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RESUMO

A peri-implantite ¢ uma das principais causas de complicagdes em implantes osseointegrados,
caracterizada pela inflamacgao ao redor do implante levando a uma perda de osso marginal e
quando ndo tratada pode causar falha do implante. Pode ser influenciada por diferentes fatores
como tabagismo e diabetes associados a um biofilme oral. Mesmo existindo diversas formas de
tratamento, ainda € muito discutido entre autores qual seria a melhor abordagem para a doenca.
Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar a descontaminagdo de superficies de titanio
utilizando um método quimico e métodos fisicos e também analisar possiveis alteragdes
causadas nas superficies apds tratamentos. Foi realizado um estudo in vitro com 25 discos de
titdnio, submetidos a cultura de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e divididos
posteriormente conforme o método de descontaminagdo, sendo descontaminados com solucao
tampao-fosfato, 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) gel 24%, EDTA gel 24%+Cureta e
EDTA gel 24%+ Ultrassom. Para anélise morfologica foi realizada avaliagdo em Microscopia
eletronica de varredura, gerando micrografias obtidas por elétrons retroespalhados e elétrons
secundarios. A constituicdo quimica das amostras foi avaliada pela técnica de Energia
dispersiva de raios X. Os resultados obtidos mostraram que, o grupo onde utilizou-se a
associacao EDTA+Ultrassom demonstrou ser o método de descontaminagdo mais eficaz, porém
entre o grupo EDTA+Ultrassom e EDTA+Cureta ndo houve diferencas estatisticamente
significantes. Morfologicamente, o grupo EDTA+Ultrassom apresentou maiores alteragcdes na
superficie. Quimicamente, ndo houve diferencas significantes dos elementos entre os grupos,
porém notou-se a deposi¢do de ferro e cloro no grupo utilizado cureta e maior presenga de
carbono em amostras com pior descontaminagdo. Esse estudo mostrou que o uso de
EDTA-+Ultrassom pode ser considerado um descontaminante eficaz, porém gera alteracdes nas

superficies dos implantes.

Palavras-chave: peri-implantite; osseointegragao; descontaminagao.



ABSTRACT

Peri-implantitis is one of the main causes of complications in osseointegrated implants,
characterized by inflammation around the implant leading to marginal bone loss and, when left
untreated, can cause implant failure. It can be influenced by different factors such as smoking
and diabetes associated with an oral biofilm. Even though there are several forms of treatment,
it is still much discussed among authors what would be the best approach to the disease. Thus,
this study aimed to evaluate the decontamination of titanium surfaces using a chemical method
and physical methods and also to analyze possible changes caused to surfaces after treatments.
An in vitro study was carried out with 25 titanium disks, submitted to the culture of
Aggregatibacter actinomycetemcomitans and later divided according to the decontamination
method, being decontaminated with phosphate buffer solution, 24% ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) gel, and 24% EDTA gel+Curette and EDTA gel 24%+ Ultrasound. For
morphological analysis, an evaluation was carried out in Scanning Electron Microscopy,
generating micrographs obtained by backscattered electrons and secondary electrons. The
chemical constitution of the samples was evaluated using the energy dispersive X-ray
technique. The results obtained showed that the group where the EDTA-+Ultrasound association
was used proved to be the most effective decontamination method, however between the
EDTA+Ultrasound and EDTA+Curet groups there were no statistically significant differences.
Morphologically, the EDTA+Ultrasound group showed greater alterations on the surface.
Chemically, there were no significant differences in the elements between the groups, however
iron and chlorine deposition was noted in the curette group and a greater presence of carbon in
samples with worse decontamination. This study showed that the use of EDTA+Ultrasound can
be considered an effective decontaminant, however, it generates changes in the surfaces of the

implants.

Keywords: peri-implantitis; osseointegration; decontamination.
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1. INTRODUCAO

A reabilitagdo oral torna-se cada vez mais uma premissa na sociedade. Os implantes
dentarios osseointegrados sao uma opg¢ao de tratamento muito difundida, eficaz e segura para a
substituicdo dos espagos desdentados.? E para garantir o sucesso do tratamento é fundamental
que acontega a osseointegracio, que segundo Branemark et al.> e Albrektsson and Sennerby*
define-se como o processo de conexdo direta estrutural e funcional entre o osso vivo e a

superficie de um implante submetido a uma carga oclusal.

Contudo, apesar das elevadas taxas de sucesso e sobrevivéncia dos implantes dentarios
podem surgir complicagdes. Dentre os varios fatores que concorrem para o insucesso dos
implantes osseointegrados podemos destacar a condicdo sistémica do paciente, diminui¢do da
capacidade de cicatrizacdo, a qualidade 6ssea, o tabagismo, a experiéncia ¢ habilidade do
profissional, o uso de técnicas cirtirgicas inadequadas, excessivo trauma cirirgico trauma
mecanico durante a cicatrizagdo, planejamento inadequado e atividades parafuncionais

lesivas>®’

, entretanto, as principais causas de perda de implantes dentarios parecem ser as
tardias, que ocorrem apoés a reabilitacdo protética, como resultado de infec¢ao bacteriana peri-

implantar e de sobrecarga oclusal.®?

As principais falhas sdo as de condi¢des inflamatorias, a mucosite peri-implantar e a
peri-implantite.'? A peri-implantite é uma condi¢do patolégica associada a placa que ocorre nos
tecidos ao redor dos implantes dentarios, caracterizada por inflamacdo na mucosa peri-
implantar e subsequente perda progressiva do osso de suporte'!, e do ponto de vista clinico,
apresenta sangramento e/ou supuragdo apos delicada sondagem, aumento da profundidade de
sondagem em relagdo a exames prévios, presenga de perda Ossea, além daquelas observadas
apos a fase de remodelacdo dssea.!>!3 Conforme descrito por Tomasi e Derks'*, a perda tardia
do implante ocorre em 4% dos implantes e em 8% dos pacientes. Conforme documentado em
analises transversais recentes, a peri-implantite constitui a complicagao tardia mais frequente,

afetando 15%-57% dos pacientes e 8%-28% dos implantes.'?

O progndstico da terapia de peri-implantite, no entanto, esta longe de ser satisfatorio. A
principal caracteristica da peri-implantite ¢ a perda progressiva de osso peri-implantar marginal
como consequéncia de inflamagdo cronica dos tecidos peri-implantares. Embora co-fatores

especificos, como diabetes mellitus, tabagismo e higiene oral insuficiente tenham acelerado o
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progresso da destruicao 6ssea, o biofilme oral € essencial para que se inicie a inflamagao dos

tecidos peri-implantares.'®

Os micro-organismos, no biofilme, apresentam fenotipo relativamente alterado em
relagdio a taxa de crescimento, transcri¢dio génica e resisténcia bacteriana.!” Dezenove espécies
bacterianas foram encontradas em contagens mais altas na peri-implantite, incluindo
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a.), Campylobacter gracilis, Campylobacter
showae, Helicobacter pylori, Haemaphilus influenzae, P. gingivalis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus anaerobius, Streptococcus intermedius, Streptococcus mitis, T. forsythia, T.
denticola e Treponema socranskii’® . Em uma revisdo de literatura, realizada em 2020,
verificou-se que a espécie A. actinomycetemcomitans ¢ prevalente na peri-implantite em

comparagio com implantes sauddveis.'¢

Esta colonizagdo bacteriana pode ser estruturada como um biofilme!*2°

com um padrdo
de colonizacdo inicialmente lento em comparagido com a denticdo natural.>!*?> A formacdo de
biofilmes na superficie do implante parece ser influenciada por suas propriedades, incluindo
composicdo quimica, rugosidade da superficie e energia livre de superficie.”> O tipo de
superficie do implante tem um papel fundamental no prognostico do tratamento e influencia
diretamente nas propriedades de formagdo Ossea e estabilidade. As propriedades da superficie
do implante, como topografia, quimica e biocompatibilidade, t€ém sido extensivamente
investigadas na osseointegracao inicial e na prevencao de falhas nos implantes. Embora apenas
alguns estudos fornecam dados sobre a suscetibilidade ao desenvolvimento de peri-implantite

devido a topografia da superficie do implante?*2>26-27:28

, implantes com superficies alteradas
podem mostrar maior suscetibilidade a reinfec¢do por doenca peri-implantar.? Portanto, parece
plausivel que os protocolos para descontaminagao de superficies podem ter efeitos diferentes

com base na macro e micro topografia da superficie.*

Tendo como objetivo prioritariamente a reducdo da carga bacteriana das bolsas peri-
implantares e da superficie dos implantes, diversas alternativas para o tratamento da peri-
implantite sdo propostas, utilizando, ou ndo, em conjunto técnicas de regeneracdo Ossea e
objetivando a reosseointegracao. H4 um grande interesse no uso de antimicrobianos locais, uma
vez que o biofilme ¢ citado como influéncia no inicio e na progressdo da doenga, mas em
diversos casos o uso de métodos fisicos de forma adjunta é necessario para melhores resultados.

O desbridamento mecanico das superficies dos implantes pode ser precedido pela aplicagao de
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agentes antibacterianos e quimicos, como gluconato de clorexidina, peroxido de hidrogénio,
solucdo salina estéril, acido fosforico, gel antibidtico ou uso de um laser (Er:YAG), e também

4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 24%.3!

O EDTA ¢ utilizado como solugdo irrigadora devido aos seus principais atributos, como:
acdo quelante®, capacidade de aumentar a permeabilidade da dentina®’, capacidade de remover
a smear layer**, capacidade de desinfetar canais radiculares® e papel na remocao de medicagio
intracanal®¢, tornando-o a solucdo de escolha para pesquisas e tratamentos. O EDTA também
pode ser encontrado em forma de gel, que é 1til para a remocdo de detritos’’, raspagem e

38,39

alisamento radicular em tratamentos periodontais e peri-implantares®®>”, e como lubrificante

1.*% Por ser um material

em casos de raizes atrésicas e/ou obstruidas em tratamentos de cana
fluido, consegue atingir areas que mecanicamente seriam impossiveis.*! O EDTA combinado
com métodos mecanicos de limpeza pode ser promissor para a descontaminacao de superficies
de implante. Em um estudo de Kotsakis et al.(2016), mostrou-se que a solugcdo de 24%
EDTA/1,5% NaOCl descontaminou e ndo alterou a biocompatibilidade e manteve a

preservacdo da superficie de titdnio utilizada, diferentemente de outros métodos de

descontaminagio.*?

Dentro do biofilme, as bactérias mostram uma resisténcia extrema a desinfetantes
topicos e antibioticos sistémicos.*> Dessa forma, os implantes podem ser mecanicamente
higienizados utilizando instrumentos rotatdrios ou manuais e pastas de polimento. Numerosos
métodos foram documentados para desbridamento ndo cirdrgico em implantes e dentes,
incluindo curetas, dispositivos ultrassonicos, terapia fotodindmica antimicrobiana e
dispositivos abrasivos a ar com glicina ou pé de eritritol. *4346474849 No entanto, devido ao
formato do implante e caracteristicas especificas do defeito, o acesso a todas as areas afetadas
¢ limitado. Para reduzir possiveis danos a superficie do implante, em um estudo de Heitz-
Mayfield et al. (2016), foram utilizados para remocao do biofilme curetas de titanio ou fibra de
carbono, dispositivos de ultrassom com pontas de plastico ou taca de borracha e pasta de
polimento. Nesse estudo, a maioria dos implantes (94%) tinham uma superficie 4spera ou

moderadamente rugosa e os resultados foram satisfatorios.>°

Ja em outra revisado realizada por Mellado-Valero et al. (2013) concluiu-se que nao foi
possivel estabelecer um tnico protocolo de descontaminac¢ao do implante para o tratamento da

peri-implantite devido a grande heterogeneidade dos estudos, diferentes métodos de
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descontaminagio e variabilidade das superficies do implante.’! Com aumento do niimero de
procedimentos implantares e tendo em consideracdo que a etiopatogenia da peri-implantite nao
esté totalmente esclarecida, questiona-se ainda qual serd o tratamento eficaz para a doenca peri-
implantar 32, tendo em vista as caracteristicas fisicas e quimicas do implante quanto a
regeneracdo dos tecidos que foram perdidos em consequéncia da doenca. Enquanto a
eliminagdo dos patdgenos bacterianos e seus remanescentes ¢ vital para resultados clinicos
estaveis do implante, a biocompatibilidade da superficie do implante, a gravidade inicial da

doenga e a morfologia do defeito também podem influenciar o resultado de certas terapias.

Para a elaboracdo deste estudo realizou-se a uma pesquisa detalhada de literatura e
mostrou-se que a terapia mais eficaz para a peri-implantite ainda nao foi identificada de forma
conclusiva, ainda ndo existe entre os tratamentos para a peri-implantite um padrdo ouro. Por
este motivo, justifica-se analisar separadamente somente o método quimico, com uso de EDTA
24% e seus resultados e também o método quimico em associacdo com métodos mecanicos,
sendo eles curetas e aparelho de ultrassom, comparando esses resultados e avaliando um
tratamento mais eficaz para a doenga, que leve em consideragdo o potencial de limpeza e

possiveis alteragdes na superficie apds a instrumentagao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar in vitro a descontaminagao de superficies de titdnio contaminadas

com Aggregatibacter actinomycetemcomitans, utilizando método quimico

(EDTA gel 24%) de forma isolada e associado a métodos fisicos (Cureta e

Aparelho ultrassonico).

2.2 Objetivos especificos

Verificar na superficie de titanio, apds o uso dos agentes descontaminantes:

1.

Valores quantitativos de Unidades formadoras de colonias
encontrados nas superficies apds as descontaminagdes;

Diferencas quimicas elementares entre os discos que receberam
somente tratamento quimico e tratamento quimico e fisico, por meio
de Energia dispersiva de raios x (EDS);

Alteragdes morfoldgicas, por meio do Microscopia eletronica de
varredura (MEV);

Residuos dos agentes de descontaminagdo, por meio de Energia

dispersiva de raios x.

3 MATERIAS E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Estudos Basicos, do Setor de Ciéncias da

Saude, da Universidade Federal do Parana.

3.1 Caracterizagao dos discos

Foram utilizados 25 discos de titAnio fornecidos pela empresa Neodent® (Curitiba,

Parand, Brasil), superficie com nanotopografia (Ataque acidotJateamento) e tamanho de 10

mm X 2 mm, o formato dos discos utilizados estdo representados na Figura 1. O nimero de

amostras foi definido apds pesquisa na literatura, onde foram realizados estudos in vitro em

implantes contaminados com nimero de amostras semelhantes.

53,54
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Figura 1-Aspecto macroscopico do disco de titdnio com nanotopografia e tamanho de 10 mm x 2 mm.

3.2 Contaminacdo Bacteriana das Superficies dos Discos de Titanio

3.2.1 Cultura Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a)

Nesta fase realizou-se o cultivo do agente microbiano utilizado na pesquisa, o
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a), patdgeno presente na Peri-implantite. A cepa
de A.a ATCC 29523 foi cedida e encontrava-se no Laboratorio de Estudos Bésicos em

Odontologia, Setor de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Parana.

A espécie bacteriana A.a foi cultivada durante sete dias em placa de Agar Sangue TSE
5% em aerobiose a 37°C.> Em seguida foi transferida para tubos de falcon contendo meio de
cultura liquido BHI Broth (Brain Heart Infusion Agar, Acumedia, Neogen Corporation,
Michigan, EUA) e mantido por 24 horas.
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Figura 2-Colonias bacterianas em meio de cultura liquido BHI Broth depositados em tubos de ensaio.

3.2.2 Contamina¢ao das amostras

A partir do meio ja preparado contendo coldonias bacterianas, foi verificada a
concentracdo celular por densidade oOptica no Espectrofotometro (V5100, Metash, Shangai
Instruments) a 600 nm e a concentragio ajustada para 10 (0,09 e 0,11) células por ml e depois
ajustada pelo tamanho 29,4 ul/ml de meio para ter uma concentracdo de 107 células para serem
adicionadas ao inoculo que foi utilizado para a formagao dos biofilmes. Como blank (controle

negativo) foi utilizado o meio de cultura caldo BHI Broth livre de colonias bacterianas.

Com a concentragdo devidamente determinada, os discos foram fixados em anteparos
plasticos previamente esterilizados e fixados na tampa de uma placa de 24 pogos (NUNC-TM)
(Thermo Scientific. Roskilde, Denmark) com auxilio de pinca anatomica e de adesivo
instantaneo, sendo separados de acordo com seu tratamento de descontamina¢do. Em seguida
colocados em contato com a suspensao bacteriana no interior de cada pogo, com volume total

de 1,9 ml por pogo.

As placas de 24 pogos contendo a suspensdo bacteriana e os corpos de prova
permaneceram incubadas em caixa de microaerofilia durante 7 dias para que fossem realizadas

as descontaminagdes.
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Figura 3-Tampa da placa de 24 pocos contendo os discos fixados com cola instantanea, separados por método de
descontaminacgdo, sendo seis discos por grupo.

Figura 4-Placa de 24 pogos contendo os corpos de prova mergulhados em 1,9 ml por pogo de suspensao
bacteriana.

3.3 Descontaminacao das amostras

Os discos, apés a contaminagdo, foram divididos de acordo com seu método de

descontaminagao:
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GRUPO A - SOLUCAO-TAMPAO PBS 1x (N=6)

GRUPO B - EDTA GEL 24% (N=6)
DISCOS Ti (n=24)

GRUPO C - EDTA GEL 24% + CURETA (N=6)

GRUPO D - EDTA GEL 24% + ULTRASSOM (N=6)

Antes de iniciar-se e ao fim do processo de descontaminac¢do, todos os discos foram
mergulhados em solugdo-tampao PBS 1x, sendo que, 6 amostras passaram somente por esta

etapa, atuando como um grupo controle.

Primeiramente, foi realizada a descontaminac¢do quimica com solugdo em gel de EDTA

24% (N=6).

A solugdo em gel de EDTA 24% (Biodindmica®) foi depositada em 18 pocos de uma
nova placa de 24 pogos com uma quantidade de aproximadamente 2 ml em cada pogo. Os
discos, previamente identificados, foram entio mergulhados na solugdo durante 2 minutos.>¢
Apo6s a aplicagdo do antimicrobiano local EDTA gel 24%, as curetas e o dispositivo de
ultrassom foram aplicados em um angulo de aproximadamente 30° para simular a abordagem

intraoral >’

Em relagdo a quantidade e o tempo de instrumentagao, ap6s uma ampla pesquisa na
literatura e usando como base outros estudos realizados’’ , as curetas foram manuseadas nos
discos 20 vezes, em cada face, em um tempo de aproximadamente 3 minutos. Foram utilizadas

6 curetas de Gracey de aco inoxidavel (Hu-Friedy, Chicago, Illinois, USA).

O aparelho de ultrassom foi operado em poténcia alta com o tempo de no maximo 120
segundos, manuseados 20 vezes em cada face com irrigacdo de dgua destilada de forma
continua.’® O aparelho e a ponta tipo Periosub utilizados foram do modelo Profi Neo - Dabi
Atlante (ALLIAGE S/A INDUSTRIAS MEDICO ODONTOLOGICA, Ribeirao Preto), com
poténcia de 36W.

Todas as etapas foram feitas pelo mesmo operador calibrado e com treinamento prévio.
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Figura 5-Processo de descontaminag@o utilizando cureta ¢ aparelho de ultrassom, respectivamente.

Em continuidade ao segundo mergulho na solugdo PBS 1x, os discos foram dispensados
individualmente em pocgos de novas placas contendo 2 ml/pogo de meio de cultura caldo BHI
Broth + 5% Tween 20 [ALPHA713 (Alphatec, Rio de Janeiro, Brasil)]. Esta placa de 24 pogos
contendo os discos passaram por um processo de sonicagem durante 20 segundos para coletar
as Unidades Formadoras de Coldonia (UFC) resistentes a descontaminacdo da superficie dos

corpos de prova.

Apos a sonicagem, foi coletado 200 pl de suspensdo de cada pogo contendo meio de
cultura caldo BHI Broth + 5% Tween 20 e feitas duas dilui¢des seriadas em placas de 96 pocos,

nas concentragdes de 107! e 1072
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Figura 6- Placa de 96 pocos contendo as diluicdes seriadas nas concentragdes 10°' e 102

A partir das dilui¢des, foram coletados 20 pl de cada dilui¢do e, entdo, semeados o
conteido em placas de agar BHI + sangue de carneiro 5% + hemina 1% previamente

identificadas.

Figura 7-Placas de agar BHI + sangue de carneiro 5% + hemina 1% onde foram semeados 20 pl de cada
diluigdo, divididas ao meio por concentragio de 107! e 102

As placas de agar foram mantidas em caixas de microaerofilia (com 5% de CO2) a 37°C
por 4 dias, antes da contagem de UFC. Através de analise visual das placas de agar apds o
periodo de incubagdo, foi realizada uma analise quantitativa das UFC. Todas as analises foram
realizadas por um mesmo examinador treinado e de forma duplicada, obtendo assim médias das

Unidades encontradas em cada diluigao.
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Figura 8- Aspecto macroscopico de placa com Agar BHI contendo Unidades Formadoras de Colonia (UFC).

3.4 Andlises fisico-quimicas

Para analise da morfologia foi usado um microscopio Tescan Vega3 LMU (Tescan,
Brno, Czech Republic). A constituicdo elementar das amostras foi avaliada por energia
dispersiva de raios X (EDX, Oxford Instruments, Abingdon). Essas analises foram realizadas

no Centro de Microscopia Eletronica (CME) da Universidade Federal do Parand (UFPR).

As amostras foram submetidas ao processo de descontamina¢do e na sequéncia foram
levadas para analise de MEV. Nao foi realizado nenhum tipo de preparacdo de amostra para

realizagdo das imagens de microscopia e as obtenc¢des de espectros de EDS.

Foram selecionados 2 discos de cada grupo apods os métodos de descontaminacgao, para
ser feita a comparacao das superficies. Como pardmetro de comparacao, foram feitas analises

em um disco virgem estéril, sem nenhum tipo de contaminagao e tratamento.

Para serem analisados valores em relacdo a profundidade de desgaste gerada pelos
materiais, foram geradas 3 imagens com diferentes angulagdes (-5°, 0° e 5°) dos discos e entdo
formada uma imagem com formato 3D no método Alicona. A partir dessa imagem gerada,
foram tracadas linhas para avaliar numericamente e morfologicamente possiveis alteracdes nas

superficies.
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Para serem obtidas as imagens e os pontos de escolha para as andlises, inicialmente
realizou-se uma varredura por toda a superficie do disco e selecionadas as areas com maiores

alteracdes, regides onde pode se notar visualmente um maior desgaste na superficie.

A magnificagdo das imagens realizada nas amostras foi de 1kx. A energia aplicada para

o EDS foi de 15.0 kV.

3.5 Analise estatistica e comparacdes

Para realizar a analise estatistica, foi utilizado como auxilio o Programa GraphPad Prism
(versao Prism 8 for Mac OS X, San Diego), adotando-se em todos os testes o nivel de
significancia de 5% (0=0,05) e também teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de comparacao

multipla de Dunn.*

4 RESULTADOS

4.1 Descontaminacao das amotras

Os resultados obtidos dos parametros de interesse (unidades formadoras de coldnias
resistentes de acordo com a metodologia de descontaminagdo) foram demonstrados em um
grafico (Figura 9) no qual as diferengas estatisticamente significantes foram assinaladas e

descritos (Tabela 1) através dos valores de média + desvio-padrao.

TABELA 1 — Valores de média e desvio-padrdo para UFCs (Unidades formadoras de colonias)(x1072)
encontrados nas superficies dos discos apds a descontaminacdo.Letras diferentes apontam diferencgas estatisticas.
Analise estatistica gerada com base nos espectros de EDS, considerando o teste de Kruskal-Wallis com pds-teste

de comparag@o multipla de Dunn (P<0,05).

GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPOD
PBS ‘ EDTA EDTA+CURETA EDTA+ULTRASSOM
96,0 = 60,18 ‘ 54,3 +458" 21,8 £ 16,748 5,1+6,74
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Figura 9-Valores da média e desvio-padrdo para UFCs (Unidades formadoras de col6nias) (x107%) encontrados
nas superficies dos discos apos a descontaminacao. Teste de Kruskal-Wallis, Dunn (P<0,05)

Analisando-se individualmente cada grupo em relagdo a eficiéncia da descontaminagao,
pode-se notar que o grupo onde os discos foram descontaminados somente de forma quimica
(EDTA gel 24%) ndo apresentou diferencas em relagdo ao grupo controle, onde se utilizou
somente PBS 1x, sendo considerado um método ineficaz para o tratamento.

O grupo de associacdo método quimico e mecanico, onde foi utilizada a cureta
posteriormente ao EDTA, apresentou resultados mais satisfatérios analisando-se a quantidade
de colonias bacterianas remanescentes em comparacao ao grupo PBS e somente EDTA, porém
estatisticamente essas diferengas ndo foram significantes. Em relagdo ao grupo onde também
utilizou-se associa¢do de métodos, EDTA+Ultrassom, ndo houve diferengas estatisticamente
significantes quanto a eficiéncia descontaminatdria (p>0,05).

Foi observado que, entre os métodos de descontaminagao, o mais eficaz em relacao aos
outros grupos foi o grupo onde utilizou-se EDTA Gel 24% + Aparelho de ultrassom. Os discos

descontaminados com esse grupo tiveram um numero menor de colonias bacterianas
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remanescentes, como mostrado no grafico (Figura 9). Porém, estatisticamente, houve
diferencas somente em relagdao ao grupo PBS (p=0,0011) e ao grupo EDTA (p= 0,0422).

Os valores estatisticos do desvio-padrdo foram altos pois pode-se notar grandes
diferengas entre o remanescente bacteriano nos discos dentro do mesmo grupo de

descontaminacao.

42 MEV
Pode-se analisar segundo as imagens (Figura 10) que, morfologicamente, a superficie

com mais alteracdes foi a que se utilizou o método EDTA+Ultrassom, porém a superficie

descontaminada com EDTA+Cureta também apresentou alteragdes, porém menos expressivas.
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SEM HV: 15.0 kV WD: 15.06 mm VEGA3 TESCAI

SEM HV: 15.0 kV WD: 15.11 mm VEGA3 TESCAI SEM MAG: 1.00 kx Det: BSE 50 ym
SEM MAG: 1.00 kx Det: BSE View fleld: 277 ym _ Date(micly): 03/13/23 CME-UFPR

SEM HV: 15.0 KV WD: 14.96 mm L | VEGA3 TESCANN  SEM HV: 15.0 kV WD: 15.45 mm i VEGA3 TESCAI
SEM MAG: 1.00 kx Det: BSE 50 um SEM MAG: 1.00 kx Det: BSE 50 pm

View fleld: 277 ym _ Date{m/d/y): 03/13/23 CME-UFPR View fleld: 277 pm _ Date(midly): 03/13/23 CME-UFPR

Figura 10-Microscopia eletronica de varredura; Magnificacdo 1kx.
(A)Controle;(B)EDTA;(C)EDTA+Cureta;(D)EDTA+Ultrassom;(E)Superficie controle.
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43 EDS

A quimica de superficie foi estudada através de espectroscopia de dispersao de energia.
A figura 11 apresenta o espectro de um ponto de cada amostra. Os valores de média e desvio-

padrao de cada grupo sao demonstrados nos graficos.

Figura 11- Espectros de EDS de um ponto das amostras.
(A)Controle;(B)EDTA;(C)EDTA+Cureta;(D)EDTA+Ultrassom;(E)Superficie controle.

Com relacdo aos elementos quimicos observados foi detectada a presenca de Titanio,
Oxigénio, Carbono, Fluor, Ferro, Sodio, Fosforo, Cloro, Silica e Célcio. Nao houve diferengas
estatisticamente significantes entre as amostras.

Para o elemento Titanio foi observado que ele foi predominante em todas as amostras.

Os resultados mostraram que a porcentagem de presenca de Ti nos grupos foi semelhante.
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Figura 12- Percentual da presenga do elemento Ti de acordo com os agentes descontaminantes empregados.
Analise estatistica gerada com base nos espectros de EDS, considerando o teste de Kruskal-Wallis com pos-teste
de comparagao multipla de Dunn.

Para o elemento Fluor e Oxigénio nao foram notadas diferengas entre as amostras.
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Figura 13-Percentual da presen¢a do elemento O ¢ F de acordo com os agentes descontaminantes empregados.
Analise estatistica gerada com base nos espectros de EDS, considerando o teste de Kruskal-Wallis com pos-teste
de comparagdo multipla de Dunn.
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Para o elemento Ferro e Cromo, notou-se uma maior quantidade no grupo onde utilizou-

se EDTA 24%+Cureta.
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Figura 14-Percentual da presenca do elemento Fe e Cr de acordo com os agentes descontaminantes empregados.
Analise estatistica gerada com base nos espectros de EDS, considerando o teste de Kruskal-Wallis com pos-teste
de comparag@o multipla de Dunn.

Para o elemento Carbono foi observado uma maior quantidade relacionada ao método
de descontaminagdo menos eficaz, ou seja, quanto maior o residuo bacteriano, maior a

quantidade de Carbono presente.
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Figura 15-Percentual da presenca do elemento C de acordo com os agentes descontaminantes empregados.
Analise estatistica gerada com base nos espectros de EDS, considerando o teste de Kruskal-Wallis com pos-teste
de comparag@o multipla de Dunn.
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Os elementos Sodio, Fosforo, Silica e Calcio, apesar de presentes, ndo tiveram variagdes

consideraveis entre os grupos.

4.4  Alteragdes nas profundidades dos discos

Analisando individualmente as superficies dos discos em relagdo a profundidade dos
desgastes gerados pelos métodos de descontaminacdo, pode-se notar que mesmo tendo um
maior grau de alteragdo, com o uso de ultrassom, por exemplo, esses desgastes nao sao

significativos. A figura 16 mostra morfologicamente as alteracdes das superficies.
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Figura 16-Imagens em trés dimensdes das superficies utilizadas no estudo em 1kx.
(A)Controle;(B)EDTA;(C)EDTA+Cureta;(D)EDTA+Ultrassom;(E)Superficie controle.
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Figura 17-Espectros demonstrando valores de profundidade gerados pelos desgastes dos materiais utilizados.
(A)Controle;(B)EDTA;(C)EDTA+Cureta;(D)EDTA+Ultrassom;(E)Superficie controle.
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Analisando numericamente as profundidades dos desgastes, segundo as variagdes
apresentadas na figura 17, pode-se notar que a superficie onde foi utilizado o EDTA+Ultrassom
apresentou um desgaste com valor de aproximadamente -3 um, sendo o maior valor de

profundidade em relagdo as outras superficies.

O grupo controle e o grupo onde foi utilizado somente o EDTA, comparando-se com o

disco virgem nao apresentaram alteracdes de profundidade na superficie.

A utilizagdo do EDTA+Cureta gerou riscos na superficie, porém numericamente,

demonstrou um valor de aproximadamente -0,5 um de desgaste.

5 DISCUSSAO

A Peri-implantite representa uma das principais causas de perda de implantes
osseointegrados, sendo um dos maiores desafios para o cirurgido-dentista. Apesar de estudos
abordarem diversas técnicas e opgdes de tratamento para essa complicacdo, ainda ndo existe o
padrio ouro quando abordamos terapias para peri-implantite.®* O objetivo do uso de agentes
quimicos ¢ a total descontaminacdo da superficie de Ti, no entanto essa situagdo nio ¢
observada na literatura. Pois além de eliminar a presenga bacteriana e suas toxinas, o agente
quimico ideal deve ser passivel de sua completa remocgao, sendo necessario em alguns casos a
utilizacdo de métodos mecanicos, devolvendo a superficie suas caracteristicas de

biocompatibilidade fundamentais para a reosseointegragio.®!

Mesmo encontrando-se diversas dificuldades e limitagdes para se realizar um tratamento
eficaz, como o acesso a regido contaminada, o tipo e tamanho do defeito 6sseo encontrado e a
morfologia do implante, ¢ fundamental que ocorra uma descontamina¢do adequada dos
implantes para que se tenha um bom prognostico da doenga. O tratamento ideal consiste em
remover o maximo de agentes infecciosos presentes, sem que altere as propriedades da
superficie afetada, para que com isso se chegue ao processo de reosseointegragdo e regeneracao
tecidual e o implante permanega em funcao durante toda a vida. Apesar da importancia do

assunto, os estudos ainda sdo limitados e inconclusivos sobre um método ideal.

O objetivo principal deste estudo foi comparar os efeitos da descontaminagao de discos
de titanio utilizando métodos quimicos e mecanicos, sendo eles EDTA em gel 24%, curetas em
aco inoxidavel e ponta de ultrassom em ago inoxidavel. Foi determinado que, baseado em
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analises quantitativas de UFC, a combinagao EDTA + Ultrassom foi a mais efetiva em relagao
a capacidade de descontaminagio, tendo como aplicacio o gel durante 2 minutos®? e o aparelho

de ultrassom durante o tempo proposto.

O método mecanico associado ao método quimico, neste estudo, utilizando-se discos de
titdnio, apresentou melhores resultados em comparagdo ao método quimico isolado, porém
diversos fatores precisam ser levados em consideracdo como estrutura do defeito, quanto a
morfologia do implante, como a largura, profundidade e angulacdo do defeito, e a forma,
profundidade e distancia entre as roscas do implante.®® O aparelho de ultrassom demonstrou ser
eficiente em relacdo a descontaminagdo bacteriana, assim como trouxe outro estudo, realizado
em 2018, onde foi demonstrado que a aplicacdo do raspador de metal ultrassonico resultou na
reducio da rugosidade da superficie com remocio eficiente de bactérias.®* Precisa ser levada
em consideragdo a presenga de irrigacao, do jato de 4gua destilada liberado no funcionamento
do aparelho ultrassonico, técnica clinica utilizada pela maioria dos profissionais, que pode atuar
como um complemento da agdo mecanica, contribuindo para os resultados positivos da
descontaminagdo. Nesse estudo ndo foram feitas andlises utilizando somente métodos

mecanicos, tornando-se uma limitacao para avaliar a eficadcia do mesmo.

Do ponto de vista clinico, o uso de pontas de ago em superficies de implantes tem sido
desaconselhado, tanto como lisa, quanto rugosa as superficies sdo alteradas apos o seu uso,
porém um estudo recente sobre superficies de implantes instrumentadas com pontas de ago
mostrou que ndo houve aumento na rugosidade de superficies rugosas, nem crescimento

bacteriano aumentado em superficies alteradas.®®

Em relagdo as altera¢des causadas na superficie dos discos, foi avaliado que o ultrassom
gera desgastes mais significativos comparado a outros métodos de descontaminagdo e isso €
abordado na literatura, outros estudos in vitro mostram que a ponta ultrassonica de metal produz
um maior grau de alteragdo no discos de titanio, resultando em uma superficie mais lisa em

comparagio com 0s outros grupos.®

Estudos in vitro avaliaram os efeitos de diferentes instrumentos, incluindo curetas de
titanio, curetas de aco inoxidavel curetas de plastico, copos de borracha com pasta, ultrassom e
polimento de ar com p6 de limpeza nas superficies de titdnio. Foi demonstrado que enquanto o
ultrassom com pontas universais e a cureta Gracey deixaram vestigios, a cureta de titdnio e o

ultrassom com pontas suaves nao deixaram vestigios aparentes. Esses tracos podem interferir
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na cicatrizagdo da ferida 6ssea.? pois a superficie apresenta uma camada de 6xido fina , duravel
e auto-reparavel que desempenha um papel importante na osseointegracdo do implante,
mediando intera¢des célula-superficie, como adsor¢do de proteinas, adesdao e diferenciacao

celular e, eventualmente, formacdo 6ssea e remodelacio.®’

Entretanto, um estudo piloto realizado na Universidade Federal do Parana (em processo
de submissao) avaliou, quimica e fisicamente, alteracdes nas superficies de 15 discos de titanio
que sofreram descontaminagdes mecanicas com o uso de cureta convencional de aco
inoxidavel, cureta de titanio, ultrassom e laser de diodo. Os resultados mostraram que os discos
descontaminados com ultrassom foram os mais alterados, apresentando maiores deformagdes e
modificacdes em relagdo a composicdo quimica. Porém, o mesmo estudo mostrou que,
comparando-se os dois tipos de curetas utilizadas, ndo houveram diferencas tanto morfoldgicas
quanto quimicas que se justifique a utilizagdo de uma em especifico. Por este motivo, no
presente estudo utilizou-se apenas cureta de ago inoxidavel, pois a cureta de titanio traria

resultados similares.

Entre os métodos avaliados neste estudo, o EDTA, isoladamente, teve o pior
desempenho em relagdo a descontaminagdo. Essa falta de eficacia estd de acordo com os

achados de outros estudos®®®’

contra-indicando o uso de EDTA como agente Unico de
descontaminagdo para peri-implantite ou mucosite peri-implantar. Wohlfahrt et al. desbridaram
32 defeitos de peri-implantite com curetas de Ti, limparam com EDTA 24% por 2 minutos e
enxaguaram com solu¢do salina e descobriram que o EDTA reduziu a profundidade de
sondagem em 2,6 mm. Além disso, Kotsakis et al. trataram as superficies dos implantes com
CA 20%, CHX 0,12%, EDTA 24%, cloridrato de sodio 1,5% ou solugdo salina estéril
(controle). Seus resultados demonstraram que as contagens bacterianas foram
significativamente reduzidas apo6s a descontaminacdo e uso dos agentes quimioterdpicos. No

entanto, o residuo do agente EDTA causou alguns efeitos citotoxicos em compara¢do com o

controle. Assim, 0o EDTA deve ser usado com cautela no tratamento da peri-implantite.”

Neste estudo, um biofilme monoespécie de A. actinomycetemcomitans foi utilizado
como desafio bacteriano para avaliar os tratamentos de descontaminag¢do de superficies de
titanio. As bactérias foram cultivadas em discos de titdnio por um periodo de 7 dias, tempo
semelhante a formacdo do biofilme na cavidade oral.>> Resultados de estudos in vitro com

biofilmes monoespécies podem ser usados para entender biofilmes mais complexos em
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interagdes in vivo’!. Regides de peri-implantite foram associados a niveis mais altos de

Actinomyces do que regides peri-implantares saudaveis.”

Foram utilizados nesse estudo, discos com superficie em nanotopografia. Atualmente a
nanomodifica¢do esta direcionada para a criagdo de uma superficie que facilite a fixacdo de
células osteogénicas, ao invés de bactérias, que sdo repelidas. Estruturas semelhantes a
espiculas sdo um exemplo de superficie biomodificada.” Se as bactérias aderirem a superficie,
esses picos penetram na c€lula e causam a ruptura de sua membrana celular, resultando em sua
morte. Uma preocupacao com esse conceito € que as células presas nessas espiculas podem
permitir que outras bactérias possam se aderir. Assim, varios métodos de aplicacdo de
medicamentos antibacterianos foram defendidos, para manter uma camada livre de bactérias na

superficie nanomodificada.”

A reagdo das células e tecidos aos biomateriais depende das propriedades do material,
topografia de superficie, composi¢do elementar e seu comportamento em contato com corpos
fluidos”. Foi demonstrado que células osteoblasticas aderem mais facilmente a superficies
asperas enquanto as células epiteliais e fibroblastos preferem superficies lisas e finamente

texturizadas.”®”’

Observou-se que a microestrutura da superficie pode influenciar o crescimento e a
fixagdo epitelial de fibroblastos. Portanto, alteragdes na topografia da superficie podem ter uma
influéncia seletiva na fixag¢ao de células epiteliais e fibroblastos, impactando na manutenc¢ao ou

restabelecimento da vedagdo do tecido mole ao redor dos implantes depois do tratamento.”®7%-80

Do ponto de vista clinico, considerando as limitacdes do método in vitro e sabendo que
os estudos revelaram que a terapia nao cirurgica isoladamente tem eficacia limitada no manejo
da maioria dos casos de peri-implantite®!, os presentes resultados ajudam a explicar possiveis
causas de falhas e a dificuldade no tratamento. Deixa-se claro que as superficies dos implantes
sao mais dificeis de limpar do que as amostras de discos usadas nesta pesquisa. Neste estudo, a
acessibilidade ideal para a superficie da amostra foi assegurada. Em situacdo clinica, defeitos,
morfologia ou proteses adversas dificultam o acesso a regido de interesse. Além disso, os discos

ndo possuiam roscas ou outras estruturas que impedicem o procedimento de limpeza.

A descontaminac¢do ideal envolve desorganizar o biofilme formado e manter as
caracteristicas da superficie do implante,®? uma vez que, o potencial de

osseointegracao/reosseointegracao ¢ diretamente influenciado pela rugosidade e quimica da
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superficie. O que ressalta a importancia de serem mantidas as caracteristicas das superficies
apos o processo de descontaminagdo.®® Para isso, faz-se necessarios mais estudos a fim de se

observar a interferéncia dessas alteragdes no processo de reosseointegragao dos implantes.

6 CONCLUSAO

Dentre os limites metodologicos deste estudo, pode-se concluir que a descontaminagao
utilizando métodos mecanicos em associag¢do ao método quimico demonstrou ter maior eficacia
em relagdo ao uso de somente de um método quimico, neste caso o EDTA gel 24%. A
associacdo entre aparelho de ultrassom e EDTA apresentou melhores resultados em relagdo a
capacidade descontaminante, porém, morfologicamente gerou maiores alteragdes na superficie

de titanio.
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