite. Fatores que aumentam o risco da doenga séao ma
higiene oral, doenca periodontal prévia, pacientes diabéticos ndo controlados,

etilistas e fumantes [29].

3.4. Tratamentos da periimplantite

Durante o tratamento da periimplantite, objetiva-se restaurar a condigao
periimplantar saudavel e eliminar a causa da doenga, ou seja, extinguir o biofilme
presente no sulco periimplantar. Para isso, sdo empregados diferentes tipos de
tratamentos, sendo estes classificados em técnicas cirurgicas, ndo cirurgicas e a

combinagdo das duas técnicas [9]. O objetivo principal do tratamento da
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periimplantite € promover a remog¢ao dos fatores etiolégicos que causam a
periimplantite prevenindo a perda 6ssea [30]. Na fase inicial da doenca, a
inflamacgéo deve ser tratada com uma higienizagdo de qualidade, por parte do
paciente, junto com agentes antimicrobianos, priorizando-se o0 uso de substancias

como a clorexidina.

Na técnica ndo cirurgica, a eliminagdo do biofilme ocorre por meio de
raspagem local, associada ou ndo ao uso de agentes antimicrobianos, sem
abertura de retalho. A utilizagdo do tratamento mecéanico pode ser considerada
limitada, principalmente nas superficies rugosas, pois dificilmente se consegue
eliminar o biofilme que se encontra abaixo das espiras. O tratamento é realizado
por meio do uso de curetas de teflon, plasticas, ou de carbono, as quais ndo geram
modificagdes bruscas a superficie dos implantes [32]. E reportado que a utilizacdo
de curetas de metal podem causar ranhuras nas superficies dos implantes quando
comparadas a curetas de outros materiais menos agressivos, e tais ranhuras

podem interferir na neo osseointegragao [32].

Na técnica cirurgica, ocorre a raspagem do implante, associada ou nao ao
uso de agentes antimicrobianos, por meio de abertura de retalho, conforme pode
ser visualizado na Figura 4. O principal objetivo do tratamento é ter acesso a
superficie do implante também em maior profundidade, para que seja feito o
debridamento e a descontaminagcdo completos, resultando na diminuicdo da
inflamacao no tecido periimplantar. O tratamento cirurgico da periimplantite é
realizado em casos de bolsas periimplantares acima de 5 mm de profundidade

com perda 6ssea. O objetivo é a eliminagdo mecanica da inflamagéo, evitando a
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progressao da doenga, assim como manter o implante em sua plena fungao
quanto aos tecidos periimplantares saudaveis. O tratamento visa também a

regeneragao do tecido periimplantar o qual foi perdido com a doenga [35].

Figura 4. Raspagem mecanica com abertura de retalho em paciente acometido por periimplantite.

Fonte https://bit.ly/2HfqZR.

O tratamento da periimplantite também pode ser feito com o uso de agentes
antimicrobianos locais e sistémicos [33], dentre os quais podem ser empregados
o hipoclorito de sodio, peroxido de hidrogénio a 3%, clorexidina a 0,2%, e
enxaguatorios como Listerine e Plax [34]. Normalmente, o uso destes agentes

esta associado a raspagem do local, de forma cirurgica ou nao.

Contudo, a eficacia dos tratamentos é ainda questionada. Em um estudo
que retrata nove pacientes diagnosticados com periimplantite, foi proposta a
terapia de cirurgia de retalho, com irrigacdo com peroxido de hidrogénio 10%.
Logo apods, os pacientes foram medicados com antibioticos e orientados a fazer
bochecho com gluconato de clorexidina a 0,2%, de 12/12 horas. Os resultados

das avaliagdes microbiologicas e radiograficas foram feitos nos periodos de seis
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meses, um e cinco anos, e demonstraram que 7 implantes dos 26 analisados
foram perdidos. Ainda, foi observado que 4 implantes continuaram com perdas
Osseas, 9 nao sofreram alteragbes e 6 obtiveram regeneragdo 6ssea. Desta
maneira, concluiu-se que, a terapia combinada de tratamento antimicrobianos e

cirurgia possibilitou um indice de sucesso de apenas 58% dos implantes [35].

Atualmente alguns tratamentos alternativos tém sido propostos, visando um
tratamento que se utiliza de métodos menos invasivos. Em diversas
especialidades da Odontologia os lasers sao utilizados como terapia coadjuvante
ao tratamento convencional, a escolha do tipo e dos parametros do laser &
estritamente dependente da patologia e também do tecido alvo a ser tratado

[36][37].

3.5. Laserterapia no tratamento da periimplantite

O laser € um acrénimo na lingua inglesa que significa Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation que, em pode ser traduzido por “Amplificacédo da
Luz por Emissao Estimulada de Radiagao”. Trata-se de um dispositivo que produz
radiacédo eletromagnética a qual possui caracteristicas diferentes da luz comum,

tais como monocromaticidade, coeréncia e colimagéo.

Na utilizagdo clinica em Odontologia, os lasers empregados possuem
comprimento de onda entre o visivel e o infravermelho, faixa a qual a radiagao se
denomina nao-ionizante no espectro eletromagnético, ou seja, nao origina

mutacgdes celulares ou evolugdes levando a neoplasias [37, 38, 39].



25

A radiacao laser, assim como qualquer outra luz, quando incidida sobre um
material, pode sofrer reflexdo, transmissdo, espalhamento ou absor¢do, sendo
esta ultima propriedade a mais importante para agdo dos efeitos biolégicos no
tecido. Essas interacbes da luz com o tecido podem acontecer
concomitantemente, onde a proporgdo em que cada uma delas ocorre ira
depender de caracteristicas do tecido alvo tais como sua composi¢cédo, e das
configuracdes da irradiacao laser, tais como seu modo de irradiagao (continuo ou
pulsado), poténcia pico, poténcia média, densidade de energia, densidade de
poténcia, energia total entregue, tempo de irradiagao, dentre outros [40].

Os lasers de baixa poténcia ou baixa intensidade compreendem os feixes
emitidos na regidao do vermelho ou infravermelho préximo que n&do causam
elevacdo de temperatura no tecido alvo. Estes feixes promovem acbes de
fotobiomodulagdo, sendo fortemente empregados da Odontologia como
terapéutica analgésica e anti-inflamatdria. Ainda, quando associados a um
fotossensibilizador, podem atuar na descontaminagdo por meio da terapia
fotodinamica [41].

Os lasers de alta poténcia ou alta intensidade compreendem os feixes capazes
de elevar a temperatura no tecido e, assim, podem promover acoes de corte,
vaporizagao e ablagédo. Estes lasers sdo amplamente utilizados em cirurgias,
hemostasia, prevencado da carie, ablacdo do tecido ésseo e dental, e na
descontaminacado [42]. Na implantodontia tém-se a utilizacdo de lasers de alta
intensidade para a modificacdo da superficie do implante, com o objetivo de
aumentar a adesao celular, e também para vaporizag¢ao do biofiime e do tecido de

granulagao [43].
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A avaliagao dos efeitos da irradiagdo com lasers de alta poténcia (CO2 e
Er,Cr:-YSGG) na adesao de osteoblastos em discos de titdnio com superficies
diferentes (usinada, revestida por hidroxiapatita, jateada por areia e jateada por
spray de plasma de titdnio) mostrou que os osteoblastos cresceram em todas as
superficies de implantes; porém, a diferenciagdo celular nestas superficies sé
pdde ser observada nos grupos previamente irradiados [41][42]. Em um estudo
clinico com 15 pacientes, foi avaliado o efeito do laser de CO2 para a
descontaminagcao de defeitos dsseos periimplantares. Apods irradiacao laser, o
defeito 6sseo foi preenchido com enxerto 6sseo (BioOss®) e coberto com uma
membrana de colageno. Os pacientes ficaram em observagao por um periodo de
27 meses, onde foi demonstrado que a grande maioria dos defeitos ésseos foram
preenchidos. Os autores concluiram, desse modo, que a associagao da técnica
de enxerto 6sseo com uso laser de CO2 para descontaminagao dos defeitos pode
ser um método bastante efetivo no tratamento da periimplantite [43].

Varela et al. afirmam que uso do laser de diodo de alta poténcia ndo danifica
a superficie dos implantes, até mesmo quando utilizado em altas densidades de
energia [44]. Estes autores afirmam que, para o uso de lasers com comprimento
de onda entre 800 nm a 810 nm, é necessario se considerar o aumento de
temperatura durante as irradiagdes, assim como a capacidade em causar alguns

danos permanentes a regido.
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3.6. A Terapia Fotodinamica como tratamento da periimplantite

A terapia fotodinamica (PDT) € uma técnica em que sao geradas espécies
reativas de oxigénio e/ou radicais livres citotoxicos por meio da associagédo de
oxigénio molecular, uma molécula fotossensibilizadora (FS) e uma fonte de luz de
baixa poténcia que seja absorvido por ela. Esta fonte de luz normalmente pode
ser oriunda de um laser ou um LED (/ight emitting diode) de baixa poténcia. Para
as aplicagdes clinicas em Odontologia, sao frequentes os feixes emissores no
vermelho ou infravermelho préximo, por sua boa penetracao nos tecidos moles.

A eficacia do tratamento se da através da producao de espécies reativas
de oxigénio que, em altas concentragdes, sdo toxicas para bactérias, fungos e
virus [44]. APDT é uma técnica que tém o potencial de atingir microrganismos e
células prejudiciais, sem que o tecido saudavel seja danificado. Inicialmente, o
desenvolvimento da terapia fotodinamica se deu com o enfoque no tratamento do
cancer, baseada na observacdo de que algumas moléculas n&o téxicas — os
fotossensibilizadores, como os derivados de porfirina — se tornavam toxicas na
presenca de luz. A efetividade da PDT advém de dois principios: o acumulo
preferencial de fotossensibilizador nas células alvo e a precisdo quando da
irradiacdo da luz, possibilitando, assim, a acao seletiva e localizada da terapia

[45].

O uso da terapia fotodindmica tem sido realizado em diversas
especialidades da Odontologia, como por exemplo na endodontia, na periodontia
e na implantodontia, com o objetivo de redu¢ao microbiana. Os resultados clinicos

sao bastante satisfatérios, sendo reportada uma redugao bacteriana muito similar



28

ao laser de alta poténcia, com a vantagem de n&o promover aumento da
temperatura, possuir um custo reduzido [46, 47, 48]. Além disso, ndo sao relatados
na literatura indicios de reacgdes sistémicas ou fendbmeno de resisténcia bacteriana
ap6s o uso da PDT, o que representa uma boa vantagem em relagdo aos

antibidticos.

O mecanismo de acdo da PDT se da quando a molécula do
fotossensibilizador se torna mais energizada apos absorver um féton da fonte de
luz. Neste momento, a molécula sai do seu estado fundamental e vai para o estado
singleto (Sn) mais excitado que, por sua vez, € muito instavel. Assim, a molécula
tende a retornar ao seu estado fundamental, usando, para isto, de dois
mecanismos distintos: ou pelo processo radioativo de emissdo de luz
(fluorescéncia) ou pelo processo de relaxagéao fisica (conversédo interna). Durante
a PDT, a molécula do FS transaciona para o estado tripleto excitado durante a
conversao de spin eletrénico. Este estado tripleto, com energia mais baixa que o
singleto e tempo de vida mais longo) pode retornar ao estado fundamental
perdendo a energia sob a forma de fosforescéncia, ou pode transferir sua energia
para o oxigénio molecular presente, levando a formagao de oxigénio singleto.
Além disso, pode haver reacbes de transferéncia de elétrons com as
macromoléculas bioldgicas que estiverem presentes, ocasionando a formacéao de
radicais livres e/ou ions radicais. Tanto o oxigénio singleto quanto os radicais livres
podem gerar morte celular [49]. Tais processos encontram-se resumidos no

Diagrama de Jablonski representado na Figura 5.
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Figura 5. Diagrama de Jablonski simplificado.
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Fonte: Zheng, Gang & Chen, Juan & Stefflova, Klara. Near-Infrared Fluorescence Imaging Guided Therapy:
Molecular Beacon-Based Photosensitizers Triggered by Breast Cancer-Specific mRNA. Front. Biosci. 2007,
12: 4709-21.

Atualmente, mais de 400 substancias sao conhecidas como
fotossensibilizadoras, incluindo corantes, drogas, cosméticos e compostos
naturais. Os fotossensibilizadores mais utilizados na redugcdo microbiana em
Odontologia sao: azul de metileno, verde de malaquita, azul de orto-toluidina,
cristal violeta, fitalocianinas, hematoporfirinas e protoporfirinas [51,52]. Contudo,
ha indicios de que algumas bactérias, como Actinomyces odontyculus e
Porphyromonas gingivalis, ndo necessitam do uso adicional de corantes, pois sao
capazes de sintetizar protoporfirina, um dos corantes mais utilizados na PDT.
Desse modo, apenas com a irradiacdo de uma fonte de luz com comprimento de
onda na faixa do vermelho pode levar a morte desses microrganismos e, assim,

resultar na substancial melhora da inflamagao no tecido gengival [53].

Van Straten et al. (2017), em uma revisao de literatura sobre o uso da PDT

em implantodontia, citou os fotossensibilizadores disponiveis para utilizagao
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contra microorganismos patogénicos. O autor afirma que a PDT é uma técnica
bastante eficaz contra bactérias e dificilmente as cepas apresentam resisténcia ao
tratamento; além disso, os autores relatam que esta técnica ndo danifica a
superficie do implante, tal como pode ocorrer com o uso de laser de alta poténcia,
por exemplo. Com a resisténcia microbiana, a superinfec¢do pode ocorrer na
miclofora residente, e a PDT torna-se uma aliada contra os efeitos colaterais
causados pela terapia antibiética. Uma das vantagens da PDT é nao exercer efeito

colateral sobre o tecido ao redor da regido tratada [54].

Buscando avaliar a eficacia do azul de metileno e do azul de orto-toluidina
quanto a acao sobre diversas bactérias (entre elas Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli e Psedomonas aeruginosa) o0s
autores Usacheva, Teichert e Biel (2001) utilizaram diferentes concentragdes
deste FS, paralelamente com o uso do lasers de diferentes comprimentos de onda
(630nm e 664nm), com variagcdes de densidade de energia de 10 a 60 J/cm?, e
intensidades de 50 a 100 mW/cm?. Os resultados demonstraram que todos os
microrganismos foram eliminados em porcentagens diversas. Entretanto, a acao
da PDT foi dependente do corante utilizado, assim como de sua concentragao,

densidade de poténcia do laser, bem como o tipo de bactéria envolvida [55].

Em um estudo com 15 pacientes, onde foi aplicada a PDT com azul de orto-
toluidina e laser de comprimento de onda na faixa de 660 nm, foi demonstrado
reducao bacteriana em diferentes superficies de implantes com redugao média de
92%, sendo 97% desta redugdo principalmente da bactéria P. gingivalis,

utilizando-se de aplicacdes de 1 minuto de irradiacao [55, 56].
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Outro estudo comparou os efeitos da PDT com a terapia convencional
(raspagem e irrigagao com clorexidina a 0,12%), quanto a redugao microbiana em
periimplantite induzida por ligadura em cachorros. Para isto foi utilizado um laser
de GaAsAl (660 nm), com poténcia de 49 mW, energia de 7,2 J durante 3 minutos.
Os autores concluiram que a PDT € um método nao-invasivo e efetivo no
tratamento da periimplantite quando comparado com a elevagcdo mucoperiostal
para raspagem da superficie do implante. O uso do azuleno como
fotossensibilizador mostrou-se efetivo contra os microorganismos periimplantares

e nao comprometeu a superficie do implante e nem dos tecidos ao redor [57].

Alguns fatores podem influenciar no sucesso da PDT, dentre os quais se
destacam o pH do meio, a porcentagem de agua, a presenca de exsudato,
sangue, concentragcao e tempo de permanéncia do agente fotossensibilizador,
comprimento de onda do laser, energia utilizada e tempo de exposi¢ao a luz laser
[58]. Em um estudo de Chan et al., foram analisadas culturas bacterianas de P.
gingivalis, Bacteroides forsythus, F. nucleatum, P. intermedia e A.
actinomycetemcomitans associadas ao sangue ou soro fisiolégico, simulando o
fluido gengival. Como fonte de luz foi utilizada o laser de He-Ne de 635nm e
ldampada 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
alcangados na concentragao 12,5 pg/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 agao da luz como no corante azul de metileno

[59].
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3.7.Influéncia da superficie e adesao celular

Atualmente, os experimentos que se utilizam de cultura celular tém
ganhado grande destaque por reproduzirem de uma maneira melhor as interagdes
interfaciais diretas entre células e superficies de diferentes biomateriais.
Particularmente, osteoblastos tém sido amplamente utilizados na avaliacdo dos
efeitos da adesao e proliferagao celular em superficies de implantes dentarios
modificados via diferentes tratamentos [60]. As células presentes no tecido sao
cruciais para a osseointegragao, pois sao as principais reguladoras da resposta

tecidual 6ssea na superficie do biomaterial [61].

Caracteristicas da superficie do implante como topografia, rugosidade,
propriedades quimicas e fisicas e até mesmo a energia de superficie do material
apresentam grande importancia na adesdo de osteoblastos em biomateriais,
principalmente no que se trata das fases iniciais de adesao celular, pois esta fase
influenciara certamente em etapas posteriores de proliferacdo e diferenciacéo
celular [63]. A rugosidade tem papel importante no primeiro contato do implante
com a célula, ou seja, influencia a ancoragem celular. A rugosidade superficial
adequada pode ocasionar melhores resultados em relagao a for¢ga de ancoragem

e travamento mecanico nos estagios iniciais da osseointegragéo [63].
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Pode-se avaliar a rugosidade de um material da seguinte forma:

* Rugosidade média (Ra)*

Projeta-se a superficie que se encontra abaixo
da linha média para cima desta mesma linha e
calcula-se a média desses novos valores (picos

verdes e azuis).

e Altura maxima de pico (Rp)*

Rp = max (Z(x)) g . ;
o5 Corresponde a maior altura de pico ao longo
L 702 g3 . . do comprimento medido (Im), sendo calculada
I " .Ia =3 b a r T
[.-*"- I }G'\q e em relacao a linha média.

1 Hf \'Ln,uv /( VJII

Sampling length @

(*Disponivel em: http://engenheirodemateriais.com.br/2017/02/08/rugosidade-de-

uma-superficie/ acesso em 20 de abril de 2018).
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¢ Profundidade maxima de vale (Rv)*

min (£{x})

AL

R_Z:

AN

Rv

Sampling length ¢

Semelhante ac Rp, no entanto em relacdo ao
vale, isto &, regides abaixo da linha média.

e Altura maxima do perfil de rugosidade (Rz)*

Rp + Ry

0o ]
vy

W5

Sampling length ¢

Rz

Soma de Rp com Ry, isto é do tamanho do
maior vale e do maior pico ao longo do

comprimento de medic3o (Im).

e Altura total do perfil de rugosidade (Rt)*

Rt = max (Zpil + max (Zvi)

Sampling

langth f 262

£ph

T4 Al

\H’_LLI

:\/ i

LM

Rt

3

Ewalizatian length o

Semelhante ao Rz, no entanto os picos e vales
maximos levados em consideracdo devem
pertencer a uma regido de amostragem
(le) especificamente, e ndo a todo o

comprimento de medic3o.

*Disponivel em: http://engenheirodemateriais.com.br/2017/02/08/rugosidade-de-uma-superficie/
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No processo da adesao celular estdo envolvidas diversas moléculas, assim
como componentes da matriz extracelular. Tal processo em geral € iniciado pela
mediacdo da proteina integrina, presente na superficie das células, e sua
interacdo com fibronectina na matriz extracelular, formando inicialmente o
processo de adesdo focal. A principal subunidade dentre as integrinas
participantes do processo de adesao de osteoblastos na superficie de biomateriais
€ a integrina B1, enquanto a adesao celular inicial € mediada por diversas

proteinas de ligagéo [64].

O processo inicial de adesao celular, em geral, é seguido por
espalhamento, com intensificacdo das adesbes focais. Uma vez aderidas a
determinada superficie, as células podem ter diferentes comportamentos, tais
como migragdo, proliferagcdo ou diferenciagdo. O acompanhamento da
diferenciagao osteoblastica pode ser realizado com a observagao da atividade
enzimatica especifica, a fosfatase alcalina, e a presenca de proteinas
caracteristicas do tecido 6sseo, como osteocalcina, osteopontina e colageno tipo
I. Estas proteinas estdo presentes na matriz extracelular éssea juntamente com
outros componentes. A osteonectina, especificamente, esta envolvida na ligagao
de ions Ca?* e hidroxiapatita durante o processo de mineralizagéo 6ssea, e € um
importante marcador de diferenciacdo celular e modulador do mecanismo de

adeséo osteoblastica [65].

Como amplamente difundido em diversos estudos, sabe-se que as
caracteristicas fisico-quimicas da superficie de interacdo com as células

direcionam o comportamento das mesmas, a exemplo do que ocorre naturalmente
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no organismo, na interacao de células e matriz extracelular. Da mesma forma, as
caracteristicas superficiais de determinado material estao intimamente ligadas a
resposta celular. Osteoblastos, por exemplo, possuem respostas diretas para
diferentes niveis de rugosidades em superficies de biomateriais metalicos,
inclusive implantes dentais. Seguindo a mesma dinémica, outra propriedade muito
importante € quanto a hidrofilicidade da superficie do material, que pode favorecer

a interacao celular [66, 67].

A interacao celular com a superficie do biomaterial € de grande importancia
para osseointegracdo de um implante odontologico; desse modo, toda e qualquer
modificagcdo de superficie tem de ser estudada e monitorada a fim de que as
interagcdes do tecido ao implante, por exemplo, tenham a sua chance de sucesso
estimadas [68, 69, 70]. Os estudos in vitro permitem o estudo das interagdes entre
células e biomateriais, inclusive a caracterizagdo da adesao celular. Para tanto,
devem ser utilizadas células com determinadas caracteristicas. No caso do estudo
de osseointegracdo, recomenda-se ouso de células de linhagens osteoblasticas,
tais como células osteoblastos ou pré-osteoblasticas, que podem se diferenciar
em osteoblastos dependendo das condigdes de cultura celular. A linhagem celular
pré-osteoblastica MC3T3 foi estabelecida a partir de células de tecido 6sseo de
camundongo, e é considerada um dos modelos para estudar a resposta celular

6ssea in vitro [71].
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4. MATERIAL E METODO

4.1. Delineamento Experimental
Foi realizado um estudo in vitro randomizado composto por trés fases
experimentais distintas, conforme a seguir:
e FASE 1: Avaliacdao dos aumentos de temperatura superficial promovidos
pela irradiacdo de implantes de titanio com laser de diodo de alta poténcia;
e FASE 2: Avaliacdo dos efeitos microestruturais em discos de titanio —
rugosidade e molhabilidade — promovidos pelos diferentes tratamentos
propostos para periimplantite;
e FASE 3: Avaliacdo da adesdo celular pré-osteoblastica em discos e
implantes de titanio submetidos a 5 diferentes tratamentos propostos para
periimplantite.

Para a primeira fase experimental, 5 implantes odontolégicos comerciais de

titdnio grau IV foram instalados em blocos de tecido 6sseo bovino com simulagao
de perda éssea decorrente de periimplantite. As amostras foram distribuidas em
2 grupos experimentais para serem tratadas com laser de alta poténcia sob modo
de emissao continua e pulsada e, durante as irradiagdes, a temperatura superficial
decorrente das irradiacoes foi mensurada com termopares de resposta rapida.

Para a segunda fase experimental, discos de titdnio foram submetidos aos 5

tratamentos propostos na fase anterior, sendo avaliadas a rugosidade e
molhabilidade decorrentes dos tratamentos.

Para a terceira fase experimental, amostras sob a forma de discos de titanio,

assim como de implantes comerciais, foram submetidas a cinco tratamentos de

periimplantite: G1- raspagem mecéanica seguida de irrigagdo com clorexidina
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(controle positivo); G2 — terapia fotodinamica (PDT, azul de metileno 0,01%
seguida da irradiagao com laser de baixa poténcia vermelho); G3 — irradiagdo com
laser de diodo de baixa poténcia (1W) sob modo continuo; G4 - irradiagdo com
laser de diodo de baixa poténcia (1W) sob modo pulsado (20 Hz); G5 — sem
tratamento (controle negativo). Em seguida, foram inoculadas células MC3T3 e
avaliada a adesao celular.

O fluxograma da Figura 6 ilustra as diferentes fases experimentais do

presente estudo.

Figura 6: Fluxograma das diferentes fases experimentais do presente estudo.

10 Implantes instalados em osso bovino com defeito 6sseo

5 implantes 5 implantes
Fasel v v
L1 - laser continuo L2 — laser pulsado
4 termopares 4 termopares

10 discos de titanio

a0 =P
S discos S discos
Fase?d Rugosidade antes dos Molhabilidade antes
tratamentos dos tratamentos
—% 3 5> $——F—" S ————p
G1 G2 G3 G4 G5 G1 G2 G3 G4 G5
Rugosidade apds os Molhabilidade apds os
tratamentos tratamentos
15 discos 15 parafusos
‘F;__,A;j_;:-f .'——.::__7:;‘__7‘_’ ‘-;4_:_‘_;,;, \::::::-I’ _—
Fase 3 Gl G2 G3 G4 G5 G1 G2 G3 G4 G5
Adesdo celular Ades3o celular

Fonte: Prépria.
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A analise estatistica foi efetuada individualmente para cada variavel resposta
quantitativa (temperatura, rugosidade e molhabilidade), sendo efetuado o teste
estatistico mais apropriado de acordo com a normalidade e homogeneidade que

os dados apresentaram. O nivel de significancia estatistico adotado foi de 5%.

5.1.Fase 1: Avaliagao da temperatura superficial durante a irradiagao

de implantes com laser de diodo de alta poténcia

Apds aprovacdo do presente estudo pela Comissdo de Etica em Uso de
Animais da UFABC (CEUA-UFABC 1362120915), blocos de tecido ésseo
provenientes de fémur bovino, doado por frigorifico certificado (Angelelli,
Piracicaba, SP), com dimensdes de 2 x 1,5 x 2 cm, foram preparados, de forma
que fossem instalados implantes de titdnio grau IV odontolégicos, conforme

protocolo cirurgico recomendado pelo fabricante dos implantes utilizados.

Os implantes empregados apresentavam dimensdes de 4,0 mm de
diametro e 13 mm de comprimento, com superficie porosa (didametro dos seus
poros variando entre 1,5 e 2 ym, de acordo com as especificagées do fabricante).
Antes da instalacdo dos implantes, foi feita uma perfuragao circular de 1 mm de
didmetro no osso, na regido apical do implante, para possibilitar a passagem de
termopares (Figura 7). Por ultimo, foram criados defeitos 6sseos na superficie
vestibular coronal dos implantes com dimensdes de 3 x 3 mm, visando-se simular

uma perda éssea caracteristica de periimplantite (Figura 7).
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Figura 7. Osso bovino com implante odontolégico instalado, demonstrando a localizagéo do defeito ésseo
para irradiagao laser e do orificio apical para colocacdo de um dos termopares.

Defeito 6sseo
que foi
irradiado

Orificio apical
para \ .
instalagao do _

termopar

Fonte: prépria.

Para a analise da elevacao de temperatura na superficie dos implantes
atingida durante as irradiagdes, foram posicionados quatro termopares tipo K
(chromel-alumel — NiCr-NiAl, Omega Eng. Inc., EUA) com espessura de 127 um
e resolucdo de 0,1 °C) nas regides listadas na Tabela 1, com seus
posicionamentos ilustrados de acordo com a Figura 8, de forma que as
extremidades dos termopares estivessem em contato com a superficie dos
implantes. Apds posicionamento dos termopares, a porgao externa dos orificios
foi selada com cera utilidade. Os termopares foram conectados a um sistema de
monitoragcdo de temperatura composto de um registrador, com resolugéo temporal
de 0,05 segundos (NI 9213, National Instruments, EUA), onde o tempo em que o
termopar continuou a ser monitorado apds o fim da irradiagcao foi de 3 minutos

(180 s).
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Tabela 1. Relagao termopar e sua localizagdo no implante/osso.

Termopar Localizacao
To Atras do implante, juncao Implante-osso
T4 Dentro do implante
T, Defeito (osso-implante)
Ts Apice do implante

Figura 8. Representacéo da localizagédo dos termopares.
T1

T2

T0

Fonte: prépria.

A superficie dos implantes exposta nos defeitos 6sseos criados foi irradiada

com laser de diodo de alta poténcia [46] (Thera Lase Surgery, DMC

Equipamentos, Brasil, A= 808 nm) focalizado sob modo contato, de maneira

manual por um unico operador calibrado por 60 s, sendo 30 s de maneira vertical

e 30s de maneira horizontal no defeito criado, de acordo com o0s grupos

experimentais listados na Tabela 2 e conforme as diregbes adotadas na Figura 9.
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Para as irradiagées, foi empregada fibra 6ptica de diametro de 400 um, clivada a
cada irradiacao, e a poténcia foi aferida com medidor de poténcia (FieldMaster Il,
Coherent, EUA). Para o grupo irradiado sob modo pulsado (L2), foi empregada

taxa de repeticdo de 20 Hz, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Tabela 2. Grupos experimentais da primeira fase do presente estudo.

Grupo Poténcia Intensidade Densidade Modo de Energia
experimental média (Wicm?) de Energia emissdao entregue
(W) (J/em?) (J)
L1 1,0 793,65 47,61*10°  Continuo 60
L2 1,0 793,65 23,80*10° Pulsado 30

Figura 9. Esquematizagdo das duas formas de varredura, horizontal e vertical.

Irradiacdo Vertical Irradiagdo Horizontal

Fonte: prépria.
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As curvas de temperatura obtidas foram tracadas graficamente
empregando-se software Origin Pro 8. Os valores médios de variacdo de
temperatura obtidos em cada regiéo do tecido 6sseo. Os dados foram analisados
estatisticamente empregando-se o teste de Mann-Whitney, considerando-se o

nivel de significancia estatistica de 5%.

4.2.Fase 2: Avaliagao dos efeitos microestruturais dos tratamentos sobre

os discos de titanio
Para esta fase experimental, 10 amostras de discos de titdnio grau IV com
ataque quimico comercial, advinda de mesmo material que o implante
odontolégico comercial, cedido pela empresa Signo Vinces (Curitiba, Brasil),
foram submetidas ao ensaio de rugosidade e molhabilidade (medigdo do angulo

de contato direito e esquerdo na amostra).

4.2.1. Ensaio de Rugosidade
Para o ensaio de rugosidade, foram destinadas 5 amostras de discos de
titnio, as quais foram aleatoriamente submetidas aos tratamentos propostos na

Tabela 3 (1 amostra para cada tratamento proposto).
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Tabela 3: Relacao de grupos versus tratamentos para o experimento de adeséo celular.

GRUPO Tratamento
G1 Raspagem com cureta metalica + Clorexidina
G2 PDT (terapia fotodinamica, Azul de Metileno + Laser Vermelho

de baixa poténcia, A = 660nm)

G3 Laser de alta poténcia, 1,0 W, continuo
G4 Laser de alta poténcia, 1,0 W, pulsado
G5 Sem tratamento (controle)

Os tratamentos foram realizados como descritos a seguir para cada um dos

grupos:

G1 (controle positivo): a superficie das amostras foi raspada manualmente

empregando-se uma cureta periodontal metalica (Duflex, Brasil), previamente
esterilizada na autoclave, utilizando-se dos movimentos horizontais e verticais
por 30s durante a raspagem. Apds, as pecgas foram posicionadas em uma
placa de cultura celular de 24 pogos; na sequéncia, foram inoculados 700 pL
de clorexidina (0,02%) em sua superficie, de modo que as amostras fossem
totalmente encobertas. As amostras ficaram imersas na solugdo de
clorexidina por 5 minutos e foram, entédo, lavadas com 2100 pyL de soro
fisiologico filtrado, sendo transferidas no final para uma nova posi¢ao da placa
de cultura para secagem.

G2): foi utilizado o corante azul de metileno [0,01%] (Sigma Aldrich, EUA),
filtrado, como fotossensibilizador para terapia fotodinamica. Para tal, as 3
amostras deste grupo foram totalmente imersas em 700uL de

fotossensibilizador, aguardando-se o tempo de pré-irradiagdo de 5min para
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cada amostra. Em seguida, as amostras foram irradiadas com laser de baixa
poténcia (Arseneto de galio aluminio, A = 660nm, DMC Equipamentos, Brasil)
por 6min40s, com uma energia total entregue de 12J e uma dose de 425
Jicm?.

G3: foi utilizado o laser de alta poténcia de diodo (Thera Lase Surgery, DMC
Equipamentos, Brasil, A= 808 nm) sob modo de emissao continua, com
poténcia de 1,0W por 60s, tendo padronizada a aplicagao de 30s na posi¢cao
vertical e 30s na posi¢ado horizontal, ocorrendo a varredura manual de toda a
amostra.

G4: foi empregado o laser de diodo de alta poténcia (Thera Lase Surgery,
DMC Equipamentos, Brasil, A= 808 nm) sob modo de emisséo pulsada, com
poténcia média de 1,0W por 60s, tendo padronizada a aplicagéo de 30s na
posicao vertical e 30s na posicao horizontal ocorrendo a varredura manual de
toda a amostra.

G5 (controle negativo): n&do houve nenhum tipo de tratamento.

Apos os tratamentos, a rugosidade das amostras foi mensurada

empregando-se Rugosimetro Instrutherm RP-200 (Instrutherm — Sao Paulo,

Brasil), em triplicata em cada amostra. Foram obtidos os parametros de Ra, Rq,

Rz, Rp e Rv, em pym. Os dados foram analisados estatisticamente empregando-

se os testes de Kruskal-Wallis e Student Newman Keuls, ao nivel de significancia

de 5%.
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4.2.2. Ensaio de Molhabilidade

Outros 5 discos tiveram seu angulo de contato mensurado através do uso
do equipamento Attension. Antes das medidas, as amostras foram lavadas com
detergente enzimatico (Dental Cremer, S&o Paulo - Brasil) em lavadora
ultrassénica (Cristéfoli, Parana, Brasil), secas, embaladas em papel grau cirurgico
e esterilizadas em autoclave por 30min a uma temperatura de 120 °C. Todas as
amostras foram manuseadas sempre com luvas de procedimento, evitando que
possiveis agentes de gordura pudessem interferir na superficie das mesmas.

A molhabilidade é calculada de acordo com o angulo formado entre a
amostra e a gota de agua depositada sobre a amostra. A partir de interagbes
atbmicas e moleculares, se mantém a um determinado angulo ® em suas duas
extremidades, direita e esquerda, a qual determina seu grau de hidrofilicidade, ou
molhabilidade. Apds medida inicial da molhabilidade em cada uma das amostras,
as mesmas foram submetidas aos tratamentos propostos (1 amostra para cada
tratamento proposto), conforme Tabela 3. Na sequéncia, a molhabilidade foi
mensurada novamente. Todas as medidas foram feitas em triplicata. Para analise

estatistica, foi empregado o teste de Wilcoxon, ao nivel de significancia de 5%.

4.3.Fase 3: Inoculagao pré-osteoblastica e avaliagao da adesao celular
Nesta fase experimental, foram utilizadas 8 amostras de implantes
comerciais (parafusos) e 8 amostras de discos de titanio. Todas as amostras
(discos e parafusos) sao de titanio grau IV, da marca Signo Vinces® (Curitiba,
Brasil). Os parafusos tinham as dimensoées de 3,8 mm de didmetro por 15 mm de

altura, enquanto que os discos possuiam diametro de 10 mm e espessura de 3
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mm. Todos os parafusos e discos foram seccionados empregando-se cortadeira
metalografica de precisdo sob refrigeragcdo em agua destilada (Isomet 1000,
Buehler, EUA), resultando em 15 amostras de parafusos e 15 amostras de discos,
conforme Figura 10. Em seguida, as amostras assim obtidas foram lavadas com
detergente enzimatico (Dental Cremer - Sdo Paulo, Brasil) em agua bidestilada
por meio do uso de lavadora ultrassénica em 3 ciclos de lavagem de 450s com

aquecimento (37 °C).

Apoés a lavagem, todas as amostras tiveram sua secagem natural e foram
esterilizadas em autoclave (Stermax, Sppencer — Curitiba, Brasil), em um ciclo de
30 min a uma temperatura de 120 °C. Em seguida, as amostras foram
aleatoriamente distribuidas entre os 5 grupos experimentais distintos (3 amostras
de parafusos e 3 amostras de discos por grupo experimental). Os tratamentos
foram efetuados conforme grupos experimentais descritos na Tabela 3. Todos os
tratamentos foram realizados no interior da cabine de segurancga bioldgica (Filter
Flux), com cuidados de manipulagao asséptica para a manutengao das condigdes

de esterilidade de todo processo.

Figura 10. Discos e parafusos de titanio apos o corte.

Fonte: prépria.
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Apods a execugao dos tratamentos, foi inoculado 100 pL de uma suspensao
de células pré-osteoblasticas MC3T3, contendo 1500 células, sobre cada uma das

amostras. As células utilizadas apresentaram viabilidade de 90,9%.

Na figura 11 esta representada a cultura de células MC3T3 -E1 Subclone
14 (ATCC CRL-2594, BCRJ 0285) utilizada para a realizagao do experimento de
adeséo celular. Para a manutencdo da cultura antes e durante o experimento de
adesao celular, foi utilizado meio de cultura DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium), contendo 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil) e 100 ug/mL de
penicilina/estreptromicina. A cultura foi mantida a uma temperatura de 37 °C, com
5% de CO». O tempo de experimentagéo para adeséo celular foi de 4 horas. Uma
hora apds a inoculagao celular, foi inserido 710uL de meio de cultura aos pogos

contendo as amostras de ensaio.

Figura 11. Linhagem MC3T3 momentos antes da preparagéo do inoculo celular. As células apresentam
formacéo de monocamada semiconfluente, com morfologia tipo fibroblasto, caracteristica para a linhagem.
Microscopia de luz, com contraste de fase (AxiovertA1, Zeiss).

Fonte: prépria.
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Apds 4 horas de inoculagdo celular, as amostras foram retiradas da
condig¢ao de incubacgao e foram colocadas em frascos contendo solucéao fixadora
de glutaraldeido 2,5%, em tampao fosfato, tendo estas sido mantidas nesta

solucao durante 7 dias.

Apods este periodo, as amostras foram desidratadas em série crescente de
etanol, submetidas ao secador de ponto critico (Leica-Wetzlar, Alemanha).
Finalmente. as amostras receberam o recobrimento com ouro, com 15nm de
espessura, com o equipamento de sputering (Leica-Wetzlar, Alemanha), para que
as amostras fossem observadas no microscopio de varredura eletrénica (FEI
Quanta 250 — Oregon, EUA). A adeséo de células MC3T3 aos diferentes grupos
experimentais foi analisada qualitativamente por microscopia eletrénica de

varredura apos 4 horas de ensaio.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Avaliacao da temperatura superficial durante a irradiagao de
implantes com laser de diodo de alta poténcia

A Tabela 4 mostra os valores médios da variagao de temperatura (em °C)
e respectivos valores de desvio-padréo obtidos em todas as regides mensuradas.
Foi observado que o maior aumento de temperatura durante as irradiagdes se deu
na regiao do defeito 6sseo (jungado osso-implante), onde localizava-se o termopar
T, seguido da regido da jungao implante-osso na superficie cervical do implante
atras do defeito 6sseo (onde localizava-se o termopar To); seguido da regido
dentro do implante (onde havia o termopar T+1) e, por fim, a regido de apice do
implante (onde localizava-se o termopar T3). Tal fenbmeno é esperado, pois as
irradiacdes foram efetuadas na regidao do defeito 6sseo e, por esta razao, a
elevacao de temperatura foi maior nesta regido. Ainda, foi possivel notar que o
calor originado se propaga mais rapidamente na mesma diregdo do feixe laser,
atingindo a regiao cervical do parafuso. A regido do apice do parafuso, por estar
mais distante do feixe laser, € a que demora mais para aquecer, como esperado.

Ainda, ap0s a analise estatistica, foi possivel observar que a irradiacéo dos
implantes com laser de diodo de alta poténcia sob modo continuo aumentou
significativamente a temperatura dos mesmos quando comparado com a
irradiacdo efetuada com o laser sob o modo pulsado, em todas as regides
analisadas. Tal fato também é esperado, pois a irradiagdo de forma continua faz
com que o calor seja gerado de forma constante, acumulando-se na area

irradiada. A irradiacdo com feixes emitidos de forma pulsada permite o
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resfriamento da regido no momento entre os pulsos e, desta forma, o acumulo de

calor na superficie € menor.

Tabela 4. Valores das variagdes de temperatura médios e respectivos valores de desvio-padrao obtidos
para cada termopar, na poténcia de 1,0 W nos modos continuo e pulsado. Letras distintas evidenciam
médias estatisticamente diferentes, de acordo com o teste de Mann-Whitney. A comparacéao estatistica foi

efetuada apenas entre as linhas da coluna.

Termopar AT*o
Continuo Pulsado
0 18,9 + 2,62 8,9+1,1°
1 21,5 +1,0¢ 12,5 + 1,09
2 33,1 £9,9¢ 12,7 +1,9
3 51+0,3° 1,4 +0,2"

Os valores médios de temperatura encontrados durante a irradiagdo sob
modo continuo ultrapassam o limiar critico de 10 °C [77] nos termopares 0, 1 e 2
(regides atras do defeito 6sseo, dentro do implante e dentro do efeito ésseo) ao
longo dos 60s de irradiagao. Isso pode ter efeitos dramaticos durante a aplicagao
clinica pois, se esta temperatura for mantida por mais de 1 minuto, ha grande
probabilidade de ocorréncia de necrose do tecido ésseo adjacente. Durante a
irradiacdo com laser operando sob modo pulsado, embora as elevagdes de
temperatura sejam estatisticamente inferiores as obtidas quando usado o modo
continuo, o limiar critico de temperatura foi atingido nos termopares 1 (dentro do
implante) e 2 (dentro do defeito 6sseo), o que é critico para a reparagao 6ssea.
Desta forma, mesmo sob modo pulsado, é recomendado que o tempo de

irradiagao seja diminuido em futura aplicagédo clinica.
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6.2. Avaliacdao Morfologica da Superficie dos implantes

6.2.1. Rugosidade

Os valores médios de rugosidade obtidos apds os cinco tratamentos

propostos estao ilustrados nas figuras 12 a 16 a seguir.

Figura 12. Valores médios de Ra obtidos nos discos de titanio apds os diferentes tratamentos propostos
para a periimplantite. As barras evidenciam desvio-padrao. Letras distintas indicam diferencas estatisticas
entre os grupos ao nivel de 5% de acordo com o teste de Student-Newman-Keuls.

Ra
a a
E 5 ° a
E 0,9240
s 0,8363 0,8467
G1 G2 G3 G4 G5

Fonte: prépria.
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Figura 13. Valores médios de Rq obtidos nos discos de titdnio apds os diferentes tratamentos propostos
para a periimplantite. As barras evidenciam desvio-padrdo. Letras distintas indicam diferengas estatisticas
entre os grupos ao nivel de 5% de acordo com o teste de Student-Newman-Keuls.

Rq

a
a
a
a
ﬁ ) |
G2 G3 G4

Fonte: prépria.

Rq (pm)

Figura 14. Valores médios de Rz obtidos nos discos de titanio apds os diferentes tratamentos propostos
para a periimplantite. As barras evidenciam desvio-padrdo. Letras distintas indicam diferengas estatisticas
entre os grupos ao nivel de 5% de acordo com o teste de Student-Newman-Keuls.

Rz

a, b b b
a
d 3,5446666
G2 G3 G4 G5

Fonte: prépria.

Rz (um)

G1
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Figura 15. Valores médios de Rp obtidos nos discos de titanio apds os diferentes tratamentos propostos
para a periimplantite. As barras evidenciam desvio-padrdo. Letras distintas indicam diferengas estatisticas
entre os grupos ao nivel de 5% de acordo com o teste de Student-Newman-Keuls.

Rp

a a
a a
“;
G1 G2 G3 G4 G5

Fonte: prépria.

Rp (um)

Figura 16. Valores médios de Rv obtidos nos discos de titanio apds os diferentes tratamentos propostos
para a periimplantite. As barras evidenciam desvio-padré&o. Letras distintas indicam diferencas estatisticas
entre os grupos ao nivel de 5% de acordo com o teste de Student-Newman-Keuls.

Rv

Rv (um)

Fonte: prépria.
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Diante dos resultados expostos podemos notar que os grupos G3 (irradiado
com laser de alta poténcia sob modo continuo) e G4 (irradiado com laser de alta
poténcia sob modo pulsado) aumentam significativamente os valores de Rz (altura
maxima do perfil de rugosidade para a amostra como um todo). Este resultado
sugere que o calor gerado durante as irradiagbes, mesmo de pequena magnitude,
pode modificar a superficie dos implantes. Embora a temperatura de fusdo do
titanio (1725 °C) seja muito superior as temperaturas atingidas durante as
irradiagcdes, sugere-se que o calor gerado durante a irradiagao laser possa ter
modificado o tratamento desta superficie, tornando-a ligeiramente mais rugosa.
Ressalta-se que os implantes odontolégicos comerciais sao tratados
superficialmente com um processo fisico-quimico de subtragao, por meio de jato
abrasivo e tratamentos acidos, que condicionam a superficie e proporcionam uma
porosidade para favorecer a osseointegragdo. Contudo, em relagao a rugosidade
média, o parametro mais importante a ser avaliado, observa-se que nenhum dos
tratamentos propostos promoveu alteragdes significativas, o que sugere que nao
haveria alteragdo da neo osseointegracado nos implantes tratados, no caso de uma

futura aplicagao clinica.

6.2.2. ANGULO DE CONTATO

As Figuras 17 e 18 ilustram os angulos de contato observados nos
diferentes grupos experimentais antes dos tratamentos, cujos valores de média e

desvio padrao encontram-se na Tabela 5.
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Figura 17. Discos 1(Grupo G1) e 2(Grupo G2) antes do tratamento, apresentando respectivamente os
angulos de contato mostrados na Tabela 5.

Fonte: prépria.

Figura 18. Discos 3 (Grupo G3) e 4 (Grupo G4) antes do tratamento, apresentando respectivamente os
angulos de contato mostrados na Tabela 5.

Fonte: prépria.
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Tabela 5. Valores de médias e desvios-padrao para cada um dos discos antes do tratamento. 6L = &ngulo
de contato do lado esquerdo; 6r = angulo de contato do lado direito.

Angulo de contato antes do tratamento
Grupo média OL média Or
G1 69,31 +1,75 73,15 +2,52
G2 85,66 12,35 78,73 14,91
G3 74,60 13,73 76,35 *1,25
G4 76,51 +2,83 79,53 +1,70

As Figuras 19 e 20 ilustram os angulos de contato observados apds os
tratamentos propostos, assim como a Tabela 6 apresenta os valores de média e

desvio-padréo obtidos.

Figura 19. Discos 1(Grupo G1) e 2(Grupo G2) apds o tratamento, apresentando respectivamente os
angulos de contato mostrados na tabela 6.

Tik: 0.0 deg

Fonte: prépria.



58

Figura 20. Discos 3(Grupo G3) e 4(Grupo G4) apds o tratamento, apresentando respectivamente os
angulos de contato mostrados na tabela 6.

Fonte: prépria.

Tabela 6. Valores de média e desvio padrao para cada um dos discos apds o tratamento. 6L = angulo de
contato do lado esquerdo; Or = angulo de contato do lado direito.

Angulo de contato apés o tratamento
Grupo MédiaOL 6 Média Or £ 6
G1 72,30 3,69 77,31 16,83
G2 87,15 12,11 80,66 15,41
G3 75,59 3,63 78,68 +0,69
G4 78,17 +2,94 81,50 +1,38

As Figuras 21 e 22 a seguir ilustram a comparagéo entre os valores de
angulo de contato direito e esquerdo obtidos antes e depois os tratamentos. E
possivel observar que nenhum dos tratamentos promoveu alteracdes
significativas nestes valores (p > 0,05 em todas as comparagdes estatisticas
efetuadas), o que implica dizer que n&o ha alteragbes na molhabilidade do titanio

decorrentes dos tratamentos propostos neste estudo.
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Figura 21. Valores médios de OL obtidos nos discos de titanio apds os diferentes tratamentos propostos
para a periimplantite. As barras evidenciam desvio-padréao.

oL

85,66 | 87,15

74,60 | 75,59

G1 G2 G3 G4

M antes M depois

Fonte: proépria.

Figura 22. Valores médios de OL obtidos nos discos de titanio apds os diferentes tratamentos propostos
para a periimplantite. As barras evidenciam desvio-padréao.

Or

78,73 80,66 79,53 81,50

Média Or

G3 G4

Gl G2

H antes M depois

Fonte: propria.

A molhabilidade de um material diz muito sobre a composi¢ao e morfologia

de sua superficie. E importante considerar que os angulos tomados no intervalo
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de 0 a 90° sdo considerados molhamentos parciais; por outro lado, para angulos
de 0° ha o molhamento completo e 180° molhamento ausente [75]. Analisando os
resultados obtidos neste estudo, foi possivel observar que antes e depois dos
tratamentos a molhabilidade das amostras analisadas foi parcial, ou seja, tais

superficies permanecem hidrofilicas apds os tratamentos.

A literatura reporta que as superficies hidrofilicas mantém a conformacéo e
a fungao das proteinas séricas durante o processo de osseointegragao, enquanto
que os implantes hidrofébicos podem promover desnaturagédo das mesmas ao
exercer alteragcbes conformacionais [78]. Além disso, um alto grau de
hidrofilicidade pode promover a diferenciacdo e a maturacdo dos osteoblastos,
contribuindo para uma aceleragdo da osseointegracao [79]. Desta forma, os
resultados observados no presente estudo sugerem que tanto a irradiagédo com
laser de alta poténcia quanto a terapia fotodinamica n&o alteram as caracteristicas
iniciais dos implantes e, desta forma, parecem nao exercer influéncia na neo

osseointegracgao.

Levando-se em conta que as caracteristicas fisico-quimicas da superficie
do substrato tém ligagao direta a aderéncia e proliferagao celular [76], ou seja, de
sua biocompatibilidade e, assim, interferem na sua osseointegracao, os resultados
para a ndo alteragéo do angulo de contato séo importantes uma vez que o material
dos discos, assim como dos parafusos, possuem tratamento comercial para que
haja a adeséao celular e osseointegragao ainda mais facilitada, tratamento que faz
com que 0 uso de uma marca seja mais atrativa que outra, ou que seja reduzido

o tempo de osseointegracdo. Quando temos resultados onde todos os angulos de
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molhamento (tanto direito quanto esquerdo) se mantem dentro do range de
molhamento parcial, ainda que considerando os desvios padrao para cada uma
das médias, podemos inferir que nenhum dos tratamentos propostos altera a

hidrofilicidade do material, ndo prejudicando ou inibindo a ades&o celular.

De acordo com a hipotese proposta no inicio deste estudo, em nenhuma
das fases experimentais foi constatado que a irradiagcdo com laser de diodo de
alta poténcia ou terapia fotodinamica, sob as condi¢des testadas, inibam ou
causem mudangas microestruturais superficiais suficientes para que a adeséao e

proliferacéo celular seja prejudicada [72].

6.3. Avaliagao de Adesio Celular

A descricdo dos resultados de adesdo celular sera efetuada

separadamente para cada grupo experimental.

e GRUPO 1 (Tratamento com raspagem com cureta metalica +
clorexidina 0,02% - controle positivo)

A Figura 23 evidencia a interacdo de células tanto nos discos de titanio
(Figuras 23 A, B) quanto nos parafusos de mesmo material (Figuras 23 C, D),
porém em densidades menores quando comparados os parafusos em relagao aos
discos.

Quanto a adeséao celular, sabe-se que pré-osteoblastos, do tipo MC3T3,

tém preferéncia em adesao para materiais que apresentem maiores rugosidades,
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as quais facilitam a ancoragem celular [74]. Tais rugosidades podem ser causadas
de maneira fisica ou quimica, sendo estas causados pelo tratamento superficial
do implante, isto é, a subtracdo acida especifica, tratamento que diferencia os
implantes comercialmente. O aumento da rugosidade e, por sua vez, da
molhabilidade, podem proporcionar uma superficie mais convidativa a adeséo e

proliferagéo da célula.

Figura 23. Eletromicrografias representativas obtidas para o Grupo G1 (Raspagem e clorexidina — controle
positivo). Adesado de células MC3T3. A, B: Discos de Titanio; C, D: Parafusos. Magnificagéo original = 500 x
(AeC)e 1000 x (B e D).

HV_ mag V "de
00 kV 1 000 x 10.5 mm ETD

211112019 | HV D |mag = det — ym —
2:50:10 PM|5.00 KV 14.1 mml1 000 x ETD UFABC - CEM/SBC

Fonte: prépria.
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Podemos notar que, no grupo G1, tanto no disco de titanio quanto no parafuso
de mesmo material, houve adesao celular; no entanto, para cada superficie, é
notavel a diferenga morfolégica das amostras analisadas (discos x parafusos
comerciais) e da interagdo celular com as superficies. Nos discos de titanio
(imagem A e B da figura 23), podemos notar uma adesao celular de maneira mais
densa com morfologia celular mais espalhada, como se desse inicio a uma
camada celular de interface (osso-implante). Ja, para o parafuso, é notavel que a
afinidade celular se da na regido dos sulcos, demonstrando ainda neste estagio a
fixagdo, porém sem apresentacéo de espalhamento celular. De acordo com Killian
et al. [77], isto pode ocorrer porque a geometria do substrato pode alterar a
diferenciagao celular, ndo s6 quanto a sua morfologia, porém também quanto ao
seu tempo de adesao e proliferacdo. Em geometrias mais irregulares, as células
demandam mais energia em sua contratilidade e aderéncia que quando em

superficies planas, além da competicdo espacial para geometrias menores [77].

¢ GRUPO 2 (Tratamento com terapia fotodinamica)

Neste grupo experimental, as diferencas entre a adesao nas amostras de
discos (Figuras 24 A, B) e de parafusos (Figuras 24 C, D) também pode ser
verificada, em padrao similar ao descrito para o grupo G1. Em G2 podemos
observar igual adesdo celular; no entanto, pode-se observar maior numero de
células aderidas e com maior interagdo com os parafusos. Algumas células

apresentam protrusbées citoplasmaticas caracteristicas de ancoragem ao
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substrato. Este padrdo nao foi observado para as células aderidas aos parafusos

no grupo G1; porém, a localizagao preferencial nos sulcos foi mantida.

Figura 24. Eletromicrografias representativas obtidas para o Grupo G2 (terapia fotodindmica). Adesao de
células MC3T3. A, B: Discos de Titanio; C, D: Parafusos. Magnificagao original = 500 x (A e C) e 1000 x (B
e D). As setas evidenciam os prolongamentos citoplasmaticos das células.

HV mag WD HV mag 100 ym
) kV 1000 x 11.1 mm ETD v 11:06:44 AM 5.00 kV_841x 8.7 mm ETD UFABC - (
RN < o - v 3 ¥ y

100 prﬁ

9| HY | WD magc det ——— 300 ym- — 2/11/2019| HV | WD [mag [ det
M|5.00 kV12.4 mm 500 x ETD UFABC - CEM 2:58:34 PM|5.00 kV|12.4 mm|1 000 x|ETD UFABC - CEM/SBC

Fonte: proépria.

A terapia fotodinamica tem se mostrado como uma terapia adjunta eficiente

no tratamento da periimplantite [80]. Para isso, a eliminagdo de microrganismos
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presentes localmente se da através da geragao de substancias toxicas, tais como
especies reativas de oxigénio e radicais livres. No presente estudo, comprovou-
se que a PDT nao influenciou a adesao de pré-osteoblastos, pois tais substancias
téxicas parecem ja ter sido completamente eliminadas da superficie no momento
do cultivo celular. Ainda, o tratamento com PDT parece ter favorecido a adesao
celular, pois ha maior numero de células aderidas quando comparado com o grupo
G1. Desta maneira, pode-se inferir que o tratamento da periimplantite com PDT,

usando-se azul de metileno e laser vermelho, favorece a neo osseointegragao.

e GRUPO G3 (Tratamento com laser diodo de alta poténcia com
emissao continua)

Na Figura 25 pode-se observar a adesao celular de maneira espalhada nos
parafusos conforme indicado nas eletromicrografias (C e D), com células com
prolongamentos (setas), o que indica afinidade celular quanto a superficie.

No grupo experimental G3, as diferengcas entre a adesado celular nas
amostras de discos (Figuras 25 A, B) e de parafusos (Figuras 25 C, D) também
podem ser verificadas; no entanto, com padréao distinto ao descrito para o grupo
G1. Nas amostras de disco (Figuras 25 A, B), pode ser verificada uma quantidade
maior de células, bastante alongadas, formando uma monocamada de células
aderidas e espalhadas sobre o material, permitindo inferir que o tratamento com
laser de alta poténcia sob o0 modo continuo parece ter favorecido o processo de

interacdo com as células MC3T3.
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Figura 25. Eletromicrografias representativas obtidas para o Grupo G3 (tratamento com laser de diodo de
alta poténcia emisséo continua). Adesao de células MC3T3. A, B: Discos de Titanio; C, D: Parafusos.
Magnificagdo original = 1000 x. As setas evidenciam os prolongamentos citoplasmaticos das células.

HV mag
7 AM 5.00 kV 1 000 x 10.4 mm ETD

[ 100pm———  [2/11/2019 HV WD [magc det
PM 5.00 KV 13.3 mm 1000 x ETD UFABC - CEM/SBC 3:31:52 PM 5.00 KV 13.2 mm 1 000 x ETD

19 HY WD mago |det| -

Fonte: propria.

De forma similar, a adesao e o espalhamento das células sobre os
parafusos também foram favorecidos pelo tratamento proposto para o grupo G3.
Apesar da menor quantidade de células em relagao aos discos, estas se localizam
preferencialmente nos sulcos dos parafusos e apresentam prolongamentos nos
locais de adesdo ao biomaterial, em padréo distinto daquele observado nos

grupos anteriores, caracterizando maior interagao celular (Figuras 25 C, D). Esta
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adesao pode ter sido favorecida pelas alteragdes promovidas pelo aquecimento
na superficie dos implantes, ja demonstrada também na analise de rugosidade
(aumento do parametro Rz). Tal parametro reflete em picos e vales maiores,
fazendo com que a secao de interface do substrato se torne de certa forma mais
convidativo a adesao celular, uma vez que sabemos que a adeséao celular se da
preferencialmente em superficies mais rugosas [74]. Desta forma, parece que a
irradiacdo da superficie com laser de diodo de alta poténcia, nos parametros
estudados, pode favorecer a neo osseointegragdo. Contudo, deve-se levar em
consideracao que as elevacoes de temperatura detectadas neste estudo podem
ser danosas para a Vvitalidade celular e, assim, comprometer tal neo
osseointegragao. Para que isso ndo ocorra em uma futura aplicagdo clinica,
sugere-se duas estratégias: ou realizar as irradiagcbes sob modo pulsado ou
diminuir o tempo de irradiagao, fazendo com que o calor gerado na superficie seja
minimizado. Contudo, novas avaliagdes tanto de temperatura quanto

microbiolégicas e de adesao celular se fazem necessarias.

e GRUPO G4 (Tratamento com laser diodo de alta poténcia com
emissao pulsada)

No grupo G4, podemos observar que, apds a inoculagao celular, a adesao
celular € abundante, com células de morfologia alongada demonstrando afinidade
celular quanto ao substrato, o titanio, tanto nas amostras de discos quanto nas
amostras de parafusos de mesmo material. Na figura 26, podemos notar
prolongamentos citoplasmaticos, os quais sinalizam espalhamento celular, com o

intuito de criar uma camada celular para revestir a superficie.
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Figura 26. Eletromicrografias representativas obtidas para o Grupo G4 (tratamento com laser de diodo de
alta poténcia com emisséo pulsada). Adesao de células MC3T3. A, B: Discos de Titanio; C, D: Parafusos.
Magnificagao original = 500 x (A), 1000 x (B) e 2000 x (C e D). As setas evidenciam os prolongamentos
citoplasmaticos das células.

HV mag o = HV ma ) | det
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Fonte: proépria.

Para G4 as diferengas entre a adesao nas amostras de discos (Figuras 26
A, B) e de parafusos (Figuras 26 C, D) foram observadas em padrao similar ao
descrito para o grupo G3. Nas amostras de disco, pode ser verificada uma
quantidade ainda maior de células, bastante alongadas, formando uma
monocamada aderente, inclusive com células sobrepostas a monocamada,

indicativo de intensa interagdo com o substrato (disco de titénio), permitindo
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observar que o tratamento com laser de alta poténcia em modo pulsado favoreceu
ainda mais o processo de interagdo com as células MC3T3 (Figuras 26 A, B), em
relacdo ao laser de emissdo continua. De forma similar, a adesdo e o
espalhamento das células sobre os parafusos também foram favorecidos pela
aplicacdo do laser pulsado no grupo G4. As células ficaram aderidas
preferencialmente nos sulcos dos implantes, e apresentam longos
prolongamentos citoplasmaticos, bom espalhamento e regides similares ao
padrao observado para os discos de titanio, resultando no melhor resultado de
interacdo celular avaliado por este estudo (Figuras 26 C, D).

Conforme elucidado anteriormente, a irradiacdo com laser de alta poténcia,
seja sob a forma pulsada ou continua, resultou em alteragdo na rugosidade do
material (aumento do parametro Rz), com uma tendéncia de aumentar também a
molhabilidade, embora ndo sendo observada diferenga significativa em relagao a
amostra sem tratamento. Assim, sugere-se que o calor gerado pela irradiagao sob
modo pulsado, embora de menor magnitude que o gerado durante a emissao
continua, também causou modificagcbes no tratamento superficial do titanio,
favorecendo a adeséao celular. Ainda, considerando os resultados de temperatura
obtidos neste estudo, sugere-se que o tempo de irradiagao seja diminuido (menor
que 60s), para que nao seja gerado calor tal que prejudique a vitalidade celular

em uma futura aplicagao clinica.

¢ GRUPO G5 (Sem tratamento - controle negativo)
A Figura 27 ilustra a adeséo celular tanto nos discos quanto nos parafusos

de titanio sem qualquer tratamento. E possivel evidenciar que ha adesao celular
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também neste grupo, porém em menor grau como observados nos grupos G3 e
G4. As células apresentam, como nos outros grupos, prolongamentos
citoplasmaticos, o que indica o inicio da atividade celular a fim de nédo sé aderir
como também recobrir a superficie do substrato com uma camada celular. Este
mecanismo € 0 que caracteriza o primeiro estagio da osseointegragao, a criagao

de uma densa camada de células aderidas ao material interagindo entre si.

Figura 27. Eletromicrografias representativas obtidas para o Grupo G5 (sem tratamento — controle
negativo). Adesdo de células MC3T3. A, B: Discos de Titanio; C, D: Parafusos. Magnificagéo original = 500
x (A) e 1500 x (B, C e D).

det -
mm ETD
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Fonte: prépria.
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A observagao da adesao celular ao grupo controle (G5) foi distinta para os
discos de titanio (Figuras 27 A, B) e parafusos do mesmo material (Figuras 27 C,
D), conforme reportado anteriormente. O padrdo observado no grupo G1 de
tratamento, raspagem e irrigagdo com clorexidina, se assemelha ao grupo
controle negativo, ou seja, o primeiro tratamento proposto, considerado como
principal alternativa clinica no tratamento da periimplantite, ndo altera a neo
osseointegragao pois nao modifica a rugosidade nem a molhabilidade do material,
conforme demonstrado nas analises anteriores. As células aderidas aos implantes
apresentam morfologia arredondada, adeséo celular inicial, com poucas exce¢des
(Figuras 27 C, D).

Desta maneira, de acordo com as andlises efetuadas, foi possivel
comprovar que nenhum dos tratamentos propostos para tratamento da
periimplantite prejudica a neo osseointegragao. Contudo, a irradiagédo com laser
de alta poténcia ou tratamento com terapia fotodindmica parecem ter favorecido
este processo. Contudo, ressalta-se a necessidade de se avaliar menores tempos
de irradiagao para o laser de alta poténcia, ou mesmo efetuar as irradiagcbes
adicionando um intervalo entre as varreduras horizontal e vertical, de forma que a
geragao e, consequentemente, propagacao do calor pelo implante e pelo tecido
0sseo sejam minimizadas. Com isso, pode-se estabelecer parametros seguros e

eficazes para tratamento clinico.
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7. CONCLUSAO

De acordo com a metodologia proposta e os resultados obtidos neste
estudo, é possivel concluir que a irradiacao de implantes odontoldgicos de titanio
grau IV com laser de diodo de alta poténcia ou terapia fotodindmica favorecem a
adesdo de células pré-osteoblasticas, sendo o tratamento com laser de alta
poténcia o que possibilitou maior adesao celular. Tal efeito pode estar relacionado
ao aumento do parametro Rz decorrente do aumento de temperatura local; porém,
nenhum dos tratamentos propostos alterou a molhabilidade do material. Para
futura aplicagao clinica, sugere-se que o laser de alta poténcia seja aplicado de
forma pulsada e com menor tempo de irradiagao, evitando-se o acumulo de calor

que possa ser nocivo ao tecido adjacente.
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