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RESUMO

Protocolos para descontaminacdo da superficie de implante menos
invasivos e que nao alterem sua superficie tem sido pesquisados. Este estudo
avaliou microbiologicamente a descontaminagdo da superficie maquinada de
discos de titanio (DT) apos diferentes tratamentos. 56 DT foram contaminados
com 10 pl da suspenséo de células de Streptococcus sanguinis (Ss), divididos
aleatoriamente em grupos: 1) DT contaminados com Ss (DTSs); 2) DTSs
irrigados com 10 ml da solugéo de soro fisiolégico; 3) DTSs irrigados com 10 ml
de enxaguatorio digluconato de clorexidina a 0,2%; 4) DTSs irrigados com 10ml
do enxaguatério aloe vera; 5) DTSs tratados com fotossensibilizador azul de
metileno (FAM); 6) DTSs tratados com FAM associado ao laser diodo; 7) DTSs
tratados com laser diodo. Ap6s os tratamentos, os DT foram mantidos em 3ml
de solucdo estéril de BHI, em aerobiose a 37°C por 48 horas. Semeou-se
placas de Petri em duplicata para cada amostra em meio de cultura Agar
Sangue Columbia, mantidas em aerobiose a 37°C por 48 horas para contagem
das unidades formadoras de colbnia (ufc)/ ml. A analise dos resultados pelo
teste de Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de Dunn, demonstrou no
grupo 3 eliminagdo da contaminagdo das superficies dos DT (p<0,05),
enquanto que os grupos 2, 4, 5, 6 e 7 reduziram a sua contaminagao
comparados ao 1 (p<0,05), e os grupos 2 e 4 foram superiores ao 7 (p<0,05).
Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que dentre os tratamentos

aplicados, a irrigagdo com digluconato de clorexidina a 0,2% foi o mais efetivo.

Palavras-chave: Implante, Titanio, Laser, Aloe vera, Clorexidina.



ABSTRACT

Less invasive protocols for implant surface decontamination that no alter
its surface have been researched. This study evaluated the microbiological
decontamination of the surface of machined titanium disks (TD) after different
treatments. 56 TD infected with 10 pl of cell suspension of Streptococcus
sanguinis (Ss) were randomly divided into groups: 1) TD infected with Ss
(TDSs); 2) TDSs irrigated with 10 ml of saline solution; 3) TDSs irrigated with 10
ml of 0,2% chlorhexidine digluconate, 4) TDSs irrigated with 10ml of aloe vera
mouthwash, 5) TDSs treated with photosensitizer methylene blue (FAM); 6)
treated with FAM TDSs associated with the diode laser; 7 ) TDSs treated with
diode laser. After the treatments, TD were kept in 3 ml of sterile BHI solution,
under aerobic conditions at 37°C for 48 hours. Petri plates containing Columbia
blood agar medium were sowed in duplicate for each sample, kept under
aerobic conditions at 37°C for 48 hours for counting of colony forming units
(cfu) ml. The Kruskal-Wallis test complemented by Dunn test, showed for group
3 treatment, elimination of surface TD contamination (p <0.05), while groups
2, 4,5, 6 and 7 reduced their contamination compared to 1 (p <0.05), and
groups 2 and 4 reduced their contamination compared to 7 (p <0.05). Within
the limits of this study, it may be stated that among the treatments, irrigation with

chlorhexidine digluconate 0.2% was the most effective.

Key-words: Implant, Titanium, Laser, Aloe vera, Chlorhexidine
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1) Introdugao:

Falhas tardias em Implantodontia s&o geralmente associadas a
colonizagdo da superficie de implante por tipos bacterianos patogénicos
especificos (Grobner-Schreiber et al. (2001); Mombelli et al. (2000); Ericsson et

al. (1996); Mombelli & Lang (1998); Hayek et al. (2005)).

A aderéncia bacteriana a superficie de implantes € um processo
complexo ndao completamente entendido (Drake et al. (1999); First et al.
(2007)). Varios fatores fisicos e biolégicos sao apontados por influenciar neste
processo, como a lisura da superficie do implante e a possibilidade de remog&o
dos microrganismos pela agéo do fluxo salivar e procedimentos de higiene oral

(Rimondini et al. (1997); First et al. (2007)).

Hoje, um dos desafios na Implantodontia €& a possibilidade de
descontaminar a superficie do implante, modificando a caracteristica da
microbiota que a coloniza, com uso de métodos menos invasivos, no que diz
respeito ao trauma tecidual e também em relagao a evitar danos a superficie do

implante por meio da producao de ranhuras (Deppe & Horch (2007)).

Varios protocolos de tratamento tém sido propostos para a
descontaminagdo da superficie de implante, entre eles o uso de curetas
plasticas (Fox et al. (1990); Duarte et al. (2009) e o uso de agentes quimicos

antimicrobianos locais como a clorexidina (Kozlovsky et al. (2006)).

O digluconato de clorexidina € amplamente utilizado por sua acgao anti-

placa e a eficacia é atribuida pela sua propriedade bactericida em inibir o
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acumulo de biofilme bacteriano e pela capacidade de unido as glicoproteinas

salivares e bactérias (Fine et al. (1996); Cousido et al. (2010)).

A clorexidina também tem a propriedade de substantividade, definida
como a capacidade de aderéncia as superficies duras e moles da cavidade
oral, sendo liberada posteriormente, mantendo agao bacteriostatica (Kozlovsky

et al. (2006); Berchier et al. (2010)).

O uso do laser tanto de alta (Kreisler et al. (2002); Martin (2004)) quanto
o de baixa intensidade associado ou ndo a terapia fotodindmica (Haas et al.
(1997); Marotti et al. (2008); Kreisler et al. (2003)) tem sido investigado. Porém,
os estudos ainda demonstram falhas na redugdo da contaminagéo bacteriana
quando comparados ao uso da clorexidina, e ainda demonstram danos a

superficie dos implantes (Kreisler et al. (2002); Stibinger et al. (2010)).

Em Periodontia, o uso de aloe vera tem sido proposto como solugéo
irrigadora para auxiliar a descontaminagédo da superficie radicular, visando a
eliminacdo de determinados tipos microbianos, por possuir propriedades
antimicrobianas (Rieger & Carson (2002)). Por causa da semelhanga da
contaminagéo bacteriana existente entre a superficie dental e a superficie do
implante, nos casos de periodontite e peri-implantite, respectivamente, o aloe

vera pode ser testado como descontaminante da superficie de implantes.

Sendo assim, o objetivo deste estudo é comparar in vitro a capacidade
de redugdo microbiana na superficie maquinada de discos de titanio utilizando
laser diodo semicondutor associado a terapia fotodinamica, irrigagdo com

digluconato de clorexidina a 0,2% e irrigagdo com enxaguatorio de aloe vera.
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2) Revisao de Literatura:

2.1) Colonizagdo microbiana da superficie de implante

Um dos fatores etiolégicos locais relacionados as doengas  peri-
implantares € a contaminagdo microbiana da superficie do implante por
bactérias patogénicas, sendo que estas se organizam em um biofilme (Melo et

al. (2007)).

2.1a) Caracteristicas do biofilme bacteriano

O Dbiofilme pode ser caracterizado como uma comunidade de
microrganismos, inserida a um substrato embebido por uma matriz extracelular
de polimeros de origem bacteriana e salivar (Spratt & Prattern (2003); ten Cate
(2006)).

Recentemente, pela analise de tecnologias baseadas no estudo do RNA
ribossémico, Hojo et al. (2009) caracterizaram uma diversidade de popula¢des
bacterianas que colonizam um biofilme, contribuindo para a saude oral ou o
desenvolvimento de doengas no individuo. Biofilmes dentais se caracterizam
por constituir um ecossistema complexo de multiespécies, onde as bactérias
orais interagem cooperativamente ou competitivamente.

Encontram-se biofilmes em varios ambientes: sistemas aquaticos
naturais, tecidos vivos, superficies na cavidade oral, como dente, materiais
restauradores e implantes (Costerton et al. (2005)).

O crescimento bacteriano em um biofilme se caracteriza por sua

aderéncia a uma superficie sélida, que propicia a multiplicagdo bacteriana e a
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formagdo de microcolénias embebidas em uma matriz de polimeros
extracelulares, composta por canais fluidos aquosos e nutrientes (Costerton et
al. (1999); ten Cate (2006)) .

Os biofilmes que colonizam as superficies orais ndo descamativas, e as
células epiteliais préximas ao fundo da bolsa ou sulco gengival s&o
caracterizados como os mais complexos na natureza por possuirem grande
variedade microbiana. A literatura cita que nestes biofilmes sdo encontradas
mais de 700 espécies microbianas e podem ser considerados um fator de risco
para ocorréncia de doencgas periodontais e peri-implantares (Kumar et al.
(2005); Sakamoto et al. (2005)).

A remocgdo mecanica do biofiime bacteriano € o método mais
frequentemente usado para o tratamento de doencgas associadas a sua
presenca. O uso de agentes antimicrobianos também foi investigado, porém, as
espécies que estavam organizadas em biofilme exibiram varios mecanismos de
resisténcia (Del Pozo & Patel (2007)).

Em adigéo, a caracteristica da microbiota oral e a dificuldade de manter
concentragbes terapéuticas dos antimicrobianos na cavidade oral sao

problemas associados ao uso desta forma de terapia (Wilson (2004)).

2.1b) Formagdo do biofilme bacteriano sobre a superficie do
implante

A sequéncia dos eventos que ocorrem para a colonizagéo da superficie
do implante, proliferagdo microbiana e maturagéo do biofilme, é semelhante ao

que ocorre na superficie oral (Heuer et al. (2007)).
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A formacéo do biofilme bacteriano resulta de um processo que envolve a
aderéncia microbiana a superficie, proliferagdo celular, producdo da matriz e
sua separagdo. Este processo é parcialmente controlado pelo “quorum
sensing”, mecanismo de comunicacdo interbacteriano que € dependente da
densidade populacional microbiana, e é associado com mudangas extremas
(mais de 50%) no aspecto de expressdo protéica (Costerton et al.(2005)).
Como também a producdo de fatores de viruléncia e a produgdo de
bacteriocinas (Hojo et al. (2009)).

Inicialmente, para a formacédo do biofilme bacteriano na superficie do
implante ocorre a adsorgao de biopolimeros de origem salivar ou do fluido
sulcular em sua superficie, que origina a pelicula adquirida, a qual permite a
colonizagdo de microrganismos como Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguinis e Streptococcus oralis. Estes microrganismos criam condi¢des
favoraveis para a aderéncia de patdgenos associados a peri-implantite como
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Treponema denticola e
Tanerella forsythensis (Quirynen et al. (2002)).

O processo de aderéncia bacteriana as superficies da cavidade oral
inicia-se imediatamente apds a sua exposi¢do. Por causa da presenga de
diferentes superficies na cavidade bucal, Hauser-Gerspach et al. (2007)
investigaram in vitro se houve variagdo na aderéncia de Streptococcus
sanguinis em superficies de esmalte cobertas com saliva humana, comparada
as superficies de materiais odontolégicos cobertos com saliva. Os materiais
odontoldgicos utilizados foram: titdnio (Rematitan M), ouro (Neocast 3),
ceramica (Vita Omega 900) e compésito (Tetric-Ceram). Estes materiais

odontoldgicos e a superficie de esmalte foram dispostos por uma hora em uma
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camara de fluidos que mimetizava as caracteristicas da cavidade oral. Os
resultados coletados se basearam no numero de células bacterianas aderidas
e sua viabilidade. O numero de células aderidas foi maior na superficie de
titAnio quando comparada a superficie dental, enquanto um nimero maior de
células viaveis foi encontrado na superficie de esmalte. Estes resultados
sugerem que variagdes no numero e viabilidade de células bacterianas
aderidas dependem das caracteristicas do substrato e da presenca da pelicula
adquirida.

Kreth et al. (2005) estudaram a competicdo e coexisténcia entre
Streptococcus sanguinis € S. mutans, e acharam interagdes antagonistas entre
as duas espécies relacionadas com a produgéo de bacteriocinas e perdxido de
hidrogénio. A produgao destas substancias inibitérias foi associada a ordem de
inoculagéo e a abundancia de nutrientes. Este € apenas um exemplo do vasto
numero de agentes controladores produzidos pelas bactérias. Ao observar esta
caracteristica, pode-se tirar vantagem do mecanismo de regulagdo microbiano
como estratégia antibacteriana, o que faz parte do conceito da terapia de
substituicdo bacteriana, e permitiria a substituicdo de uma espécie patogénica
por uma espécie ecologicamente favoravel para o meio (Hillman et al. (1994);
Tagg & Dierksen (2003)).

Streptococcus sanguinis € um dos primeiros microrganismos que
colonizam a superficie de esmalte e de implante, e facilita a coagregacao de
espécies patogénicas (Whitaker et al., 1996).

A aderéncia entre espécies bacterianas €& responsavel pela
complexidade da microbiota que coloniza o biofilme bacteriano. Algumas

evidéncias indicam que a colonizagéo inicial do biofilme por Strepfococcus
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sanguinis, favorece a colonizagao deste biofilme por Porphyromonas gingivalis

(Stinson et al. (1991)).

2.2) Caracteristicas da superficie de implante e sua influéncia na
contaminagao microbiana

Em Implantodontia, um dos fatores que influenciam a contaminagéo da
superficie do implante se relaciona a caracteristica da sua rugosidade.
Preocupados com este aspecto, Silva et al. (2005) realizaram um estudo in
vitro para avaliar a influéncia da rugosidade superficial na contaminacao de
implantes e sua interferéncia na remogéo de microrganismos com o emprego
de jato de bicarbonato.

Os autores utilizaram discos de titanio de diferentes superficies divididos
em 3 grupos: 1) 10 discos com superficie maquinada, com média aritmética de
rugosidade de 0,17 um; 2) 10 discos com a superficie jateada com particulas
de 6xido de aluminio de 65 pm, com média aritmética de rugosidade de 1,14
um; 3) 10 discos com a superficie jateada com particulas de 6xido de aluminio
de 250 um, com média aritmética de rugosidade de 3,17 um.

Os discos foram esterilizados e incubados em tubos contendo a cepa
Streptococcus sanguinis em suspensdo. A avaliagdo da contaminagéo
microbiana demonstrou que os discos com superficie maquinada (grupo 1)
apresentaram 49 X 10° células bacterianas, enquanto que os discos do grupo 2
e 3 apresentaram 11 X 10* e 35 X 10° células bacterianas, respectivamente.

Apbs a aplicagédo do jato de bicarbonato, nas superficies mais rugosas

foi encontrado um nimero maior de células bacterianas.
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Aspectos relacionados ao desenho e biomateriais usados na fabricagéo
de implantes e de seus componentes, como o “abutment”, podem facilitar a
colonizagdo bacteriana na sua superficie, como também propiciar o
desenvolvimento de processo inflamatério, que seria um risco para a

ocorréncia de perda 6ssea ao redor do implante.

Baldi et al. (2009) observaram o acumulo de microrganismos e a
resposta tecidual ao redor de implantes com superficie maquinada ou com
superficie condicionada, avaliando suas caracteristicas clinica, histolégica e
microbiolégica.

Oito pacientes com indicag&o para cirurgia para instalagdo de implantes
foram selecionados, sendo que em cada paciente foram instalados no minimo
2 e no maximo 4 implantes de didmetro de 4 mm com variagdo em seu
comprimento de 10 a 13 mm. Apds 3 semanas, os implantes foram expostos, e
instalados os “abutments” e provisoérios. Um total de 10 pares de implantes foi
avaliado, sendo que um possuia superficie maquinada, enquanto outro possuia
superficie condicionada.

Para a analise histolégica, ap6s 3 meses da instalagdo dos implantes,
foram feitas bidpsias dos tecidos moles peri-implantares pela face lingual. Apos
o processamento tecidual e coloragdo H/E, nao foram encontradas diferencas
na composigao celular ou na presenga de infiltrado inflamatério ao redor dos
tipos de implantes avaliados.

A avaliagdo clinica baseou-se na obtencdo do indice de placa de
O’Leary e indice de sangramento a sondagem nos periodos de 2, 3 e 4 meses.

Sangramento foi detectado em ambos os tipos de implante no periodo de
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avaliagdo 4 meses. Grande acumulo de placa e dificuldade para sua remogéo
foram observados ao redor dos implantes com superficie condicionada.

A anadlise microbiol6gica caracterizou a presenga de um maior acumulo
bacteriano ao redor dos implantes com superficie condicionada, quando
comparada aos implantes com superficie maquinada.

Portanto, a caracteristica de rugosidade da superficie do implante é fator
que influencia a retengao de microrganismos e dificulta a sua remogao.

Tendo em vista a importancia da rugosidade superficial do implante, este
aspecto deve ser levado em consideragdo quando se pensa o processo de
contaminacgao, e de descontaminagdo em Implantodontia.

Duarte et al. (2009) realizaram um estudo in vitro para avaliar se houve
diferengas na rugosidade e aderéncia bacteriana em superficies de titanio
submetidas a protocolos de tratamento distintos. Quarenta discos de titanio
com superficie maquinada e 40 discos com superficie tratada foram divididos
aleatoriamente para receberam um dos seguintes tratamentos: aplicagédo do
laser Er:-YAG, instrumentagdo com curetas plasticas, instrumentagdo com
curetas metalicas ou profilaxia com jato abrasivo.

A avaliagdo da rugosidade superficial foi realizada antes e apds a
execucao dos tratamentos com o uso de um perfildbmetro. A influéncia desta
rugosidade na retencdo microbiana foi determinada pelo método de cultura da
cepa de Streptococcus sanguinis sobre as superficies dos discos de titanio.

O uso de curetas metdlicas nos discos de titdnio maquinados foi o
tratamento que produziu maior rugosidade superficial, enquanto que para os
discos de titdnio com superficie tratada ndo houve diferencas na rugosidade

superficial.
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As superficies rugosas dos discos de titnio tratadas com curetas
metalicas e jato abrasivo predispuseram a menor colonizagdo por
Streptococcus sanguinis.

Subramani et al. (2009) concluem através de uma revisdo de literatura
que a caracteristica superficial de rugosidade do implante e do “abutment”
influencia a aderéncia bacteriana precoce, o que cria ambiente favoravel para a

colonizagédo de microrganismos com caracteristicas patogénicas.

2.3)Tratamentos para descontaminacgdo da superficie de implante

Pesquisas tem sido realizadas com o intuito de buscar tratamentos
efetivos para descontaminacdo da superficie do implante, que ndo produzam
alteragbes em sua superficie, como também cause menor trauma para os

tecidos peri-implantares.

2.3a) -Irrigagdao com clorexidina

A clorexidina € uma bisguanidina com propriedades catibnicas, cuja
molécula apresenta-se simétrica, com dois anéis 4-clorofenil e dois grupos
etano pentanicos ligados por uma cadeia central do hexametileno,
quimicamente classificada como digluconato de clorexidina (Cavezzi et al.
(1996 )).

A clorexidina é agente quimico amplamente utilizado por causa das suas
propriedades antiplaca e anti-inflamatéria, associados a sua propriedade de
substantividade (Grossman et al. (1986); Lang & Brecx (1986); Cavezzi et al.

(1996 ); Jones (1997)).
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Sua agdo relaciona-se a interagdo eletrostatica com a parede celular
bacteriana, que leva a sua ruptura, precipitacdo do citoplasma e morte
bacteriana (Grossman et al. (1986); Cavezzi et al. (1996)).

A eficacia da clorexidina € atribuida as suas propriedades bactericida e a
sua capacidade de penetrar no biofilme bacteriano (Netuschil et al. (1995)), e
inibir o acumulo bacteriano por causa da sua unido as glicoproteinas salivares
(Fine et al. (1996)).

Dennison et al. (1994) realizaram um estudo in vitro, utilizando implantes
com formato cilindrico e superficie maquinada, com plasma spray e com
superficie de hidroxiapatita. Os implantes tiveram as superficies contaminadas
com endotoxina bacteriana de Porphyromonas gingivalis. As formas de
tratamento para a sua descontaminacdo englobaram o uso de cotonete
embebido com &agua, solugdo de acido citrico, clorexidina a 0,12%, e
tratamento com jato abrasivo. Apos a obtengdo dos resultados os mesmos
foram analisados pelo teste estatistico de ANOVA. Os implantes com superficie
maquinada foram efetivamente descontaminados. O tratamento para
descontaminagdo com acido citrico foi efetivo para implantes com superficie
magquinada ou de hidroxiapatita.

Kozlovsky et al. (2006) através de um estudo in vitro, avaliaram a
descontaminacado de discos de titanio de superficie lisa maquinada, discos de
tithnio com superficie tratada (rugosa) apdés a sua contaminacdo com
Streptococcus mutans (SM). Todos os discos de titanio foram contaminados
com saliva e foram embebidos com clorexidina (CLX) a 0,1% ou 0,2%. Apoés
24 horas, a quantidade de CLX absorvida, enxaguada e liberada da superficie

do implante foi avaliada espectrofotometricamente. A atividade antibacteriana
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foi avaliada por zonas de inibicdo do crescimento de SM. Os resultados
demonstraram que a concentragdo da CLX e a caracteristica da superficie de
titanio influenciaram no nivel de absorgdo da CLX e sua atividade
antibacteriana. Maiores niveis de absorcdo e atividade antibacteriana

ocorreram com clorexidina a 0,2% em superficie rugosa de titanio.

2.3b) Aplicagao do Laser para descontaminagao da superficie de

titdnio

- Caracteristicas das grandezas fisicas utilizadas em Laserterapia:

Segundo Lizarelli (2002), para o entendimento, mensuragao, escolha e
controle da irradiagdo da luz laser sobre as areas tratadas, se faz necessario o
conhecimento de algumas grandezas fisicas:

- Energia: quantidade de luz depositada no tecido tratado, caracterizada
pela unidade Joule (J);

- Energia Total: informa a quantidade total de energia depositada no final
da irradiag&o. E calculada pela multiplicagdo da poténcia de saida da luz laser
(em Watts) e o tempo de irradiagdo (em segundos). A energia total é
caracterizada pela unidade Joule (J);

- Fluéncia ou Dose ou Densidade de Energia: é a distribuicdo da
quantidade de energia aplicada por unidade de area, sendo caracterizada pela
unidade J/cm?. E calculada pela poténcia de saida da luz laser (em Watts)
multiplicada pelo tempo de irradiagdo (em segundos), divididos pela area em

que a luz é aplicada (em cm?);
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- Poténcia: é a taxa que uma quantidade de energia é transmitida ao
tecido, sua unidade & em Watts (W) ou Joules/ segundo (J/s);
- Irradiancia ou Intensidade ou Densidade de Poténcia: quantidade de

energia aplicada por segundo numa determinada area, sua unidade é W/cm?,

- Aplicacao do laser de Alta intensidade:

Kreisler et al. (2002) realizaram um estudo in vitro para avaliar a
descontaminagao de diferentes tipos de tratamento, com um total de 72 discos
de titdnio com 3 tipos de superficies: jateada e com tratamento acido, com
superficie de spray de plasma e coberto com hidroxiapatita. Estes implantes
tiveram a sua superficie contaminada e foram incubados em suspensdo de
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). As amostras foram irradiadas com
laser Er:YAG 60 e 120 mJ. O crescimento bacteriano foi avaliado através da
contagem de unidades formadoras de col6nia em placas de Agar sangue. Em
densidades de baixa energia o laser Er:YAG mostrou-se efetivo na reducgao

microbiana.

Kreisler et al. (2003) desenvolveram um estudo in vitro, para avaliar a
descontaminagdo de discos de titanio de 3 superficies: jateada e com
tratamento acido , spray de plasma e coberto com hidroxiapatita. As superficies
dos discos foram contaminadas e incubadas em uma suspensido de
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). Os discos de titanio foram divididos

entre os seguintes grupos:

- Grupo controle nao tratado,
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- Grupo tratado com digluconato de clorexidina (CLX),

- Grupo tratado com laser.

Apbs a avaliagao microbiolégica dos resultados ndo houve vantagem do
uso do laser sobre os métodos convencionais para a descontaminagdo da
superficie de implante. A caracteristica da superficie do implante utilizado
determina a densidade de poténcia para que ocorra descontaminagdo com uso
do laser. O tratamento para descontaminagédo com laser apresentou-se inferior

ao proporcionado pela CLX a 0,2%.

Kreisler et al. (2005) realizaram um estudo in vitro, com 48 amostras de
implantes com superficie jateada, e com tratamento acido para avaliarem a sua
descontaminacado. Apos a inoculagédo destas amostras com P. gingivalis (ATCC
33277), os implantes foram cobertos com albumina do soro bovino e incubados
com uma solugéo de P. gingivalis. Para o tratamento de descontaminagéo, as

amostras foram divididas em 4 grupos:

- Grupo teste: Irradiagao com laser Er: YAG 60 mJ,

- Grupo teste: jato de ar abrasivo,

- Grupo controle negativo: sem tratamento e,

- Grupo controle positivo: sem contaminagao

Apbs a coleta dos resultados estes foram analisados estatisticamente
pela teste Mann —Whitney U-test (p<0,005). O uso do laser descontaminou
todas as superficies, sem altera-las. Enquanto, que o jato de ar abrasivo foi

efetivo na descontaminagéo da superficie, porém, com sua alteracgéo.



27

- Aplicagao da Terapia Fotodinamica

A caracteristica de colonizacdo bacteriana de superficies né&o
descamativas da cavidade oral & associada a formacdo de um biofilme
bacteriano, com a presenca de microcolénias compostas por varias espécies
microbianas (Costerton et al. (1999); Kumar et al. (2005); Sakamoto et al.
(2005)).

Em Periodontia e Implantodontia, a remogdo mecéanica do biofilme
bacteriano é o método mais frequentemente usado para o tratamento de
doencas associadas a sua presenca, pois 0 uso de agentes antimicrobianos
apresenta limitagcdes devido a caracteristica estrutural do biofilme (Del Pozo &
Patel (2007); Wilson (2004)). Como também, dependendo da caracteristica do
tratamento mecanico utilizado, isto pode tornar a superficie do implante mais
rugosa, o que favorece a colonizagéo bacteriana (Duarte et al. (2009)).

A terapia fotodinamica (TFD) tem sido sugerida como uma alternativa ao
uso de agentes antimicrobianos para eliminar espécies bacterianas
subgengivais no tratamento da periodontite (Wilson (1993)), como também nos
casos de peri-implantite (Kreisler et al. (2002); Hayek et al. (2005)).

TFD se baseia no conceito de que agentes fotossensibilizadores n&o
téxicos estariam localizados em certos tecidos, e seriam ativados por uma luz
com comprimento de onda adequado, que gera oxigénio singleto e radicais
livres, os quais sdo citotoxicos para as células de determinado tecido alvo
(Zanin et al. (2003); Wood et al. (2006)).

Varios estudos demonstraram que bactérias orais sdo susceptiveis a
TFD em culturas plancténicas (Wilson & Dobson (1993); Soukos et al. (1998)) e

em placas (Williams et al. (2003); Sarkar (1993)). Estudos recentes relataram
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que em areas em que as células bacterianas de Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus e Streptococcus sanguinis, estavam organizadas em
biofilme e foram sensibilizadas com o fotossensibilizador azul de toluidina e
aplicada a TFD, o seu numero reduziu cerca de 10 vezes (Zanin et al. (2006)).

Pinheiro et al. (2010) avaliaram em um estudo clinico a capacidade da
terapia fotodindmica em reduzir a quantidade de bactérias viaveis na regido
subgengival. Amostras microbiolégicas foram coletadas antes e apds a
desorganizagdo mecanica do biofilme e ap6s a aplicagdo da TFD. A TFD foi
realizada por meio da insercédo do fotossensibilizador azul de toluidina na area
subgengival por 3 minutos, seguido da aplicacdo do laser diodo de baixa
intensidade com dose de 4 J/cm?. Os resultados foram submetidos a analise
estatistica descritiva e pelo teste t. Apds a instrumentagéo mecanica, a redugéo
bacteriana foi de 81.24%, sendo que apo6s a aplicagdo da TFD a redugéo
chegou a 95.90%, apresentando significancia estatistica (p<0.01). Estes
resultados sugerem que a TFP pode ser aplicada como um tratamento auxiliar
a instrumentagdo mecénica para reduzir o nUmero de bactérias viaveis na
regiao subgengival.

Hayek et al. (2005) realizaram um estudo in vivo em cées. Apds a
extracdo de 83 prés-molares, foram instalados implantes. Apds a
osseointegragdo, peri-implantite foi induzida por ligadura, por um periodo de 8
meses. Os microorganismos Prevotella sp, Fusobacterium sp, S. beta-
haemolyticus estavam presentes nas faces em que a peri-implantite foi
desenvolvida. A partir dai os animais foram divididos nos seguintes grupos para

tratamento:
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- Grupo controle: elevacdo de retalho mucoperiosteo, instrumentagéo
com cureta plastica e irrigagdo com clorexidina

- Grupo teste: elevacdo de retalho mucoperiésteo, com aplicagdo do
laser fotossensibilizador azuleno associado ao laser de baixa intensidade
GaAIAS (660 nm , Poténcia de 40 mW, Energia de 7,2 Joules por 3 minutos).
Pela analise microbioldgica os resultados revelaram que ndo houve diferencas
entre os grupos sugerindo, a possibilidade do uso da terapia fotodinamica
como um método ndo invasivo para redugao de microorganismos na superficie
de implante.

Devido a falha na acédo de antimicrobianos em biofilmes que n&o foram
previamente desorganizados, a TFD pode ser usada como uma terapia
promissora segundo o resultado de alguns estudos. Wood et al. (2006))
trataram biofilmes bacterianos de diferentes idades com eritrosina, azul de
metileno e fotofirina associados a aplicagdo de laser. Os resultados
demonstraram a morte bacteriana em 90% a 99,9% das amostras. Os biofilmes
jovens foram caracterizados como menos susceptiveis ao tratamento do que
biofilmes mais velhos. Isto estaria relacionado a estrutura mais aberta do
biofilme jovem e seu alto estado metabdlico comparado aos biofilmes mais
velhos. Esta caracteristica sugere que a forma de tratamento seria promissora
para biofilmes mais velhos, pois tipicamente respondem menos a outras formas
de tratamento.

Bactérias estariam presentes na cavidade oral na forma planctonica
(isolada), ou organizadas em biofiimes. Estudos demonstraram que a agéo de
agentes antimicrobianos ¢ ineficaz quando as bactérias encontram-se

organizadas em biofilmes. Fontana et al. (2009) avaliaram a efetividade da
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terapia fotodindmica sobre bactérias organizadas em biofilmes comparada a
acdo em bactérias encontradas na forma plancténica. Amostras da placa dental
foram obtidas de 10 voluntarios diagnosticados com periodontite crénica. A
suspensao dos microrganismos da placa de 5 voluntéarios foi sensibilizada com
25 pg/ml de azul de metileno por 5 minutos, seguidos da aplicagdo de luz
vermelha. Multiespécies microbianas estruturadas em biofilme a partir da
amostra da placa destes 5 voluntarios foram sensibilizadas com 25 pg/ml de
azul de metileno por 5 minutos seguida da aplicagéo de luz vermelha.

Em uma segunda parte do estudo, as multiespécies bacterianas
estruturadas em biofilme foram sensibilizadas com 50 pg/ml de azul de
metileno por 5 minutos seguida da aplicagéo de luz vermelha. Apds a aplicacéo
da TFD, as unidades formadores de colénia foram contadas para estabelecer a
eficacia dos tratamentos (Fontana et al. (2009)).

Em suspenséo, a TFD produziu aproximadamente 63% da morte das
bactérias em sua forma isolada, plancténica. Enquanto, para as bactérias
organizadas em biofilme ocorreu redugdo de microrganismo em uma escala
bem menor, cerca de 32% das formas viaveis (Fontana et al. (2009)).

Portanto, com os resultados deste estudo se conclui que os
microrganismos organizados em biofilme sdo menos afetados pela TFD do que
0s microrganismos encontrados em sua fase planctonica. O efeito
antibacteriano da TFD foi reduzido em bactérias organizadas em biofilme, mas,
pode ser considerado superior ao tratamento com antibiéticos quando aplicado

em condi¢cdes semelhantes (Fontana et al. (2009))
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2.4) Uso do aloe vera em Odontologia

Desde a civilizagdo egipcia até os dias atuais, os produtos naturais sédo
fontes medicinais importantes e base para descoberta de novos farmacos.
Sugeriu-se o desenvolvimento de estudos cientificos e clinicos sobre tais
produtos, em especial os fitoterapicos, possibilitando sua utilizagdo pela
populagdo com segurancga (Barne (2006)).

O aloe vera é da familia das liliaceas, popularmente conhecida no Brasil
como babosa. A denominagdo ocorre por causa da existéncia de um gel
mucilaginoso no interior da folha, frequentemente utilizado em diversas areas,
como produtos alimenticios, cosméticos e na area da saude (Reynolds &
Dweck (1999)).

Esse gel é formado por componentes potencialmente ativos, como
aminoacidos, agucares, enzimas, vitaminas e minerais, 0os quais proporcionam
propriedades importantes como penetragdo em tecidos, efeito anti-inflamatorio,
fungdo imunorreguladora e propriedades antimicrobianas (Reynolds & Dweck
(1999)).

De acordo com Barreto et al. (2005), o gel mucilaginoso do aloe vera
contém aloeferon, que auxilia na reparagédo tecidual; acemannan que € um
mucopolissacarideo com agdo antiviral, antifingica e antimicrobiana; possui
capacidade de ativar o sistema imunolégico e estimular a produgéo de

anticorpos; também contém antraquinona, que é antisséptico.

A proposta para o uso do Aloe vera em Odontologia tem sido
relacionada a sua agdo antimicrobiana e anti-inflamatoria (Semenoff et al.

(2008); Rieger & Carson (2002))
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3) Proposigao:

Comparar in vitro a capacidade de redugdo microbiana nas superficies
magquinadas de discos de titAnio apos diferentes tratamentos envolvendo:
- Irrigagdo com digluconato de clorexidina a 0,2%;

- lrrigagdo com enxaguatério de Aloe vera;

- Aplicagdo de irradiagdo com aparelho laser diodo semicondutor
associada a um fotossensibilizador para realizar a terapia

fotodinamica.
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4) Material e Métodos:

4.1) Discos de titanio

Foram utilizados 56 discos feitos de titanio puro (titdnio grau 4) com
espessura de 1 mm e diametro de 8 mm, com superficie maquinada (Figura 1),

com média de rugosidade de 0,33 um.

Figura 1. Caracteristica dos discos de titanio utilizados no estudo

O valor da rugosidade da superficie dos discos de titanio foi obtido com
0 uso de um aparelho rugosimetro (Handsurf- Modelo E-35A, Seimitso Tokyo,
Japéo) (Figura 2). Apos avaliar 3 medidas da rugosidade de cada disco, fez-se
a média para caracterizar a rugosidade da superficie dos discos de titanio com

superficie maquinada usados neste estudo.

Figura 2. Rugosimetro usado na analise das superficies dos discos.
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Para o estudo, os discos foram esterilizados em autoclave (Vitale, 12L,

Cristofoli Equipamentos de Biossegurancga Ltda, Campo Mourao, PR, Brasil).

4.2) Local para a realizagdo do estudo:

Todas as fases relacionadas ao cultivo, incubagdo, colonizagéo,
tratamento e analise dos resultados pela contagem das unidades formadoras
de col6nia foram feitas no Laboratério de Extracdo de Principios Ativos de

Plantas Brasileiras da Universidade Paulista.

4.3) Cultura e incubacdo do microrganismo Streptococcus

sanguinis:

A cepa liofilizada de Streptococcus sanguinis |AL 1832 foi obtida
comercialmente (Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP, Brasil) e suspensa em
meio BHI caldo em aerobiose por 48 horas, mantida em estufa a 37°C (Estufa
de cultura 502 — Oriom — Fanem, S&o Paulo, SP, Brasil). Em seguida, as
células cultivadas foram enxaguadas com solugao estéril de soro fisioldgico
(Laboratério Tayuyna Ltda, Nova Odessa, SP, Brasil). Para confecgdo da placa
mae fez-se a semeadura das células bacterianas em placa de Petri contendo o
meio Agar Sangue Columbia (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil), mantidas em
estufa a 37°C (Estufa de cultura 502 — Oriom — Fanem, S&o Paulo, SP, Brasil)

em aerobiose por 48 horas (Figura 3) .
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Figura 3. Caracteristicas de obtencdo da cepa liofilizada e da placa mae

obtida com o microrganismo Streptococcus sanguinis.

Apbs o periodo de 48 horas, fez-se a replicagdo das células bacterianas
para utilizar colbnias bacterianas frescas. As colbnias de Streptococcus
sanguinis foram coletadas da placa mae, e novamente semeadas em
aerobiose em placa de Petri com o meio Agar Sangue Colimbia (Laborclin,
Pinhais, PR, Brasil), mantidas em estufa a 37°C (Estufa de cultura 502 — Oriom

— Fanem, Sao Paulo, SP, Brasil) por 48 horas.

Constatado o crescimento bacteriano ap6s a replicagdo, células foram
coletadas e dispensadas em um tubo de ensaio contendo 9 ml de solugéo
estéril de soro fisiolégico (Laboratoério Tayuyna Ltda, Nova Odessa, SP, Brasil).

Em seguida, fez-se a contagem das células bacterianas viaveis pela
aplicacdo do método utilizado por Kreisler et al. (2002), no qual se quantificou o
numero de células bacterianas presentes em suspensao com o uso da escala
de densidade optica Farland a 0,5 (Tubidometer, Oxoid, Hampshire, Reino
Unido), sendo que para a inoculagé@o bacteriana sobre a superficie dos discos,

a concentragéo das células foi de 1,5 X 10° células/ml.
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Para a obtencdo desta concentracdo da suspensao de células
bacterianas foram utilizados 9 ml de solucdo estérii de soro fisiol6gico
(Laboratério Tayuyna Ltda, Nova Odessa, SP, Brasil), depositados em tubo de
ensaio, seguidos do acréscimo de células bacterianas frescas obtidas a partir
da placa replicada com uso de alga de platina. As bactérias foram acrescidas
no tubo de ensaio contendo solugdo estéril de soro fisiolégico (Laboratorio
Tayuyna Ltda, Nova Odessa, SP, Brasil) até alcangar a concentragao 0,5 de

McFarland (Figura 4).

= A

Figura 4. Coleta de células bacterianas da placa de Petri, e confirmacéo da
obtencdo da concentracdo de células bacterianas pela escala de Farland.
Previamente a contaminagéo dos discos de titanio, a solugdo contendo
as bactérias viaveis foi agitada em um agitador de tubos (AP56 Phoenix,
Araraquara, SP, Brasil) para que as células bacterianas fossem

homogeneizadas.

4.4) Modelo de colonizagao:
A porgao central do disco de titanio foi selecionada para contaminagao

em todos os grupos, seguida do seu espalhamento por toda a superficie. Os
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discos foram contaminados com 10 ul obtidos a partir de uma micropipeta
automatica (Eppendorf Research, Sao Paulo, SP, Brasil) (Figura 5),
mergulhada na suspensdo de células bacterianas frescas de Streptococcus
sanguinis, com concentracédo de 1,5 X 108 células/ml, que se encontrava em
um tubo de ensaio contendo solugao estéril de soro fisiologico (Laboratorio
Tayuyna Ltda, Nova Odessa, SP, Brasil). Seguindo as orientagbes de Kreisler
et al. (2003), ap6s a contaminagéo dos discos, estes foram levados novamente
a estufa em aerobiose, a 37° C (Estufa de cultura 502 — Oriom — Fanem, S&o

Paulo, SP, Brasil), por 1 hora, para propiciar o crescimento bacteriano.

Figura 5. Contaminagéao dos discos de titanio realizada em cada grupo.

4.5) Tratamentos:

Em seguida, para a contaminacdo dos discos de titdnio com a
suspensao de Streptococcus sanguinis (IAL 1832), estes foram divididos

aleatoriamente nos seguintes grupos, com 8 discos de titanio por grupo:

- Grupo 1 (G1): superficies dos discos de titanio contaminadas com

Streptococcus sanguinis;
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- Grupo 2 (G2): superficies dos discos de titanio contaminadas com
Streptococcus sanguinis irrigadas com 10 ml da solugdo estéril de soro
fisiolégico (Laboratério Tayuyna Ltda, Nova Odessa, SP, Brasil), com uso de

pipetadora automatica (Easypet, Eppendorf, Sdo Paulo, SP, Brasil) (Figura 6).

A média do tempo de irrigacédo foi de 29,85 segundos para cada disco.
Usou-se a irrigagdo com soro fisiolégico para ndo mascarar a agdo mecénica
dos agentes usados para irrigagdo, no caso enxaguatério de aloe vera e

enxaguatorio de digluconato de clorexidina 0,2%.

- Grupo 3 (G3): superficies dos discos de titanio contaminadas com
Streptococcus sanguinis tratadas com irrigacdo com 10 ml de enxaguatério de
digluconato de clorexidina a 0,2%, com uso de pipetadora automatica (Easypet,
Eppendorf, Sao Paulo, SP, Brasil) (Figura 6). A média do tempo de irrigagao foi

de 33,32 segundos para cada disco.

Foram obtidos 150 ml de enxaguatério de digluconato de clorexidina a
0,2% pela manipulagéo (Bioativa Farmacia de Manipulagéo, Araras, SP, Brasil)

de digluconato de clorexidina a 0,2% em veiculo gsp.

- Grupo 4 (G4): superficies dos discos de titanio contaminadas com
Streptococcus sanguinis tratadas com irrigagdo com enxaguatorio aloe vera,
com uso de pipetadora automatica (Easypet, Eppendorf, Sdo Paulo, SP,

Brasil), com média do tempo de irrigacao de 28,63 segundos para cada disco.

Foram obtidos 150 ml do enxaguatério de aloe vera pela manipulagao
(Bioativa Farmacia de Manipulagao, Araras, SP, Brasil) de 99% de extrato de

aloe vera estabilizado, associado a 0,2% de alantoina e 0,2% de metilparabeno
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como conservante, segundo relatado por Rieger & Carson (2002). Utilizaram-se

para irrigagao 10 ml do enxaguatorio (Figura 6).

Figura 6. Irrigagdo efetuada com 10 ml de soro fisiolégico (Grupo G2),
enxaguatorio de digluconato de clorexidina a 0,2% (Grupo G3) e enxaguatorio

de aloe vera (Grupo G4).

- Grupo 5 (G5): superficies dos discos de fitanio contaminadas com
Streptococcus sanguinis tratadas com fotossensibilizador azul de metileno, com
concentragdo de 0,005%, em solugdo aquosa (Chimiolux, Aptivalux, Belo

Horizonte, MG, Brasil).

Utilizaram-se 3ml do fotossensibilizador, sendo 2ml irrigado com seringa
plastica descartavel (BD Plastipak, Becton Dickinson Ind. Cirur. Ltda, Curitiba,
PR, Brasil) sobre a superficie dos discos de titanio, em seguida, estes foram
mergulhados em 1ml do fotossensibilizador nos pogos de placas de cultura de

células (92024, TPP, Switzerland), por 5 minutos (Figura 7).
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Figura 7. Caracteristica de uso do fotossensibilizador azul de metileno.

- Grupo 6 (G6): superficies dos discos de titanio contaminadas com
Streptococcus sanguinis tratadas com fotossensibilizador azul de metileno, com
concentragdo de 0,005%, em solugdo aquosa (Chimiolux, Aptivalux, Belo
Horizonte, MG, Brasil), associado ao laser diodo semicondutor InGaAIP (Twin
Laser, MMOptics, Sao Carlos, SP, Brasil), com comprimento de onda de 660

nm.

As caracteristicas de uso do aparelho foram de Poténcia de 40 mW,
Tempo de irradiagdo de 3 minutos, Energia Total de 7,2 Joules (Hayek et al.

(2005)), Irradiancia de 0,08 W/cm?, Dose de 14,4 J/cm?.

Utilizaram-se 3ml do fotossensibilizador, sendo 2ml irrigado com seringa
plastica descartavel (BD Plastipak, Becton Dickinson Ind. Cirur. Ltda, Curitiba,
PR, Brasil) sobre a superficie dos discos de titanio, em seguida, estes foram
mergulhados em 1ml do fotossensibilizador nos pogos de placas de cultura de

células (92024, TPP, Switzerland), por 5 minutos (Figura 7).

Apébs, a ponta do aparelho foi posicionada no centro de cada disco, a
uma distancia de 5 mm a partir de sua superficie, realizando movimento

circular em toda a sua extensédo, caracterizando a aplicagcado por varredura,
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durante 3 minutos. O feixe da luz laser foi posicionado perpendicularmente ao

disco (Figura 8).

Figura 8. Aplicacao da irradiagéo laser no grupo G6.

- Grupo 7 (G7): superficies dos discos de titanio contaminadas com
Streptococcus sanguinis tratadas com laser diodo semicondutor InGaAIP (Twin
Laser, MMOptics, Sao Carlos, SP, Brasil), com comprimento de onda de 660

nm (Figura 9).

Figura 9. Aplicagdo da irradiagéo laser no grupo G7.

As caracteristicas de uso do aparelho foram de Poténcia de 40 mW,
Tempo de irradiacgéo total 3 minutos, Energia Total de 7,2 Joules (Hayek et al.

(2005)), Irradiancia de 0,08 W/cm?, Dose de 14,4 J/cm?.
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Posicionou-se a ponta do aparelho a partir do centro de cada disco a
uma distancia de 5 mm a partir de sua superficie, com movimento circular em
toda a sua extensdo, caracterizando a aplicagdo por varredura, durante 3

minutos. O feixe da luz laser foi posicionado perpendicularmente ao disco.

4.6)Avaliagao dos resultados:

Apbs a execucgdo dos tratamentos propostos, os discos de titanio foram
dispostos em pogos de placas de cultura de células (92024, TPP, Switzerland),
contendo 3 ml de solugéo estéril de BHI, e mantidos em aerobiose a 37°C
(Estufa de cultura 502 — Oriom — Fanem, Sao Paulo, SP, Brasil) por 48 horas

(Figura 10).

Apo6s este periodo, as placas de cultura de células (92024, TPP,
Switzerland) foram homogeneizadas em um agitador (Mini Orbital Shaker,
Bellco Glan Inc, Vineland, NJ, USA) por 15 segundos na velocidade 4, cuja
escala varia de 0 até 10. Em seguida, o conteudo de cada poco das placas de
cultura de células (92024, TPP, Switzerland) passou por uma série de 6

diluigdes, com porcentagem de cada diluigdo de 900 ul (Figura 10).

Figura 10. Discos de titanio dispostos em pogos de placas de cultura
com meio BHI, apés 48 horas placas posicionadas no agitador, para efetuar as

6 diluicbes do conteudo de cada pocgo.
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Apos efetuar as diluigdes, obteve-se 10l dos pogos que continham as
diluicbes 4, 5, e 6 para semear em duplicata placas de Petri contendo o meio
de cultura Agar Sangue Columbia. As placas de Petri foram mantidas em
aerobiose a 37°C (Estufa de cultura 502 — Oriom — Fanem, S&o Paulo, SP,

Brasil) por 48 horas.

Para avaliar a efetividade dos tratamentos executados no estudo, isto é,
se houve crescimento bacteriano semelhante ao grupo G1, sem tratamento, ou
apenas redugdo da contaminagdo dos discos de titdnio, ou ainda, se nao
ocorreu crescimento bacteriano algum, demonstrando total descontaminagao;
fez-se a contagem das unidades formadoras de colbnia/ ml (ufc/ml) das placas

de Petri que foram semeadas com a diluicao 5 e atribuiu-se os escores:

0 auséncia de coldnias;
1 1 a 10 ufc/ml;

2 11 a 50 ufc/ml;

3 51 a 100 ufc/ml;

4 101 a 300 ufc/ml;

5 > 300 ufc/ml.

4.7) Analise estatistica:

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste nao
paramétrico de Kruskal — Wallis. Este teste foi complementado pelo teste de

comparagdes multiplas de Dunn, ambos ao nivel de significancia de 5%, feito
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com o uso do programa Bioestat 5.0 (Bioestat, Belém, PA, Brasil) para

Windows XP (Microsoft, Redmond, WA, USA).

A comparagéo dos grupos experimentais através de escores atribuidos
ao numero total de ufc/ml de cada grupo estimou a eficiéncia de cada
tratamento para a redugcdo ou eliminacdo completa da contaminacao

microbiana dos discos de titdnio de superficie maquinada.
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5) Resultados

Apoés a realizagdo dos tratamentos, semeadura e incubacao das placas
de Petri contendo o meio Agar Sangue Columbia, fez-se a contagem das

unidades formadoras de colénia em cada grupo (Figura 10).

Grupo G1, onde nao foi realizado Grupo G2,_ ir.rigac,.‘éo com soro
tratamento. fisiologico.

Grupo G3, irrigagdo com
enxaguatorio de digluconato de
clorexidina a 0,2%.

Grupo G4, irrigagao com
enxaguatorio de aloe vera.

e )

L%

Grupo G5, aplicagao apenas do Grupo G6, aplicagao da terapia
fotossensibilizador. fotodinamica.

Grupo G7, aplicagao apenas da irradiagéo laser.

Figura 11. Caracteristicas do crescimento microbiano em cada grupo.
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Apbs a contagem das unidades formadoras de coldnia e atribuicdo dos
escores, observou-se variagcdo nos valores distribuidos para cada grupo como
se constata no Grafico 1, que caracteriza os valores minimo, maximo (max) e

da mediana dos escores distribuidos para cada grupo.

5 5 5 5 5
4 4 4
3.00 53
3
2 2 2 2
1
0 0 000 0 0 0 0
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
max 5 5 0 3 5 5 5
mediana 5 2 0 2 2 3.5 4
minimo 4 0 0 0 0 0

Gréfico 1. Caracteristica da distribuicao dos escores em cada grupo.

Em seguida, os grupos experimentais foram comparados, quanto aos
escores atribuidos a quantidade de unidades formadoras de colbnias presentes
apos a aplicagdo dos tratamentos propostos, pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. Este teste foi complementado pelo teste de comparagdes

multiplas de Dunn, ambos ao nivel de significancia de 5%.

Observou-se a redugéo da contaminagéo dos discos de titanio em todos
os grupos tratados comparados ao grupo G1, sendo que o teste de Kruskal-
Wallis ressaltou diferenga significativa entre os grupos, complementado pelo

teste de Dunn (p<0,05), como demonstra a Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas dos escores das ufc, analise descritiva e

resultado do teste estatistico de Dunn.

Escore das ufc Desvio
Grupo (G) Média Padrao Dunn*
Mediana | Minimo | Maximo

G1 5 4 5 4.81 +0.40 a

G2 2 0 4 2.06 +1.06 bc
G3 0 0 0 0 +0 bd
G4 2 0 3 1.75 +0.85 bc
G5 2 0 5 1.78 +1.87 bce
G6 35 0 5 2.68 +2.05 bce
G7 4 0 5 3.31 +1.88 be

*No sentido vertical, letras mintsculas diferentes demonstram

significancia estatistica entre os grupos tratados e nao tratado (p<0,05).

No grupo G3 ndo houve crescimento bacteriano, o que caracterizou a

efetiva descontaminacéo dos discos de titdnio, comparado aos demais grupos

tratados, conforme demonstrado pelo teste de Dunn (p<0.05).

Enquanto, que os tratamentos realizados nos grupos G4 e G2,

propiciaram reducdo da contaminagéo bacteriana, e apresentaram significancia

estatistica em relagcéo a reducao da contaminacao bacteriana apresentada pelo

tratamento aplicado no grupo G7, conforme demonstrado pelo teste de Dunn

(p<0.05).
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6) Discussao

A contaminacdo da superficie de implante € um dos principais
obstaculos para sua manutengéo a longo prazo. Esta condicdo tem levado a
Implantodontia a pesquisar protocolos de descontaminagéo para a superficie
de implante menos invasivos e que ndo alterem a sua superficie. Portanto, este
estudo in vitro foi desenvolvido com o intuito de comparar a eficacia da
descontaminagdo de superficies maquinadas de disco de titdnio apds a
aplicacdo de terapia fotodinamica e uso de agentes para irrigagdo devido a
falta de estudos que englobem e comparem essas formas de tratamento.

Neste experimento, a escolha da contaminagédo dos discos de titanio
com a forma planctdnica da espécie bacteriana Streptococcus sanguinis foi
relacionada ao fato de ser considerado um dos primeiros microrganismos a
colonizar as superficies de esmalte e titdnio na cavidade oral e por propiciar
condigbes para a coagregacgao de bactérias patogénicas como Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola, Tannerella forsythensis (Stinson et al. (1991);
Heuer et al. (2007); Hauser-Gerspach et al. (2007); Birgers et al. (2010)).

Em concordéncia com Kreisler et al. (2002), a contaminagao com este
tipo de microrganismo propicia o desenvolvimento de um experimento com
metodologia simples e de facil reprodugéo, por se tratar de bactéria gram-
positiva anaerobica facultativa (Teixeira et al. (2008)).

Ao comparar a metodologia empregada neste experimento com os
demais estudos que avaliaram a aplicabilidade de diferentes tratamentos da
superficie de discos de titAnio contaminados com o microrganismo
Streptococcus sanguinis, houve variagdo no tempo de contaminagdo dos

discos de titanio. Silva et al. (2005), estabeleceram o tempo de contaminagao
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para os discos de titanio de 7 dias, enquanto Birgers et al. (2010),
estabeleceram o tempo de contaminacao de 2 horas.

Em concordancia com Grébner-Schreiber et al. (2001); Kreisler et al.
(2002), e Kreisler et al. (2003), o tempo de contaminagéo estabelecido para os
discos de titdnio no presente estudo foi de 1 hora. De acordo com os resultados
observados no grupo que nao recebeu tratamento, grupo G1, este tempo foi
suficiente para a ocorréncia da contaminagao bacteriana.

O tempo de contaminagdo também ¢é relacionado com a fase de
desenvolvimento bacteriano, isto é, plancténica ou biofilme, como também a
idade deste biofilme, cujas caracteristicas diferem em relagdo a aderéncia
microbiana a superficie, ao seu metabolismo, que determina maior ou menor
acessibilidade dos microrganismos aos tratamentos aplicados (Zanin et al.
(2006); Fontana et al. (2009)).

Segundo Dobson & Wilson (1992), para haver a formacao de biofilme é
necessaria a incubacao de 3 a 4 dias, portanto, no presente estudo a forma de
trabalho com Streptococcus sanguinis pode ser caracterizada como
planctbnica, devido ao tempo de incubagdo de 1 hora sobre a superficie do
disco de titanio.

Estudos anteriores demonstraram a possibilidade de eliminar bactérias
na forma planctbnica com a aplicagdo da terapia fotodindmica (Gad et al.
(2004); Bevilacqua et al. (2007); Goulart et al. (2010)). A terapia fotodinamica é
baseada na interacdo entre a aplicagdo de luz laser visivel e um agente
fotossensibilizador, que origina agentes citotdxicos relacionados a producao de
moléculas de oxigénio na forma singleto e tripleto ou outras macromoléculas

presentes no meio, que levam a destruicdo dos constituintes celulares,
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semelhantes as organelas, proteinas, acidos nucléicos, o que leva a morte
celular (Peloi et al. (2008); Street et al. (2010)).

Segundo Araujo et al. (2009), o oxigénio é obtido a partir do meio para a
ocorréncia destas reagdes, enquanto Rosein et al. (2006) e Parise Jr & Busaid
(2006) afirmaram que o uso de um fotossensibilizador composto por agua leva
a obtengéo do oxigénio, o que permite a realizagdo desses procedimentos in
vitro. No presente estudo, o fotossensibilizador utilizado estda em solugao
aquosa, que origina moléculas de oxigénio na forma singleto e tripleto quando
associado a irradiagao da luz laser.

Para muitas espécies de microrganismos que ndo conseguem absorver
a luz visivel, ha necessidade do uso do fotossensibilizador, que possibilita a
sensibilizagdo da parede celular e penetragado da luz laser na célula bacteriana
(Dobson & Wilson (1992)). Nesta pesquisa, o grupo G7 recebeu, como forma
de tratamento, apenas a irradiagéo laser, propiciando um dos piores escores na
redugdo da contaminagdo microbiana dos discos de titanio. Isto pode estar
relacionado a ndo formagédo de moléculas reativas de oxigénio pela auséncia
do fotossensibilizador.

O azul de metileno & um fotossensibilizador, que tem demonstrado atuar
na destruicdo do DNA das células bacterianas, e menor agdo em sua
membrana celular. O tempo de contato do fotossensibilizador pode contribuir
para a localizagdo do azul de metileno no interior da célula, e influenciar a
eficacia da fotodestruicao celular (Usacheva et al. (2001); Bevilacqua et al.
(2007)).

O tempo de contato utilizado neste estudo foi de 5 minutos, o qual

coincide com o usado por Araujo et al. (2009) e Bevilacqua et al. (2007). A
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associacdo do tempo de contato com as caracteristicas de acdo do azul de
metileno podem ser considerados fatores que propiciaram a reduc¢do da
contaminagdo microbiana no grupo G5, no qual foi aplicado apenas o
fotossensibilizador, coincidindo com resultados encontrados por Dobson &
Wilson (1992) e Bevilacqua et al. (2007).

Usacheva et al. (2001) afirmaram que o grau de fotodestruicdo é
dependente do tipo de fotossensibilizador utilizado, sua concentragao, o tipo
bacteriano irradiado, a fluéncia e intensidade da luz laser aplicada. Segundo
Street et al. (2010), a eficacia da terapia fotodinamica in vitro é altamente
dependente da dose aplicada, a taxa de morte microbiana reduz com menor
dose de energia total.

As caracteristicas de aplicagédo da terapia fotodinamica feita no grupo G6
deste estudo possibilitou apenas a redugédo da contaminagéo bacteriana, ja os
resultados apontados por Bevilacqua et al. ( 2007) caracterizaram que o uso da
terapia fotodinamica propiciou tanto a redugdo quanto a eliminagdo da
contaminacgao bacteriana.

Outra hipétese para a ocorréncia apenas da redugdo da contaminagao
bacteriana e nao de sua eliminagdo nos grupos G6 e G7 do presente estudo
pode ser a interacdo entre a luz laser e a superficie do metal. Esta interacdo &
determinada pela fluéncia de energia, o grau de sua absorg¢éo, condutividade
térmica e composigdo do material. As caracteristicas da capacidade de reflexao
e o coeficiente de absorgdo de cada metal sdo semelhantes, sendo
dependentes do comprimento de onda do laser. A capacidade de reflexdo do
titdnio para a luz laser proxima ao infravermelho esta entre 50% a 60%, sendo

aumentada para 96% com 10° nm (Kreisler et al. (2003)).
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O uso da luz laser no comprimento de onda de 660 nm sobre o disco de
titdnio nos grupos tratados com aplicacdo apenas do laser ou associado ao
fotossensibilizador pode ter tido a sua efetividade comprometida, associada a
caracteristica de reflexdo da luz sobre a superficie do metal, o que resultou em
redugdo, mas ndo eliminagdo completa da contaminagéo bacteriana.

Segundo Stibinger et al. (2010), dentre as vantagens para o uso do
laser diodo semicondutor esta a terapia fotodinamica, possibilitando acéo
antibacteriana, auséncia da alteragdo de temperatura do implante e dos tecidos
ao seu redor, embora, Street et al. (2010), relataram que com o uso de uma
dose de energia de 9,4 J/cm? houve aumento de temperatura de até 3°C. No
presente estudo, a dose de energia utilizada foi de 14,4 Jlem?, portanto, a
alteracdo da temperatura deve ser investigada em estudos posteriores,
utilizando esta metodologia.

A literatura cita também que o uso do laser diodo semicondutor nio
gera alteragdes na superficie do titanio que propiciem o acumulo bacteriano
quando usado em comprimento de onda inferior a 810 nm e nio associado a
alta poténcia (Romanos et al. (2009)).

Segundo Birgers et al. (2010), a aderéncia bacteriana em superficies de
titanio texturizadas, em estudos in vitro e in vivo, é primeiramente influenciada
pela rugosidade da superficie, havendo menor importancia para a energia livre
de superficie. Em seu estudo, a superficie de titAnio maquinada apresentava
rugosidade de 0,15 um, e propiciou menor acumulo de Streptococcus
sanguinis. Enquanto Silva et al. (2005), relataram o uso de superficies de
titdnio maquinadas com rugosidade de 0,17 um, que levou também ao menor

acumulo bacteriano.
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Nesta pesquisa a média de rugosidade dos discos de titanio de
superficie maquinada foi de 0,33 um. Segundo Wennerberg et al. (2009),
superficies de titanio maquinadas com média de rugosidade < a 0,96 um sao
consideradas lisas.

A caracteristica da superficie maquinada dos discos de titanio associada
a fase planctonica de crescimento em que a bactéria se encontrava neste
estudo, pode ter favorecido a menor aderéncia bacteriana e propiciado a
redugdo da contaminagdo dos discos de titdnio com a irrigagdo de 10 ml de
soro fisiologico feita como forma de tratamento no grupo G2. Estes resultados
estdo em concordancia com Cousido et al. (2010), que citaram em seu estudo,
a redugdo da contaminagdo bacteriana durante 30 segundos de irrigagdo com
agua estéril.

Dentre os agentes quimicos com atividade antimicrobiana utilizados para
irrigacédo, o digluconato de clorexidina esta indicado devido a sua eficacia
demonstrada através de sua aplicagdo em estudos in vifro e in vivo que
enfatizaram sua agao antimicrobiana (Berchier et al. (2010)). Neste estudo, a
irrigacdo com 10 ml de digluconato de clorexidina a 0,2% aplicada ao grupo
G3, propiciou a completa eliminagdo da contaminagdo dos discos de titanio,
sendo o tratamento mais eficaz empregado, em concordancia com o resultados
de Dennison et al. (1994) e Koslovsky et al. (2006).

No presente estudo, a superioridade do grupo tratado com irrigacéo de
digluconato de clorexidina a 0,2%, grupo G3, em comparagéo ao grupo tratado
apenas com a irradiagdo da luz laser, grupo G7, também é citada por Kreisler
et al. (2003), que usaram irradiagdo da luz laser para descontaminagdo da

superficie de titanio.
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A eficacia do digluconato de clorexidina a 0,2% utilizado no presente
estudo pode ser relacionada a sua substantividade, que segundo Cousido et al.
(2010), em um estudo in vivo, usando 10ml deste produto para irrigacao
durante 30 segundos, sua substantividade foi mantida até 7 horas apés o
procedimento. Neste trabalho, o tempo de irrigagdo foi semelhante ao usado
por Cousido et al. (2010), cerca de 33,32 segundos.

A irrigagao com enxaguatoério de aloe vera realizada como forma de
tratamento no grupo G4 propiciou reducédo da contaminagao bacteriana apés a
irrigacao com 10 ml pelo tempo médio de 28,63 segundos, em concordancia
com os relatos de Mangelson et al. (1992), e Rieger & Carlson (2002).

Podendo ser considerado, o segundo melhor tratamento realizado ao
observar as médias dos escores do grupo G4 comparando-os aos escores
atribuidos aos demais grupos tratados. A eficacia antimicrobiana do aloe vera é
relacionada a presenga de antraquinona em sua composicdo, que em
pequenas concentragdes propicia esta agdo (George et al. (2009)).

Novos estudos in vitro devem ser realizados seguindo esta linha de
pesquisa, para avaliar a efetividade dos tratamentos empregados com
variagdes nas caracteristicas da superficie do disco de titanio a ser utilizado, na
espécie bacteriana empregada e a sua fase de crescimento utilizada para a

contaminacao dos discos de titanio.
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7) Conclusao:

Dentro dos limites deste estudo in vitro, pode-se afirmar que todos os
tratamentos realizados possibilitaram a redu¢cdo da contaminagdo microbiana
por Streptococcus sanguinis da superficie maquinada dos discos de titanio,
sendo que a irrigagdo com digluconato de clorexidina a 0,2% foi o tratamento

mais eficaz por eliminar completamente a contaminag&o dos discos de titanio.
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