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Laser de Diodo na inativacdo de lipopolissacarideos (LPS)
produzidos por Porphyromonas gingivalis aderidos a
superficie de implantes dentarios de titanio. Estudo piloto
in vitro.

Willian Caetano Rodrigues

RESUMO

Grande parte das falhas no processo de osseointegracdo de implantes dentarios
estd relacionada a manifestacdo de periimplantite, processo inflamatério de origem
multifatorial associado a presenca de bactérias patogénicas gram-negativas e anaerobias,
tais como Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia. Os lipopolissacarideos
(LPS) produzidos por essas bactérias se aderem fortemente a superficie de titanio dos
implantes e contribuem para a manutencdo do processo inflamatério mesmo apds a
morte das mesmas. A irradiacdo laser é uma alternativa promissora para tratamento da
periimplantite a medida que apresenta potencial bactericida e para inativagdo de LPS.
No presente estudo objetivou-se avaliar a seguridade térmica e a possibilidade de danos
morfoldgicos a superficie do implante quando da utilizacdo do sistema laser de diodo
(GaAlAs), em regime de alta poténcia, para a inativacao in vitro de LPS. Na primeira
fase experimental, 3 discos de titanio constituiram o grupo controle (ndo irradiados) e
outros 30 foram aleatoriamente distribuidos em seis grupos (n=5) para irradiacdo com
laser de diodo (A = 830+5nm), , no modo continuo, durante 10 segundos cada.
Conforme esperado, tanto os maiores valores de densidade de poténcia quanto maiores
tempos de irradiagdo com uma mesma poténcia produziram maiores incrementos de
temperatura medidos termografia no infravermelho. As temperaturas superficiais dos
discos suplantaram o limiar critico em alguns pontos, mas o resfriamento das amostras
ocorreu, no maximo, em 22 segundos. A analise por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) néo evidenciou alteragdes estruturais nas superficies dos discos. Na
segunda fase do experimento, o Teste de Limulus demonstrou relativa reducdo nas
concentragfes de LPS. Concluiu-se entdo que existe seguridade térmica e morfologica

na utilizacdo do laser de diodo com os parametros usados nesse estudo (1W, 2W e 3W,
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tanto com a fibra em contato quanto no modo ndo contato) e possivel eficacia na
inativacdo de LPS, mas estudos posteriores com uma amostragem maior devem ser

realizados para essa confirmacéo.



ABSTRACT

Most of the flaws in the process of osseointegration of dental implants is related
to the manifestation of periimplantitis, an inflammatory process of multifactorial origin
associated with the presence of pathogenic bacteria and anaerobic gram-negative
bacteria such as Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia.
Lipopolysaccharides (LPS) produced by these bacteria adhere strongly to the surface of
titanium implants and contribute to maintaining the inflammatory process even after the
death of them. The laser irradiation is a promising alternative for the treatment of
periimplantitis as it has bactericidal effect and have the potential to inactivate LPS. The
present study aimed to evaluate the security and the possibility of thermal damage to the
implant surface morphology when the system is used diode laser (GaAlAs), under high
power, for in vitro inactivation of LPS. In the first experiment, three titanium disks were
used as controls (not irradiated) and another 30 were randomly divided into six groups
(n = 5) for irradiation with diode laser (A = 830 £ 5 nm) in continuous mode, for 10
seconds each. As expected, both the highest values of power density and longer periods
of irradiation with the same power produced greater increases in temperature measured
in the infrared thermography. The surface temperatures of the disks surpassed the
critical threshold at some points, but the cooling of the samples occurred at most, 22
seconds. Analysis by scanning electron microscopy (SEM) revealed no structural
changes on the surfaces of the disks. In the second stage of the experiment, the Limulus
Test showed relatively reduced concentrations of LPS. It was concluded then that there
is thermal and morphological security in the use of diode laser with the parameters used
in this study (1W, 2W and 3W, both with the fiber in contact mode and noncontact) and
possible efficacy in inactivating LPS, but further studies with a larger sample should be

performed for confirmation.
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1. INTRODUCAO

O advento da osseointegracdo de um material sintético para substituicdo de
dentes perdidos constitui um dos mais importantes avancos do século XX. Diversos
estudos garantem previsibilidade cientifica e suportam a utilizagdo dos implantes
dentérios de titdnio como uma excelente alternativa para a reabilitacdo de pacientes com
edentulismo total ou parcial. Em fungéo disso, sobretudo nos ultimos 20 anos, houve
um crescimento exponencial na utilizacdo de proteses sobre implantes ao redor do

mundo®.

Apesar da vasta casuistica e experimentacdo clinica, ainda ha inimeros relatos
na literatura acerca de falhas no processo de osseointegracdo dos implantes, usualmente
atribuidas a sobrecarga oclusal decorrente de mau planejamento e execugdo dos
tratamentos ou ao desenvolvimento de periimplantite’. A primeira é facilmente
solucionada através ajustes oclusais ou técnicas mais apuradas na execucao das
cirurgias e reabilitacBes protéticas; a periimplantite, porém, requer uma abordagem mais
complexa, devido sua etiologia analoga aquela da periodontite, doenca infecciosa
multifatorial, caracterizada por inflamacdo e destruicdo dos tecidos de suporte dos
dentes, tais como a gengiva, 0 cemento, o ligamento periodontal e o 0sso alveolar >.

Dessa forma, pode-se definir a periimplantite como um processo inflamatorio
que afeta os tecidos moles e duros ao redor de implantes funcionais e osteointegrados e
acarreta a perda de suporte 6sseo’. O mesmo intensifica-se apés a colonizacdo da
superficie dos implantes dentarios e tecidos circunvizinhos por bactérias patogénicas
gram-negativas e anaerobias tais como Porphyromonas gingivalis e Prevotella
intermedia, & semelhanca do que acontece na superficie radicular®. Algumas
endotoxinas liberadas por essas bactérias, como por exemplo, os lipopolissacarideos

(LPS), séo capazes de se aderir fortemente a superficie de titanio dos implantes e

13



contribuir para a manutencao do processo inflamatério que leva a destruicéo de tecidos
moles e duros, como um estimulo cronico, através da ativacdo de macrdfagos, do
estimulo a formacdo de osteoclastos e do impedimento para a atividade e diferenciacéo
dos osteoblastos no osso alveolar”.

No ambito da Implantodontia atual os maiores esforgos séo direcionados para
intensificar a velocidade e a qualidade da osseointegracdo o que € conseguido
aumentando-se a capacidade hidrofilica e a superficie de contato entre o implante e a
fibrina do coagulo®. Ha diversos tipos de tratamentos aplicados as superficies dos
implantes dentarios com essa finalidade. As principais técnicas incluem alteraces
quimicas como a incorporacao de particulas inorganicas (spray de plasma de titanio ou
hidroxiapatita, por exemplo) & camada de 6xido de titanio e fisicas, pelo aumento da
porosidade da superficie através de ataques &cidos ou jateamentos. Processos de
anodizaco eletroquimica podem combinar as duas técnicas'®. Entretanto, esse aumento
da rugosidade de superficie parece favorecer a deposi¢cdo de camadas organizadas de
placa bacteriana (biofilme) e, consequentemente, intensificar o processo inflamatorio
levando a uma maior destruicdo 6ssea .

Um tratamento eficiente para a periimplantite seria aquele que incluisse nédo
apenas uma reducdo da carga bacteriana, mas que também buscasse a eliminacdo ou
inativacdo das endotoxinas produzidas por esses patdgenos. Apenas o0 desbridamento
mecanico associado ao uso de antissépticos ou antibidticos parece ndo ser satisfatério
para isso; ao contrario, a liberacdo extra de LPS ap6s a morte das bactérias pode até
incrementar a reacdo inflamatéria e piorar o prognéstico da osteointegrac&o™.

N&o obstante a atividade antimicrobiana de diversos sistemas laser ser
cientificamente comprovada, a utilizagdo dos mesmos com a finalidade de tratamento e

controle da periimplantite ainda gera controversias entre os clinicos e pesquisadores. O

14



desafio cientifico é o estabelecimento de pardmetros fisicos do sistema laser como
poténcia, comprimento de onda, intensidade, energia e dose de energia que sejam
capazes de provocar reducdo bacteriana e neutralizacdo da atividade de LPS sem,
contudo, promover danos térmicos aos tecidos bioldgicos circunjacentes ou alteracdes
permanentes a superficie metélica dos implantes prejudicando assim a reinsercdo dos
tecidos 0sseo e epitelial. Uma realidade nesse sentido € o sistema laser de (Nd:YAG)
operando com 1064pm de comprimento de onda 2. Alguns trabalhos indicam relativo
sucesso com lasers de Erbio (Er:YAG) e Didéxido de Carbono (CO,), respectivamente
no destacamento moléculas de LPS das superficies radiculares™ e na fragmentagéo in
vitro'* das mesmas. Os aparelhos que operam através de sistemas diodo (GaAlAs) tém
se mostrado eficazes na descontaminacdo bacteriana de implantes dentarios
osteointegrados >*® . Mas ndo ha registros na literatura cientifica sobre a eficacia do
laser de diodo (GaAlAs), em regime de alta poténcia, para a inativacdo de
lipopolissacarideos (LPS).

Esses equipamentos sd0 menos onerosos, portateis, de manutencdo mais simples
do que aqueles citados anteriormente e tém encontrado uma grande aceitagdo no
mercado mundial. No Brasil é cada vez maior o nimero de profissionais da area da
salde que investe em tecnologia e o uso dos lasers de diodo em consultorios
odontoldgicos ja esta bastante disseminado em nosso pais. Esses sdo fatores que nos
motivaram a empreender esse estudo com o intuito de contribuir em relagdo ao
estabelecimento de parametros fisicos termo-morfologicamente seguros para a

utilizacdo desse laser com o propdésito de neutralizacdo de LPS.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

O objetivo do estudo € avaliar a eficacia do sistema laser de diodo (GaAlAs), em
regime de alta poténcia, para a inativagdo de endotoxinas (lipopolissacarideos)
produzidas por bactérias gram-negativas anaerdbias envolvidas na etiologia da

periimplantite.

2.2. Especificos:

| (Seguridade térmica): mensurar as variacdes de temperatura nas superficies dos
discos de titanio durnate o processo de irradiacdo com laser de diodo (GaAlAs) de alta
poténcia;

Il (Morfologia): avaliar, por meio de microscopia eletrénica de varredura, se ocorre
alteracOes estruturais nas superficies de discos de titanio ap6s a irradiacdo com laser de

diodo (GaAlAs);

Parte 111 (Inativacdo de LPS): avaliar, dentre os pardmetros fisicos que se mostraram
termo-morfologicamente seguros na utilizagdo dos lasers de diodo (GaAlAs), quais sdo
eficientes na inativacdo in vitro de lipopolissacarideos (LPS) produzidos por

Porphyromonas gingivalis.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. TECIDOS PERIODONTAIS E PERIIMPLANTARES

O enorme indice de sucesso clinico obtido nas utimas duas décadas contribuiu para
0 desenvolvimento da Implantodontia como especialidade e estd intimamente
relacionado aos avan¢os no conhecimento sobre os eventos biologicos envolvidos no
processo de osseointegracdo e manutencdo da sadde dos tecidos peri-implantares®. Um
dos aspectos importantes € o conhecimento da anatomia, histologia e fisiologia dos

tecidos peri-implantares os quais apresentam similaridades com os tecidos periodontais.

A mucosa da cavidade oral pode ser classificada em trés tipos: (1) mucosa
mastigatdria, constituida por gengiva e palato duro, revestida por epitélio pavimentoso
estratificado bastante ceratinizado e interdigitada por tecido conjuntivo fibroso denso
rico em fibras colagenas (lamina prépria); (2) alveolar ou de revestimento e (3) mucosa
especializada, constituinte do dorso da lingua, onde encontramos as papilas gustativas™.
A mucosa alveolar, de coloracdo vermelha mais escura, localizada nas adjacéncias da
juncdo mucogengival, é revestida por epitélio pavimentoso estratificado nao-
ceratinizado e sustentada por tecido conjuntivo frouxo, rico em fibras elasticas,
apresentando assim maior mobilidade quando comparada & mucosa mastigatéria'®. A
gengiva inserida é o tecido que recobre o processo alveolar e circunda a cervical dos
dentes, apresentando cor rosa mais clara e mobilidade minima por estar firmemente
aderida ao peridsteo do osso alveolar e ao cemento radicular, respectivamente, pela
lamina propria e pelas Fibras de Sharpey'®?. A gengiva marginal livre compreende
todas as estruturas teciduais localizadas coronariamente a uma linha horizontal que

passa ao nivel da juncdo amelocementaria, a saber: epitélio oral; epitélio do sulco
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(voltado para a superficie do dente sem adesdo ao mesmo); epitélio juncional (participa
da ades&o dos tecidos moles a estrutura dentéria) e a transi¢do entre o tecido epitelial e o
conjuntivo, onde temos as Fibras de Sharpey. Nos dentes naturais as fibras de tecido
conjuntivo se dispdem perpendicularmente ou obliquamente e estdo inseridas no
cemento radicular (FIGURA 1). J& no caso dos implantes ndo ha insercdo e essas fibras
estdo dispostas paralelamente ao longo eixo dos mesmos?:. As fibras do ligamento
periodontal mantém os dentes naturais suspensos e propiciam o movimento fisiolégico.
O termo osseointegracdo criado por Branemark® pressup&e auséncia de tecidos moles
entre 0 implante e 0 0sso; portanto, existem fibras colagenas justapostas apenas na

porcdo coronal a area osteointegrada.

Epitélio oral
do sulco

'
Epitélio)
oral
Epitélio
juncional

I\

mmm%

Tecido
conjuntivo

Osso ——

X\':\W

Figura 1 - Estruturas presentes no periodonto saudavel *°.

Os tecidos moles periimplantares podem, a semelhanca dos tecidos que circundam
os dentes constituir uma adesdo epitelial a custa de hemidesmossomas, um epitélio
sulcular e, dependendo da é&rea receptora do implante, até mesmo uma mucosa
mastigatoria. E extremamente importante a capacidade do tecido conjuntivo sadio, sem

inflamacéo, de formar uma adeséo a superficie do implante capaz de sustentar o epitélio
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juncional conforme ilustrado nas FIGURAS 02 e 03. A manutengdo da normalidade
dessas estruturas garante um selamento biolégico e protecdo contra invasdes
bacterianas. Warrer et al. (1995)*° demonstrou em modelo animal que a auséncia de
mucosa ceratinizada envolvendo o implante piora o impacto do acimulo de biofilme e

acentua o quadro inflamatério dos tecidos periimplantares.

Epitélio

Conjuntivo

Osso

Figura 2 - Desenho esquematico mostrando implante dentério e as zonas de fixacao de trés
diferentes tecidos. Porcdo apical: zona de fixacdo do epitélio; Porcdo intermediaria:
fixacdo de fibras conjuntivas gengivais e mais apicalmente: zona de ades&o do 0ss0”.

Figura 3 - (a) Fotomicrografia ilustrativa com magnificacdo de 10x mostrando epitélio e
tecido conectivo peri-implantar em area saudavel com fibras colagenas dispostas
paralelamente a superficie do implante. (b) Fotomicrografia com mesma magnificacéo
mostrando desorganizacéo do tecido conectivo e fibras coldgenas distantes da superficie do
implante em &rea de inflamagéo .
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3.2. MUCOSITE PERIIMPLANTAR E PERIIMPLANTITE

O termo periimplantite foi introduzido no final dos anos 1980 por Mombelli et. al.,
(1987). No 6° Workshop Europeu de Periodontia em 2008, através de conferéncia de

consenso, as seguintes designacgdes ficaram estabelecidas: mucosite periimplantar € um

processo inflamatério reversivel da mucosa ao redor de um implante osteointegrado em
funcdo, evidenciada por sangramento sob sondagem suave (< 0,25 N) e sem sinais de
perda 6ssea (FIGURA 4: A e B); e periimplantite é caracterizada por sinais de
inflamacdo na mucosa associada a alguma perda 6ssea diagnosticada através de exame

clinico e radiografico (FIGURA 4: C e D)** %,

Figura ilustrativa 4 - (A) Quadro caracteristico de periimplantite com sinais clinicos de
sangramento a sondagem e supuracao; (B) Sinais radiograficos de pequena perda éssea;
(C) Radiografia demonstrando acentuacdo da perda Ossea em poucas semanas e (D)
Detalhe fotografico dos defeitos dsseos circunferenciais ja bastante acentuados %.
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As lesdes inflamatorias dos tecidos periodontais (periodontites) e aquelas que
acometem o0s tecidos que circundam os implantes (periimplantites) s&o
fundamentalmente semelhantes no que diz respeito a etiologia, diagnostico, patogenia,
avaliacdo de riscos e terapéutica. Ambas dependem da presenca de biofilme contendo
patdgenos e da predisposi¢do do hospedeiro para o desenvolvimento da doenga. Porém,
a dindmica do processo patolégico pode ndo ser idéntica em todos os casos %%, A
progressdo da periodontite normalmente é impedida por uma barreira de tecido
conectivo denso supracrestal que se insere no cemento radicular; no caso dos implantes
ndo h& essa insercdo tdo firme das fibras colagenas e o infiltrado inflamatério pode

avancar mais facilmente para o 0sso **?*,

A microbiota associada a tecidos periimplantares saudaveis foi caracterizada por
inimeros estudos transversais e € composta basicamente por cocos gram-positivos

facultativos (FIGURA 5). Embora eventualmente possa ser encontrado um pequeno

22,24

numero de bastonetes gram-negativos

Figura 5 - (a) Eletromicrografia ilustrativa de um abutment de titanio exposto a cavidade
oral por duas horas; ilustracéo do inicio da colonizacdo bacteriana por cocos;
(b)Eletromicrografia de varredura mostrando biofilme maduro constituido por maultiplas
camadas no mesmo abutment de titanio exposto a cavidade oral por duas semanas .
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Vaérios estudos reportaram uma alta prevaléncia de anaerdbios gram-negativos
associados a implantes com sinais clinicos de periimplantite, que incluem membros do
complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella
forsythia) e do complexo laranja (Fusobacterium sp. e Prevotella intermedia), como
definido por Socransky et. al., 1998 %% A bactéria Aggregatibacter
actinomycetemcomitans também é reportada em alguns sitios infecciosos?” e outros
estudos demosntram associagédo entre a presencga de Staphylococcus aureus, bastonetes
entéricos e Candida albicans e o desenvolvimento de periimplantite %.

Implantes dentérios instalados em pacientes com historico de periodontite
cronica (28,6%) tendem, de forma estatisticamente significativa, a demonstrar maior
incidéncia de periimplantite do que aqueles instalados em pacientes que nunca
manifestaram a doenca (5,8%) %%,

A deteccdo de quaisquer adversidades relacionadas aos tecidos onde estéo
instalados os implantes dentérios é fundamental para o sucesso e longevidade do
tratamento. A avaliacdo da concentracdo de citocinas pro-inflamatérias no fluido
crevicular periimplantar pode ser uma importante ferramenta futura no sentido de
prevenir a manifestacdo de periimplantite °. Por exemplo, pacientes que manifestam
algum sitio de periimplantite apresentam um incremento na producao de interleucina-17
(IL-17) que, por sua vez, induz a produgdo de outras citocinas e contribui para a

patogénese da perda 6ssea .

3.3. LIPOPOLISSACARIDES (LPS)

Substancias que produzem elevacdo da temperatura do corpo, ou seja, induzem
febre, sdo denominadas pirogénios (grego pyro = ardente ou fogo). Bactérias, fungos,

virus e também alguns agentes ndo microbianos como, por exemplo, alguns farmacos,

22



esteroides, fracbes do plasma e o adjuvante sintético muramil dipeptideo s&o exemplos
de pirogénios exogenos, originarios fora do corpo, que induzem elevagdes térmicas
quando injetados em humanos e animais.

Os lipopolissacarideos (endotoxinas), complexos de alto peso molecular
associados a membrana externa de bactérias Gram-negativas, sejam elas patogénicas ou
ndo, constituem 0s mais presentes e importantes pirogénios exégenos ***2. Apesar de a
maior parte da endotoxina permanecer associada a parede celular até a desintegracéo da
bactéria, quantidades infimas desse material sdo liberadas, na forma solGvel, por
culturas de bactérias jovens ou também por bactérias Gram-negativas como Escherichia
coli, Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Neisseria, Haemophilus e outros agentes
patogénicos em crescimento, inclusive Porphyromonas, Prevotella e Actinomices,
microorganismos diretamente envolvidos na etiologia da periimplantite .

O pirogénio enddgeno é uma substancia especifica, sintetizada por diferentes
células de hospedeiros apds exposicdo aos pirogénios exdgenos como a endotoxina, e
capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica para ativar o hipotdlamo e causar febre.

Citocinas inflamatérias como a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) ja foram reportados como indutores de osteoclastogénese de forma
indireta. Da mesma forma, os lipopolissacarideos (LPS), componentes inflamatérios
produzidos por bactérias gram-negativas, também podem induzir a formacdo de
osteoclastos na auséncia de osteoblastos *,

Elevadas concentragdes de LPS associadas a baixos valores de pH na saliva
predispdem as superficies dos implantes de titdnio a um maior indice de corrosdo
eletroquimica, o que pode diminuir sua biocompatibilidade, induzir reacéo inflamatdria
com liberacdo de mediadores dos macrofagos que contribuem para a reabsorcéo 0ssea e,

consequentemente, levar & falha dos mesmos .
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3.3.1. Deteccdo de endotoxinas bacterianas pelo metodo in vitro

(Reacéo de Limulus)

O procedimento mais simples e amplamente usado para deteccdo de endotoxinas
baseia- se na geleificacdo. O método se baseia na reacao entre o lisado do amebdcito de
Limulus (LAL) e o lipopolissacarideo, produzindo um gel opaco facilmente
reconhecido. O reagente LAL é um extrato aquoso dos amebdcitos, que sdo as células
sanguineas da hemolinfa azul da espécie de caranguejo ferradura Limulus polyphemus,
composto de enzimas que reagem em presenca de pequenas quantidades de endotoxina.

Volumes iguais de reagente LAL e da solucdo a ser analisada sdo transferidos a
tubos de ensaio. A mistura homogeneizada € incubada em banho de agua a 37°C por
uma hora. O ponto final da reacdo é facilmente verificado pela remogdo dos tubos e
inversdo a 180°. A presenca do gel que se mantém sélido durante a inversdo é
considerada positiva para endotoxinas. O ensaio se constitui em teste limite, levando-se
em consideracéo a sensibilidade do LAL empregado, que varia de 0,25 a 0,015 UE mL™
( UE = Unidade de Endotoxina). A formacdo de gel ocorre quando a enzima de
coagulacdo dos amebdcitos ativada pela endotoxina, na presenca de cations divalentes, é
adicionada & proteina coagulante (coagulogénio) *.

A reagdo entre o lisado de amebdcito e a endotoxina é dependente da
concentracdo de endotoxina, temperatura e também do pH *. A reacdo LAL-endotoxina
é otimizada na faixa de pH 6,4 a 8,0 (faixa de neutralidade). Abaixo ou acima desses
valores de pH a reatividade do LAL diminui, o que pode ser minimizado pela utilizacéo

de tampdes e diluigdes.
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3.3.2. Despirogenizacdo (inativagdo das moléculas de LPS)

A inativacdo pode ser obtida pela detoxificacdo da molécula de lipopolissacarideo
(LPS) usando tratamentos quimicos que quebrem pontes labeis ou bloqueiem sitios
necessarios a atividade pirogénica: hidrolise &cida, oxidacdo com perdxido de
hidrogénio, hipoclorito de sddio, periodato de sddio, permanganato de potassio diluido,
alquilagdo com anidrido acético e succinico, ou mesmo oOxido de etileno. Outros
processos que levam a inativacdo de endotoxinas sdo tratamento por calor seco,
radiag4o ionizante e tratamento com o antibidtico polimixina B 3%,

Dados recentes da literatura cientifica também apontam eficiéncia de alguns tipos de

laser na inativacio de endotoxinas aderidas & superficie de implantes 2,

3.4. TRATAMENTO DA MUCOSITE PERIIMPLANTAR E DA

PERIIMPLANTITE

A etiopatogenia da periimplantite parece ser multifatorial e esta relacionada ao
ambiente proximo ao implante, a interface implante/tecidos moles, ao sistema
imunoldgico e a fatores relacionados ao paciente (tabagismo, higiene oral, doencas
sistémicas e sobrecarga oclusal)®, mas ha muito, estd bem documentado na literatura
cientifica que o principal fator etiolégico relacionado ao desenvolvimento da mucosite
periimplantar e da periimplantite é a presenca de bactérias, com predominancia de uma
microflora gram-negativa e anaerdbia. Portanto, a reducdo da carga bacteriana constitui
medida terapéutica basica para o controle desses processos inflamatérios e apenas
quando o grau de contaminacdo se reduz a um nivel em que as defesas do hospedeiro
conseguem debelar a infeccdo, pode ocorrer adequada regeneracdo dos tecidos

periimplantares %
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3.4.1. Tratamentos convencionais

O método mais 6bvio de tratamento é o debridamento mecénico através do uso
de curetas apropriadas (plastico, fibra de carbono ou revestimento com teflon), mas a
propria morfologia das espiras e as irregularidades de superficie dificultam a remocéo
completa do biofilme. Alguns recursos adjuvantes como a utilizagdo de antimicrobianos
sistémicos, antissépticos de uso local como a clorexidina, na forma de bochechos ou
perioships, e alguns tipos de laserterapia foram entéo propostos para complementar essa

descontaminagéo *.

Renvert et al. (2008) *, através de revisdo sistematica de literatura, conclufram
que terapia mecanica ndo cirdrgica seria efetiva para tratamento da mucosite e que o uso
de enxaguatorios antissepticos intra-orais poderia incrementar os resultados. J& em
relacdo a periimplantite, parece que ndo haveria efetividade com a terapia mecéanica e 0s
resultados com o uso concomitante de clorexidina teriam efeitos limitados nos
parametros clinicos e microbioldgicos. Contudo, com o uso de antibidticos sistémicos
ou de acdo local haveria reducdo dos indices de sangramento a sondagem e

profundidade de bolsa.

Para Claffey et al. (2008)*, o desbridamento cirdrgico incluindo
descontaminacdo parece ser mais efetivo do que o desbridamento ndo cirdrgico das
lesbes periimplantares, debelando a inflamacdo e promovendo preenchimento de
defeitos dsseos. Reosseointegracdo demonstrou ser mais pronunciada em superficies
rugosas que em superficies lisas e nenhum método isolado de descontaminacdo foi
estatisticamente mais eficiente *’. O uso adjunto de material de enxerto resultaria em

maior ganho de 0sso, mas isso parece estar mais relacionado ao tamanho e morfologia
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do defeito. Ainda para esses autores, ndo esta determinado se o uso sistémico de

antibioticos concomitantemente a qualquer terapéutica seria mesmo necessario.

Em Conferéncia de Consenso realizada no ano de 2004 foi estabelecido um
protocolo com uma série de procedimentos clinicos cirtrgicos ou ndo cirurgicos visando
ampliar o indice de sucesso e sobrevida dos implantes dentarios através da prevencao e
tratamento da periimplantite®. Embora inGimeros trabalhos tenham demonstrado relativo
indice de sucesso no que diz respeito a reducdo da carga bacteriana e atenuacdo do
processo inflamatorio usando esses protocolos, ainda era elevado nimero de casos em

que a cirurgia ressectiva para remoc¢do do implantes se fazia necessaria.

Outras medidas terapéuticas tinham que ser incorporadas ao arsenal ja existente
e diversos pesquisadores reconheceram no laser uma alternativa vidvel para auxiliar no

processo descontaminacdo dos sitios periimplantares.
3.4.2. Tratamentos envolvendo sistemas lasers

Diversos sistemas laser foram ostensivamente estudados nos ultimos anos e os
protocolos de tratamento ainda ndo estdo completamente estabelecidos. O tecido ou
material alvo e o tipo de patologia sdo determinantes para a escolha do tipo de laser e a
definicdo dos parametros fisicos a serem aplicados em cada caso. Alguns conceitos sdo
imprescindiveis para se entender o0 seu mecanismo de acéo.

Os processos opticos fundamentais que ocorrem quando a luz incide sobre a
matéria sdo: reflexdo, transmissdo, absorcao e dispersdo ou espalhamento, sendo os dois
ultimos os que governam as interacdes da luz com o tecido. Uma pequena porcentagem
dos fotons que atinge a superficie de um determinado material é refletida em
decorréncia da alteracdo do indice de refracdo entre o ar e a camada superficial do

mesmo; 0s demais podem ser absorvidos, espalhados ou transmitidos. Na absorcéo, o
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foton cede sua energia para 0 &tomo ou para a molécula os quais sdo conhecidos como
cromoéforos ou estruturas-alvo. Depois da absorcdo, o foton deixa de existir e 0
cromoforo fica excitado, podendo sofrer reacéo fotoquimica dissipar a energia na forma
de calor ou emitir novamente a luz (fluorescéncia). O coeficiente de absorcéo (afcm ™),
que € a probabilidade de um féton ser absorvido por unidade de comprimento, depende
da concentracdo dos cromdforos presentes e varia conforme o comprimento de onda
(FIGURA 06). A pele, por exemplo, contém pigmentos e estruturas distintas, portanto,

possui diferentes coeficientes de absorgéo.

Principais Croméforos de Tecidos Biolégicos

Mestrado Profissionalizante Lasers em Odontologia
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Figura 6 - Relagdo entre coeficiente de absorcdo e profundidade de transmissdo em
diversos materiais em funcdo do comprimento de onda do laser utilizado ®.

Ao ser absorvida a radiacdo produz efeitos térmicos e ndo térmicos. Os efeitos
ndo térmicos podem ser fotoquimicos, fotoelétricos, fotomecénicos e multifotonicos. Ja

os efeitos térmicos incluem: corte dos tecidos, coagulacdo, vaporizacao e carbonizagéo
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tecidual. O aumento da temperatura tecidual decorre da vibracdo rapida de atomos e
moléculas induzidas por fétons de baixa energia (infravermelho)®.

Para uso odontoldgico, os lasers de alta poténcia usados em procedimentos
cirargicos em tecidos moles devem apresentar comprimentos de onda especificos que
favorecam a absorcao por parte dos tecidos, de acordo com os croméforos constituintes,
como a pele, gengiva e mucosas permitindo a adequada agdo térmica de vaporizacao,
ablacéo e corte, além de coagulacdo. O laser de CO, (A=10.600 nm) seria 0 de primeira
escolha para situagcdes em que trabalhamos a certa distancia dos tecidos duros, mas o
laser de Nd:YAG (A =1.064 nm) é também muito Gtil nos procedimentos de corte e
provoca certa hemostasia. O processo de ablacdo depende das propriedades dpticas dos
tecidos e das caracteristicas do feixe %,

As caracteristicas do feixe, como comprimento de onda, perfil temporal do pulso
e a quantidade de energia absorvida determinam o volume de ablacéo e os danos
térmicos aos tecidos adjacentes. O aumento da largura do pulso aumenta a lesdo
térmica, pois a duracdo de exposicao a radiacdo € maior, aumentando a quantidade de
calor que serd difundida termicamente. A densidade de poténcia nas laterais da cratera é
menor se comparada ao centro, por duas razdes: pelo perfil de intensidade de energia e
pelo &ngulo obliquo de incidéncia nas paredes inclinadas da cratera. Sistemas de onda
continua tendem a promover lesdo residual por coagulacdo, causando desidratacdo e
carbonizacdo. Em contraste, pulsos mais energéticos e curtos removem o tecido com
maior eficiéncia, menor dano térmico e sem nenhuma carbonizacdo. O Laser de
Er:YAG que emite em 2.940nm é fortemente absorvido pela agua e capaz de promover
ablacdo superficial altamente precisa. E excelente para ablacdo delicada, porém menos
efetivo para promover hemostasia. O uso de pulsos mais longos possibilita a coagulagédo

de vasos e aumento intencional de lesdo térmica por permitir conducdo térmica maior.
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Técnicas de regeneracdo Ossea em lesdes periimplantares s6 podem ser
utilizadas ap6s completa desinfeccéo dos sitios. Em se tratando de microorganismos, a
luz colimada e coerente do laser deve ser primariamente absorvida pela agua existente
no interior dos mesmos resultando em réapida evaporacdo e morte celular. Entdo é
necessario que se atinja determinado patamar de temperatura para que haja destruicdo
bacteriana, mas sem que haja grande difusdo de calor para os tecidos adjacentes®.
Incrementos acima de 10°C devem ser evitados ja que o tecido 6sseo pode sofrer

injarias caso se mantenha por 60 segundos & temperatura de 47°C .

O Tempo de Relaxamento Térmico (TRT) é o tempo transcorrido para que o
pico de temperatura dos tecidos de uma determinada regido aquecida pelo laser decaia a
37% do valor total. Esse conceito é importante para a aplicacdo de lasers no modo
pulsado ou chaveado, pois esse intervalo de tempo permite algum resfriamento dos
tecidos circunjacentes a area irradiada, evitando maiores danos térmicos aos mesmos
%839 Fato consagrado na literatura é que o modo pulsado gera menores elevacdes de

temperatura na superficie dos implantes.

Diversos tipos de superficies de implantes como as obtidas por tratamento acido,
jateamento de areia, spray de plasma de titanio e revestidas por hidroxiapatita foram
comparadas no que diz respeito a absorcdo de varios comprimentos de onda*. No
estudo de Kreisler et al., os autores utilizaram lasers de Nd:YAG, Ho:YAG, CO, e
GaAlAs em diversos parametros de poténcia. ApoOs essas superficies terem sido
analisadas por meio de microscopia eletrénica de varredura, constatou-se que os lasers
de YAG provocaram areas de fusdo, trincas e crateras nas superficies dos implantes,
enquanto que o laser de CO, provocou apenas alteragdes superficiais naquelas tratadas
com ataque acido, revestidas por hidroxiapatita e por spray de plasma de titanio. O laser

de GaAlAs foi o Unico deste estudo que ndo modificou a topografia dos implantes, por
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isso a conclusdo a partir desses resultados foram que: os lasers de Nd:YAG e o
Ho:YAG ndo eram indicados para descontaminacdo de superficies de implantes,
independentemente da poténcia utilizada. Ja os lasers de CO; e Er:-YAG deveriam ter
suas poténcias controladas para evitar alteracdes e danos as superficies*".

Os sistemas lasers de diodo sdo relativamente recentes e promissores, além de
serem portateis e de custo relativamente baixo quando comparados a outros aparelhos.
Alguns estudos mostram que s@o eficazes no controle bacteriano, destruindo
microorganismos tais como Actinobacilus, Prevotela e Porphyromonas ** e parecem
ndo causar danos as superficies dos implantes, mesmo em regimes de poténcias mais
elevadas. Segundo Romanos et al., laser diodo 960 mm n&o causou danos a superficie

de titAnio mesmo com 15 watts de poténcia *'.

A problematica atual ndo é apenas a necessidade de eliminagdo de
microorganismos, mas também a inativacdo de endotoxinas (lipopolissacarideos)
produzidas por bactérias gram-negativas anaerobias envolvidas na etiologia da
periimplantite. Com que parametros fisicos de operacdo o sistema laser de diodo
(GaAlAs) seria eficaz nesses processos, sem alterar as caracteristicas fisico-quimicas do

titanio?
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4. MATERIAL E METODOS

Experimento |

4.1. 1: AVALIACAO TERMOGRAFICA NO INFRAVERMELHO

4.1.1. Discos de titanio

Os discos usados em todos 0s experimentos constantes no presente estudo foram
obtidos a partir da seccdo, com equipamentos perfeitamente calibrados, de cilindros de
titinio comercialmente puro (ASTMF67 - grau IV), de modo a se obter espécimes
padronizados com 0,5 mm de espessura e 5,0 mm de diametro (FIGURA 7). Os mesmos
receberam tratamento de superficie em todas as suas faces, com subtracdo por duplo
ataque 4cido, idéntico aquele aplicado aos implantes dentarios comercialmente
disponiveis e foram gentilmente cedidos pela empresa PROSS Sistema de Implantes
(Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brasil).

A porosidade gerada pelo tratamento acido ndo é homogénea e visa gerar maior
superficie de contato entre o titanio e as células Osseas facilitando o processo de
osseointegracdo. Segundo informac@es técnicas da empresa fabricante, o diametro dos
poros obtidos por esse tratamento varia entre 3 e 5 um (micrometros) e apresentam as
mais variadas formas. Os discos foram limpos, esterilizados por radiagdo gama
(25KGray) e acondicionados em invélucros que garantem a manutencdo da esterilizagdo

por seis meses, a semelhanca dos implantes comercialmente disponiveis.
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Figura 7 - discos de titdnio com 0,5 mm de espessura por 5,0 mm de didmetro

4.1.2. Irradiagdo das amostras

O equipamento laser de diodo (Opus 10, OpusDent, Sharplan, Norwood, MA, USA)
utilizado no desenvolvimento desse trabalho emite fétons no comprimento de onda de
830 £ 5 nm, operando no modo chaveado ou continuo, com poténcia variando entre 0,1
e 4,0 W (FIGURA 8). O sistema de entrega do feixe laser foi uma fibra 6ptica de silica

de 300um de didmetro, acoplada a uma peca de méo que acompanha o aparelho.

Figura 8 - Aparelho laser semicondutor OPUS 10
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Para melhor padronizacdo, imediatamente antes da irradiacdo de cada amostra
(disco de titanio), a poténcia dissipada pela ponta ativa da fibra dptica era mensurada
por um medidor de poténcia e energia (Fieldmaster GS, Coherent, EUA), acoplado a um
detector (LM45, Coherent, EUA — FIGURA 9). Quando houve queda da poténcia

dissipada, a mesma teve sua ponta adequadamente clivada.

Figura 9 - Power meter acoplado ao detector

Para o procedimento de irradiacdo laser a fibra dptica permaneceu imovel e disposta
perpendicularmente a superficie do disco com o auxilio de suportes dpticos (Newport
Corp., Irving, CA, EUA).

Uma placa de vidro foi acoplada a plataforma mdvel do motor de passo
permanecendo na mesma posicdo até o final dos experimentos. Sobre esta foi fixada
uma fita adesiva dupla face com marcacdes a tinta que delimitavam precisamente a area
em que o disco de titanio deveria ser posicionado. Cada disco foi irradiado em toda sua
superficie, sob velocidade constante, através da movimentacao da plataforma do motor
de passo. O mesmo teve sua programacdo ajustada de modo a permitir a varredura ou
completa de uma 4rea quadrangular com 0,25 cm? na qual o disco de titanio encontrava-
se inscrito (FIGURA 10), durante um intervalo de 13 segundos. Considerando-se que a
medida do didametro do disco € idéntica aquela de cada lado do quadrado (0,5 cm) em

gue 0 mesmo estava inscrito, a area circunferencial efetivamente irradiada foi de 0,19
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cm?, valor correspondente a aproximadamente 78% da &rea quadrangular. Portanto, o
intervalo de irradiacdo efetiva do disco foi de apenas 10,14 segundos, ou seja, 78% do

intervalo total de 13 segundos. Esse tempo de irradiacdo (~10s) estd em consonancia
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com outros estudos realizados

Figura 10 - desenho esquematico da varredura de superficie do disco

4.1.3. Grupos experimentais

Trinta e trés espécimes (discos de titanio) foram considerados para os testes de
avaliacdo termografica e morfolégica. Trés amostras ndo foram irradiadas e
constituiram o grupo controle (GC) para analise do padrdo morfoldgico da superficie
dos discos de titanio através de microscopia eletrénica de varredura. Os demais foram
aleatoriamente divididos em seis grupos experimentais com cinco espécimes cada
(n=5), os quais foram irradiados pelo laser de diodo (A = 830+£5nm). Cada disco teve
toda sua superficie irradiada num intervalo de aproximadamente 10 segundos, sob

velocidade constante e com o auxilio do motor de passo, conforme descri¢éo anterior.

As amostras (n=30), aleatoriamente divididas em seis grupos experimentais,
foram irradiadas sob 0 modo de emissdo continuo (CW) com trés diferentes valores de
poténcia média, dependendo do grupo: 1W, 2W ou 3W (TABELA 1). Em trés desses

grupos a fibra foi mantida em contato com a superficie do disco (modo contato) e nos
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demais manteve-se a distancia de 3,0 mm entre a ponta da fibra e a superficie 0 mesmo
(modo ndo-contato). A distancia de 3,0 mm foi estipulada em consonancia com a

literatura cientifica®.

TABELA 1 - Distribui¢cdo das amostras nos grupos experimentais

DENSIDADE
GRUPQOS PROCEDIMENTO AMOSTRAS
DE POTENCIA
Amostras nao
Controle (GC) n=3
. . Nula
irradiadas
Grupo 1W Modo néo contato n=>5 796,18 W/cm?®
Grupo 2W Modo n&o contato n=>5 1592,35 W/cm?
Grupo 3W Modo néo contato n=>5 2388,53 W/cm?
Grupo 1W IS GOnED n=5 1415 43 W/cm?
Grupo 2W Irradiagdo contato n=5 2830,86 W/cm?
Grupo 3W IS GOnED n=>5 4246,28 W/cm?

4.1.4. Avaliacdo das oscilacbes de temperatura durante as

irradiacdes dos discos

Para detectar as variacGes de temperatura nas superficies dos discos durante o
processo de irradiacdo laser utilizou-se uma cadmera termogréafica detectora de radiacdo
na faixa do infravermelho (ThermaCam SC3000, FLIR Systems, Boston, EUA —
FIG.11). Esta é dotada de um detector do tipo Quantum Well Infrared Photodetector
(QWIP) refrigerado a 70 K, capaz de registrar temperaturas na faixa de - 20°C a

2000°C, com variagdo de + 0.01°C.
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Para calibracdo do dispositivo ajustou-se a distancia focal em relacdo a area de
interesse para 10 cm com auxilio de lentes apropriadas e os seguintes parametros foram
estabelecidos: (a) temperatura ambiente de 21° C; (b) umidade relativa do ar em torno
de 54%; (c) intervalo de varredura entre 10 e 150° C e (d) emissividade do titénio (Ti)
de 0,63. As imagens em infravermelho foram obtidas com resolugéo de 0,01° C e taxa
de aquisicdo de imagens de 60 Hz.

A camera termogréfica capta imagens no infravermelho e gera diferentes tons de
cinza ou cores correspondentes aos diferentes valores de temperatura em cada pixel da
imagem como as imagens de um filme continuo. As imagens capturadas e arquivadas
com o auxilio do programa ThermaCAM Researcher 2001 demonstram o padrdo de

dissipacéo de calor e variacdo de temperatura.

Figura 11 - llustracdo da montagem experimental e do sistema de captacdo ThermaCam
SC 3000

Para cada espécime foi obtido um filme, cujo registro dos dados se iniciava cerca de
5 segundos antes da irradiacdo e se encerrava 20 segundos ap06s o0 término da mesma.
Isso para que fosse possivel registrar a temperatura inicial, as oscilagdes durante o

procedimento e o decaimento de temperatura no centro do disco de titanio.
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Os filmes obtidos pela camera termografica para cada disco irradiado foram
analisados através do programa ThermaCam Researcher 2001. A afericdo das

temperaturas ocorreu em trés diferentes pontos da superficie de cada disco de titanio os
quais foram designados A, B e C. As medidas foram realizadas em diferentes instantes

para cada ponto e em cada disco irradiado (FIGURA 12):

Instante t;= 0s: temperatura da amostra antes de iniciarmos a irradiacéo laser;

e Instante t;= 5s: temperatura da superficie naquele determinado ponto, 5
segundos apds o inicio da irradiacdo laser;

e Instante t,= 9s: temperatura da superficie naquele determinado ponto, 9
segundos apds o inicio da irradiacéo;

e Instante t3= 13s: temperatura da superficie naquele ponto, 13 segundos apds o
inicio da irradiacdo;

e Instante t,= variavel: intervalo de tempo desde o inicio da irradiacdo até que a
temperatura critica (47°C) fosse atingida no ponto B de cada disco.

e Instante ts= varidvel: tempo transcorrido desde o final da irradiacdo até que a

temperatura da superficie no ponto B atingisse, por resfriamento espontaneo,

37°C, temperatura corporea média normal.
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>232,4°C

21,6°C

Figura 12 - Imagem termografica representativa ilustrando os pontos de afericdo de
temperatura na superficie do disco de titdnio. Os pontos SP01, SP02 e SP03
correspondem, respectivamente, aos pontos A, B e C.

Apds a tabulacdo dos valores absolutos de temperatura obtidos, foi calculada,
para cada ponto, a variagdo de temperatura (AT), que consiste na diferenca entre a
temperatura final aferida no instante t;, t; ou t; e a temperatura inicial medida no
instante to . Além disso, também foi avaliado o intervalo de tempo necessario para que o
ponto B (mais central) de cada amostra resfriasse até 37°C.

Observou-se ainda o intervalo de tempo, em segundos, necessario para que a

temperatura critica de 47° C fosse atingida no ponto B, mais central de cada amostra.

4.1.5. Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad

Prism 5.0. Para cada conjunto de dados foi inicialmente testada a normalidade e

homogeneidade de variancias, com o proposito de selecionar o teste estatistico mais

apropriado. Os dados foram avaliados pelo teste ANOVA considerando-se p<0,05.
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4.2.11: ANALISE DO PADRAO MORFOLOGICO DOS DISCOS DE
TITANIO ATRAVES DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE

VARREDURA E RUGOSIMETRO

Para a obtencdo das imagens e analise morfoldgica das superficies dos discos de
tithnio o equipamento de escolha foi o microscopio eletronico de varredura (MEV)

modelo TM 3000 Tabletop Microscope (Hitachi HTA Inc., EUA — FIGURA 13).

Figura 13 - TM 3000 Tabletop Microscope (Hitachi)

Considerando-se as caracteristicas do equipamento e a natureza metalica das
amostras, vale ressaltar que ndo houve a necessidade de nenhuma preparacdo prévia das
mesmas antes da varredura das imagens. O regime de operacéo foi ajustado para 15 kV
visando obtencdo de imagens com melhor resolucao.

Cada disco de titanio foi posicionado separadamente em um stub (porta-amostra)
proprio do TM 3000 Tabletop com o auxilio de uma fita adesiva para evitar
deslocamento do disco durante o estabelecimento de vacuo relativo na camara, o que

poderia prejudicar a aquisi¢ao das imagens (FIGURA 14).
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Figura 14 - Stub com disco de titanio posicionado sobre fita adesiva antes da analise
microscépica.

Para essa fase do experimento foram selecionados aleatoriamente trés
exemplares de cada um dos grupos de amostras irradiadas e os trés discos do grupo
controle.

Conforme ilustracdo da figura 15, as imagens para a caracterizacdo morfolégica

foram obtidas em trés pontos.

Figura 15 - Diagrama representativo dos pontos onde foram obtidas as imagens em cada
amostra.

Os pontos A e C guardam entre si uma relacdo contralateral e se encontram a

aproximadamente 0,2 mm das bordas. O ponto B, mais centralizado, ndo pdde coincidir
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exatamente com o centro do disco de titanio, pela presenca de pequenas alteragoes
estruturais provocadas durante o corte dos discos na industria.
Em cada um desses pontos registrou-se imagens com as seguintes

magnificagdes: 250X, 500X, 1000X, 1500X, 2000X, 2500X E 3000X.

4.3.111: INATIVACAO DE LIPOPOLISSACARIDEOS DE Porphyromonas

gingivalis (LPS - PG)

4.3.1. Sensibilizacdo da superficie dos discos de titanio por LPS- PG

Quatro discos de titdnio, cujas caracteristicas foram descritas no item 4.1.1,
foram individualmente envoltos em papel aluminio e submetidos ao processo de
despirogenizacdo, através de calor seco, permanecendo em estufa a uma temperatura
de 250° C por 30 minutos **. Instrumentos auxiliares como pingas, também foram
submetidos a0 mesmo processo.

As superficies de 3 (trés) desses discos foram sensibilizadas por solucdo de LPS
de Porphyromonas gingivalis — LPS-PG (InvivoGen San Diego, CA, EUA), numa
concentracdo de 50 pg/mL*2. Com auxilio de uma micropipeta, uma aliquota de 10
pL desta solucdo foi depositada sobre a superficie de cada amostra, que foi mantida
em repouso até a completa evaporacdo do diluente aquoso, durante
aproximadamente 40 minutos. Posteriormente, os involucros de aluminio foram
novamente fechados. Uma das amostras (controle negativo) ndo foi sensibilizada
pela solucdo de LPS-PG e recebeu apenas uma aliquota de 10 pL de agua destilada

esterilizada, sendo igualmente envolta em papel aluminio. Esses procedimentos
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foram realizados no interior da capela de fluxo laminar, previamente limpa e

desinfetada.

4.3.2. lrradiagdo da superficie dos discos de titanio sensibilizados

por LPS-PG

Dentre as amostras experimentais sensibilizadas pelo LPS-PG, duas foram
irradiadas pelo laser de diodo calibrado para 1,0 W, conforme as condi¢fes descritas no
item 4.1.2, diferenciando-se 0 modo de irradiacdo. Uma das amostras recebeu
tratamento laser com a fibra em contato com a sua superficie e outra com a ponta da
fibra dptica distando exatos 3,0 mm da mesma, ou seja, modo ndo contato, conforme
experimento termografico anterior. Um dos discos sensibilizados com a solucdo de LPS
n&o recebeu irradiacéo laser (controle positivo) e outro ndo recebeu irradiacao laser nem

sensibilizagdo com LPS-PG (controle negativo).

4.3.3. Detecc¢do dos niveis de LPS-PG pelo teste de Limulus

A concentracdo residual de LPS ativo nas superficies dos discos foi avaliada
pelo Teste de Limulus, nas dependéncias do laboratério da Empresa Lonza do Brasil
Especialidades Quimicas. Os 4 (quatro) discos considerados neste ensaio piloto
(controle negativo, controle positivo, 1W contato e 1W ndo contato) foram inicialmente
submersos em A&gua bi-deionizada e estéril para extracdo das moléculas de
lipopolissacarideos. Os frascos foram agitados durante 5 minutos em equipamento
apropriado e a solucdo obtida foi entdo diluida na proporcdo de 1:10, tendo a

temperatura monitorada e controlada a 37°C. Em seguida procedeu-se a Reacdo de
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Limulus através de solugdo contendo, aléem dos reagentes especificos, substancias
tamponadoras para controle de pH. Os frascos foram entdo agitados durante 2 minutos e
dispostos em outro equipamento, onde se aguardou cerca de 30 minutos para que a
reacdo de geleificagdo ocorresse e a leitura da concentragéo residual de LPS-PG pudesse

ser feita *°.

5. RESULTADOS

5.1. AVALIACAO TERMOGRAFICA

A TABELA 2 apresenta trés aspectos importantes relacionados a irradiacdo com
o0 laser de diodo no experimento: (a) tempo médio necessario para que o limiar critico
de temperatura seja atingido no ponto B da amostra; (b) médias de valores méaximos de
temperatura absoluta atingidas no ponto B durante os procedimentos de irradiacdo em
todos 0s grupos experimentais e (c) 0s respectivos tempos médios de resfriamento apos

a finalizag&o da irradiagéo laser.
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TABELA 2 - Medidas de temperatura no ponto B em funcédo do tempo (termos absolutos)

Tempo para se atingir Temperatura mais Tempo médio de
temperatura critica elevada no ponto B em resfriamento até
(47°C) em segundos valores absolutos (°C) 37°C em segundos
Nao
Contato 1W 5,0 64,16 2,94
Nado
Contato 2W 4,0 107,08 11,26
Nao
Contato 3W 1,7 160,18 12,24
Contato 1W 3,0 82,58 6,73
Contato 2W 2,7 117,38 7,08
Contato 3W 1,0 181,04 11,78

A comparagao entre os tempos médios de resfriamento de todas as amostras do
experimento mostrou ndo haver diferenca estatisticamente significativa tanto entre os
grupos do modo contato e ndo contato na poténcia de 1W quanto para esses mesmos

grupos na poténcia de 2W e de 3W (Kruskal Wallis, p<0.05).

-—
o

3 Contato
1 Nio contato

—
i

(3]
1

Tempo médio de resfriamento (s)

o

1W 2W 3w

Figura 16 - Gréfico evidenciando o tempo médio de resfriamento até 37° C das amostras
de todos o0s grupos com os respectivos valores de desvio-padréo.
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A irradiacdo da superficie dos discos de titdnio no modo néo contato promoveu
incrementos de temperatura médios menores que aqueles promovidos pelo modo
contato. Isso foi valido na comparacdo entre os grupos de todos os valores de poténcia
utilizados no estudo (1W, 2W e 3W) e em todos os pontos (A, B e C). Os resultados das
variacfes médias de temperatura e seus respectivos desvios-padrdo sdo evidenciados
nos gréaficos constantes nas FIGURAS 17, 18 e 19.

As variagdes de temperatura (AT) sofridas pelas amostras de todos os grupos,
tanto para o modo ndo contato quanto para 0 modo contato, aumentaram gradativamente
a medida que se aumentou os valores de poténcia, apresentando diferencas
consideraveis.

Isolando-se os pontos A, B e C ao longo do tempo, a variacdo de temperatura foi
significantemente maior apds 5 segundos de irradiacdo, em praticamente todos os

grupos, especialmente nos pontos B e C (FIGURAS 17, 18 e 19).
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IW contato =3 5 segundos
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Figura 17 - Variagbes meédias de temperatura, considerando diferentes intervalos de
tempo, durante a irradiagdo dos discos pelo modo contato e ndo contato com 1W de
poténcia. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas intragrupos (ANOVA, p<0,05) e
asteriscos indicam diferencas entre grupos (Kruskal — Wallis, p<0,05).

Considerando-se a poténcia de 1W e fazendo-se uma analise inter-grupos, pode-
se dizer que as variagOes de temperatura foram maiores no modo contato com diferenca
estatisticamente significativa apenas no instante t, = 9s e para os pontos B e C.

Numa analise intra-grupo para 1W e no modo ndo contato, verifica-se diferenca
estatisticamente significante nos incrementos de temperatura apenas entre 5 e 9
segundos ou entre 5 e 13 segundos para os pontos A, B e C. Avaliando-se a temperatura

entre 9 e 13 segundos s existe diferenca estatistica consideravel no ponto C.
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J& em relacdo ao grupo 1W e modo contato, observa-se diferenca
estatisticamente significante nos incrementos de temperatura apenas entre 5 e 9
segundos nos pontos A, B e C. Entre 9 e 13 segundos ndo ha diferenca estatistica

consideravel para nenhum dos pontos (FIGURA 17).
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Figura 18 - Variaces médias de temperatura, considerando diferentes intervalos de
tempo, durante a irradiagdo dos discos pelo modo contato e ndo contato com 2W de
poténcia. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas intragrupos (ANOVA, p<0,05) e
asteriscos indicam diferencas entre grupos (Kruskal — Wallis, p<0,05).

Sob a poténcia de 2W, as variacdes de temperatura também foram maiores no
modo contato em detrimento ao modo ndo contato, mas com diferenca estatisticamente

significativa apenas no ponto A e instante t, = 9s (FIGURA 18).
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Para o grupo 2W e modo ndo contato, verifica-se diferenga significante nos
incrementos de temperatura entre 5 e 9 segundos, entre 5 e 13 segundos e entre 9 e 13
segundos para todos os pontos (A, B e C).

J& em relacdo ao grupo 2W e modo contato, observa-se diferenca
estatisticamente significante nos incrementos de temperatura apenas entre 5 e 9
segundos e entre 5 e 13 segundos nos pontos A, B e C. Entre 9 e 13 segundos ha

diferenca estatistica consideravel apenas no ponto C (FIGURA 18).

3W contato

200+
L =3 5 segundos

B 9 scgundos

1504 @R 13 sceundos

100

504

Variagdo de temperatura (AT °C)

3W ndo contato

200+
£33 5 segundos

b b b B 9 segundos
W 13 scgundos

Variagdo de temperatura (AT °C)

Figura 19 - Variagbes medias de temperatura, considerando diferentes intervalos de
tempo, durante a irradiagdo dos discos pelo modo contato e ndo contato com 3W de
poténcia. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas intragrupos (ANOVA, p<0,05).

Para a poténcia de 3W os incrementos de temperatura foram maiores no modo
contato do que no modo ndo contato.
Para o grupo 3W e modo ndo contato, verifica-se diferenca estatisticamente

significante nos incrementos de temperatura entre 5 e 9 segundos e também entre 5 e 13
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segundos para todos os pontos (A, B e C). Entre 9 e 13 segundos né&o ocorre diferenca
estatistica consideravel em nenhum dos pontos.

Em relagdo ao grupo 3W e modo contato observa-se diferenca estatisticamente
significante nos incrementos de temperatura entre 5 e 9 segundos e também entre 5 e 13
segundos para todos os pontos (A, B e C). Entre 9 e 13 segundos héa diferenca estatistica

consideravel apenas no ponto C (FIGURA 19).

5.2. ANALISE MORFOLOGICA DA SUPERFICIE DOS DISCOS DE
TITANIO POR MEIO DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE

VARREDURA

A técnica subtrativa com duplo ataque acido usada pelo fabricante produz um
padrdo de rugosidade bastante irregular na superficie do disco de titdnio. As
eletromicrografias apresentadas foram obtidas de faces ndo irradiadas de discos de
tithnio (amostras controle) com diferentes magnificacbes (FIGURA 20 - A, B e C).
Nota-se a presenca de micro rugosidades tipicas desse tipo de tratamento com
minusculos poros, ora bastante irregulares, ora com formato circular ou eliptico. Areas

sem tratamento acido ou defeitos estruturais tais como trincas ndo foram detectadas.
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Figura 20 - Eletromicrografias representativas de amostras controle de discos de titanio
antes da irradiagdo com laser de diodo. Magnificages: A= 1500X; B = 2000X e C= 3000X.
Note-se a presenca de micro-rugosidades caracteristicas do tratamento de superficie por
duplo ataque &cido.

As imagens obtidas a partir do microscopio eletrénico de varredura (MEV)
evidenciaram que o padrdo morfologico de rugosidade da superficie dos discos foi
mantido apds a irradiacdo. Eletromicrografias de discos irradiados no modo néo contato
com 1W, 2W e 3W ndo evidenciaram quaisquer alteracdes estruturais tais como areas
de fuséo, perda de porosidade, microfraturas ou alteracGes crateriformes. O mesmo pode
ser dito em relacdo as amostras irradiadas no modo contato com 1W, 2W e 3W

(FIGURAS 21 - D, Ee F)
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Ti Implant 2011/10/18 1959 N  D4.0 x3.0k 30 um

Figura 21 - Eletromicrografias representativas de amostras irradiadas com laser de diodo
em diferentes poténcias. D = 2W, modo nado contato e magnificagdo de 1500X. E = 1W,
modo contato e magnificacdo de 2000X. F = 3W, modo contato e magnificagdo de 3000X.
Note-se a presenca das mesmas micro-rugosidades caracteristicas das amostras controle
indicando que ndo houve areas de fuséo ou trincas.

5.3. INATIVACAO DE LIPOPOLISSACARIDES (LPS)

Os testes para deteccdo de residuos ou moléculas integras de LPS apds a
irradiagdo laser foram realizados em dilui¢es de 1:10 das solugdes obtidas a partir da
imersdo dos discos em agua destilada e bi-deionizada.

A concentracdo da solugdo obtida a partir da amostra que ndo foi sensibilizada
pelo LPS-PG apresentou valor nulo conforme esperado. A solugcdo da amostra
considerada controle positivo, isto é, disco sensibilizado com solugdo de LPS-PG, mas
n&o irradiada com laser de diodo teve concentragdo de 4,52 EU/mL (EU = unidades de

endotoxina). O disco irradiado com o regime de 1W e modo ndo contato apresentou
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reducdo na concentracdo de LPS-PG para 3,79 EU/mL e a amostra irradiada pelo modo
contato e regime de 1W sofreu reducdo da concentragcdo para 3,41 EU/mL (TABELA

3).

TABELA 3 - Concentracgdes das solu¢des em unidades de endotoxina por mililitro, antes e
depois da irradiacéo.

MODO DE IRRADIACAO CONCENTRACAO DE LPS

Nao sensibilizado 0,0 EU/mL

Sensibilizado / Nao Irradiado 1W 4,52 EU/mL

Nao contato 1W 3,79 EU/mL
Contato 1W 3,41 EU/mL
6. DISCUSSAO

H& uma janela terapéutica nos tecidos bioldgicos em que a absorcdo de luz é
minima e a transmissdo € maxima, o que evita superaquecimento e injurias. Esta janela
se encontra entre o vermelho e o infravermelho proximo, aproximadamente entre 800 e
1200 nm*“®, Por isso a escolha de lasers emitindo em comprimentos de onda préximos
a essa faixa na maioria dos trabalhos encontrados na literatura e a selegdo de um
equipamento emitindo em 830 nm para a realizacéo desse estudo.

Feixes de luz no infravermelho préximo sdo primariamente absorvidos por
tecidos com alto teor de hemoglobina e componentes celulares com pigmentos escuros

como encontrados em importantes patdgenos periodontais. Com 0 incremento na
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absorcdo, maior quantidade de energia laser é convertida em calor, resultando em maior
morte celular™®. A utilizagdo do laser de diodo em regime de alta poténcia como parte
integrante do tratamento da periimplantite se justifica pela capacidade do mesmo em
gerar esse efeito térmico que deve também ser suficiente para promover desestruturacdo
e consequente inativacdo de moléculas de lipopolissacarideos (LPS) produzidas por
algumas bactérias “*>'®. O desafio estd em se encontrar parametros fisicos (densidade
de poténcia e energia) adequados a geracdo de calor suficiente para redugdo da carga
bacteriana e seus subprodutos sem, contudo lesionar o 0sso e tecidos moles
periimplantares”.

Apesar de comprimentos de onda na faixa de 800 nm serem melhor absorvidos
pelo titanio que outros como Nd:YAG (1064 nm), Ho:YAG (2100 nm), Er:YAG (2940
nm) e CO, (10600 nm), o laser de diodo é o Unico que, independentemente da poténcia
utilizada, ndo é capaz de provocar danos alterando as caracteristicas morfoldgicas da
superficie de titanio dos implantes™.

Moritz et al. examinaram o efeito bactericida da terapia com laser de diodo
emitindo em 805nm e a sua capacidade de controle do processo inflamatério a longo
prazo encontrado dados consistentes de sua eficacia*. A aplicacéo de laser de diodo no
comprimento de onda 809 nm teve efeito letal sobre bactérias anaer6bias gram
negativas encontradas em sitios de periimplantite, mas o que determina a poténcia e o
tempo de irradiacdo eficiente é o tipo de cobertura da superficie do implante, porque o
coeficiente de absorcéo da luz é sempre diferente para cada tipo™*.

Superficies de titanio com diferentes tipos de tratamento (usinada, deposicéo de
microcristais de hidroxiapatita, subtracdo por ataque &cido ou spray de plasma de
titdnio) absorvem os diversos comprimentos de onda dos lasers de modos distintos e a

quantidade de calor gerada pode ser bem diferente. Portanto deve haver certo cuidado
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ao se avaliar relatos na literatura acerca dos incrementos de temperatura nas superficies
dos implantes®. Determinado estudo com laser de Er: YAG mostrou que as elevacdes
de temperatura foram significantemente maiores nos implantes cujas superficies
apresentavam revestimento de hidroxiapatita em detrimento aqueles cujas superficies
eram de titanio (p < 0.01). Isso possivelmente se deveu ao fato da hidroxiapatita
apresentar maior grau de absorcdo para o comprimento de onda emitido pelo laser de
Er:YAG (2940 nm)“,

Até o inicio da década de 1980 acreditava-se que a temperatura critica para
injurias ao tecido 0sseo seria em torno de 56°C porque a fosfatase alcalina se desnatura
nesse nivel. Porém, estudos posteriores comprovaram, através de modelos envolvendo
coelhos, que o aquecimento dos tecidos a uma temperatura de 50° C por um minuto
induz sinais de injaria vascular, enquanto que a elevacdo a 60°C provoca cessacao
permanente do fluxo sanguineo e necrose do 0sso*’. Elevacdes de temperatura a 47°C
durante um minuto resultam em danos as células adiposas, mas ndo provocam injdrias
as células 6sseas™®. Portanto, o incremento de 10°C parece ser o limiar critico para
comprometimento da vitalidade do tecido ésseo e a manutencdo de temperaturas entre
47 e 50 °C por mais de 60 segundos pode levar a injdrias irreversiveis ¢434748,

Para realizacdo do presente estudo padronizou-se o tempo de 10 segundos de
irradiacdo efetiva das superficies de titdnio com laser de diodo. Esse limite foi
estabelecido com base em trabalhos onde se demonstrou que em 10 a 12 segundos de
irradiacdo no modo continuo o valor de 47°C pode ser atingido *°.

A irradiacdo continua das amostras de titdnio permitiu que a temperatura
atingisse o limiar critico entre 1 e 5 segundos, dependendo do regime de poténcia e do
modo de aplicacdo (contato ou ndo contato). As temperaturas maximas na superficie

foram muito superiores ao limiar critico, atingindo valores médios entre 64 e 181°C.
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Entretanto, os tempos de resfriamento apo6s a cessacdao do uso do laser foram muito
curtos variando de 12 a 2,94 segundos. Considerando-se o tempo de irradiacdo de 10
segundos e os tempos de resfriamento espontaneo das amostras, pode-se aferir que os
valores se mantiveram acima de niveis criticos por, no maximo, 22 segundos.

E importante considerarmos que estudos in vitro apresentam algumas limitagdes
e os resultados tém que ser interpretados com cautela. A geracdo de calor provocada
pela irradiacdo laser, e a sua difusdo em discos de titanio sem contato com 0sso, pode
ser bem diferente daquela encontrada em implantes osteointegrados. Parte da energia
interage com o titanio e parte com os tecidos circunjacentes . Determinados autores
realizaram estudo com implantes comerciais inseridos em material sintético
apresentando difusividade térmica similar & do osso. Os implantes foram irradiados com
laser de diodo operando em 810 nm e na interface implante/material sintético a
temperatura critica de 47°C s6 foi atingida apds 14 segundos de irradiagdo no modo
continuo e poténcia de 2W “*®. Como no presente estudo a irradiacdo efetiva foi de
apenas 10 segundos, caso os discos estivessem inseridos em tecido dsseo ou material
sintético similar, poder-se-ia inferir que o limiar critico de temperatura ndo seria
atingido na interface implante/tecido circunjacente.

Esses dados sdo importantes porque numa situacao clinica, grandes quantidades
de calor geradas em curtos intervalos de tempo, permitiriam a eliminacdo de bactérias e
suas endotoxinas sem que houvesse dissipacdo acentuada de energia para os tecidos
adjacentes™ *°.

Durante o experimento, a superficie do disco de titanio absorve gradativamente
os fétons emitidos pelo laser e os converte em calor, 0 que leva a um aumento gradual
da temperatura superficial. Os dados captados pela camera termogréfica ao longo do

tempo em cada ponto (A, B e C) da amostra confirmaram essa tendéncia de acimulo de
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calor, j& que houve diferenca estatisticamente significativa de temperatura entre os
instantes 5 e 9 segundos e entre 9 e 13 segundos de irradiacdo em praticamente todas as
analises intragrupos.

A poténcia de um laser pode ser conceituada como o numero de fotons emitidos
por segundo. Se a poténcia aplicada em determinado experimento foi maior, houve
maior taxa de transferéncia de fétons e, consequentemente, maiores incrementos de
temperatura em funcio do tempo para aquelas amostras. A medida que se aumentou 0s
valores de poténcia do laser, tanto no modo contato quanto ndo contato, houve aumento
das temperaturas médias nas amostras de titanio.

As densidades de poténcia (TABELA 1) foram consideravelmente maiores para
0s grupos irradiados no modo contato em detrimento a0 modo ndo contato. A
transferéncia de calor foi mais intensa e as temperaturas médias aferidas foram mais
elevadas para os grupos do modo contato, o que pode ser explicado pelo aumento do
coeficiente de absor¢édo do titanio a medida que se aumenta a temperatura do objeto em
estudo. Porém, houve diferenca estatisticamente significativa apenas nas comparagoes
de alguns pontos e os incrementos foram maiores para a poténcia de 1W.

Inimeros sdo os protocolos de utilizacdo de lasers para descontaminacdo da
superficie de implantes dentarios de titdnio sugeridos na literatura, mas a possibilidade
de alteracGes estruturais nas superficies dos mesmos capazes de impedir a reinsercao do
tecido epitelial e 6sseo sempre foi motivo de grandes preocupacgdes entre os clinicos e
pesquisadores™.

As analises microscopicas (MEV) ndo evidenciaram quaisquer alteracoes
qualitativas tais como areas de fusdo, perda de porosidade, micro fraturas ou alteragdes
crateriformes nas superficies dos discos apds a irradiacdo com laser de diodo quando

comparadas aquelas do grupo controle, o que € compativel com os relatos de inimeros
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autores'”*®. Esse resultado era absolutamente esperado ja que a temperatura de fusdo do
titanio gira em torno de 1668 °C, e mesmo as temperaturas mais altas aferidas no grupo
com regime de maior poténcia (3W) foram inferiores a 200 °C *°.

Um estudo in vitro procurou avaliar o efeito inibitorio do laser de CO,, em
regime de baixa poténcia, na proliferacdo de bactérias envolvidas na etiopatogenia da
periimplantite (P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans) e a eficicia na inativacéo de
lipopolissacarideos (LPS) produzidos pelas mesmas. Os autores concluiram que esse
laser provocou reducdo bacteriana e inativagdo de LPS de forma estatisticamente

significativa™.

O presente estudo piloto foi conduzido com uma amostra muito restrita, o que
impossibilita a elaboracdo de uma avaliacdo estatistica consistente para determinar a
efetividade do sistema na neutralizacdo das moléculas de LPS. Porém, houve reducédo
nas concentracfes apos a irradiacdo laser quando comparadas ao controle nao irradiado,
0 que sinaliza possibilidade do calor gerado pelo laser de diodo na superficie de titanio
ter inativado parte das mesmas.

A complementacdo do trabalho serd realizada com uma amostragem mais
significativa, distribuida em grupos com aplicacdo de todos os valores de poténcia
anteriormente testados, para se averiguar a capacidade do sistema em neutralizar os

lipopolissacarideos (LPS) produzidos por Porphyromonas gingivalis.
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7. CONCLUSOES

Considerando-se os resultados obtidos com o presente estudo in vitro parece licito

concluir que:

() A oscilacao de temperatura aferida na superficie de titanio quando irradiada
no modo continuo com o laser de diodo (GaAlAs) nas poténcias de 1W, 2W ou
3W, modo contato e ndo contato, e num intervalo de tempo de 10 segundos,

parece estar dentro do limite de seguranca bioldgica;

(1) A geracdo de calor pela irradiacdo durante 10 segundos, no modo continuo,
sob poténcia de 1W, 2W ou 3W, quer no modo contato ou ndo contato, nédo foi

suficiente para promover alteracdes morfoldgicas na superficie de titanio;

(111) Pelo restrito numero de amostras utilizadas no estudo piloto, ndo se pode
afirmar que o laser de diodo no modo continuo, sob poténcia de 1W, tenha

eficacia na inativacgdo in vitro de lipopolissacarideos (LPS).
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Faz-se neceessario a complementacdo desse estudo in vitro incluindo valores de
poténcia mais elevados (2W e 3W) e maior nimero de amostras para se determinar a
real eficicia dos parametros levantados na inativacdo do LPS.

Estudos mais detalhados, tanto in vitro quanto in vivo, e com outras
metodologias devem realizados para se averiguar se os fragmentos residuais das
moléculas LPS ainda poderiam ativar a cascata de eventos inflamatdrios que culminam

com a destruicdo do tecido Gsseo.
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