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RESUMO

A peri-implantite € um desafio clinico atual, sendo que a complexidade desse cenario
aumenta ao considerarmos que um mesmo protocolo de descontaminacgao pode levar
a resultados diferentes dependendo das caracteristicas da superficie do implante
tratado. O objetivo deste estudo foi utilizar um novo modelo in vitro para avaliar a
migracao de pré-osteoblastos, o potencial de descontaminacédo do titanio, mudancas
na rugosidade da superficie, alteracfes quimicas e modificacbes na molhabilidade de
microimplantes de titanio apés o uso de diferentes protocolos de descontaminacéo.
Para isto, foram utilizados no experimento 120 microimplantes de titanio lisos (L) e
120 rugosos (R). Para o grupo controle, foram selecionados aleatoriamente 15
microimplantes L e 15 R (L-C / R-C), enquanto que os demais foram incubados em
cultura de Escherichia coli. Em seguida, os microimplantes contaminados foram
tratados de acordo com 7 protocolos de descontaminacao diferentes, sendo:
submerséo em EDTA gel a 24% (EDTA; n=15), submers&o em clorexidina a 4% (CX;
n=15), limpeza com gaze embebida em clorexidina a 4% (GCX; n=15), limpeza com
gaze embebida em agua ultrapura (GMQ; n= 15), raspagem com cureta metalica (RA;
n=15), uso de escova de titanio (ETi; n=15) e implantoplastia (IP; n=15). As areas
contaminadas remanescentes foram avaliadas por imagens de microscopia eletrénica
de varredura (MEV), a composicao quimica foi determinada por espectroscopia por
dispersdo em energia (EDS), a molhabilidade pela técnica do menisco e a rugosidade
superficial por meio de um perfilador 6ptico. Apds, os microimplantes foram inseridos
em arcabougo impresso tridimensionalmente e preenchido com uma cultura 3D de
células pré-osteoblasticas (MC3T3-E1 subclone 14). A migracéo celular foi avaliada
por ensaio de luminescéncia apés 24, 72 e 120 h. Como resultado observou-se maior
concentracdo de bactérias no grupo R-C do que no L-C (p<0,0001). Ao comparar
microimplantes L e R dos grupos experimentais com seus respectivos grupos C, 0s
melhores resultados de descontaminagao foram obtidos nos grupos GCX, RA, ETi e
IP, sem diferenca entre esses protocolos (p<0,05). Alteracdes na rugosidade da
superficie foram observadas apos todos os tratamentos, com os grupos L-IP e R-IP
apresentando a superficie mais lisa e menos hidrofilica dentre todos (p<0,05). Com
excecgao do protocolo IP, todos 0s outros grupos apresentaram maior hidrofilia em
microimplantes R do que L (p<0,003). Todos os protocolos de descontaminacgéo






resultaram em menor porcentagem de Ti superficial quando comparado ao grupos
controles L-C ou R-C (p<0,002). Em relacdo a migracao celular, ndo foi observada
diferenca entre os grupos R as 24 h(p>0,05), mas os valores nos grupos L-IP e L-CX
foram estatisticamente inferiores ao do grupo L-C (p<0,05). As 120 h, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos L-C, L-EDTA, L-GCX, L-RA e L-ETi (p>0,05) e
entre os grupos R-C, R-EDTA e R-GCX (p>0,05). Assim, pode-se concluir que todos
0s protocolos avaliados levaram a alguma mudanc¢a na rugosidade, molhabilidade
e/ou deposicdo quimica superficial, sendo que os grupos GCX, RA, ETi e IP
apresentaram o melhor potencial de descontaminacdo tanto em microimplantes L
guanto em R. A migracéo celular, por sua vez, demonstrou melhor resultados com os
protocolos EDTA, GCX, RA e ETi nos microimplantes L e EDTA e GCX nos R. A
juncao de ambos os resultados sugere uma indicagéo do uso dos protocolos GCX, RA

e ETi em superficies lisas e GCX nas rugosas.

Palavras-chave: Peri-implantite. Descontaminagdo. Técnicas in vitro.






ABSTRACT

Evaluation of decontamination effects and sequential pre-osteoblast migration
to titanium microimplants in an in vitro approach using scaffolds produced by

additive manufacturing

Peri-implantitis is a current clinical challenge and the complexity of this scenario
increases considering that the same treatment can lead to different outcomes
depending on the implant surface characteristics. The objective of this study was to
use a new in-vitro model to assess titanium decontamination, surface roughness,
chemical changes, wettability and preosteoblast migration after using different
decontamination protocols. It was used 120 smooth (S) and 120 rough (R) titanium
microimplants at the experiment. For the control group, 15 S and 15 R microimplants
(R-C/S-C) were randomly selected, while the others were incubated in Escherichia coli
culture. Then, 7 different decontamination protocols were used: 24% EDTA gel
submersion (EDTA; n= 15), 4% chlorhexidine submersion (CHL; ; n= 15), surface
cleaning with gauze soaked in 4% chlorhexidine (GCHL; n= 15), surface cleaning with
gauze soaked in ultrapure water (GUW,; n= 15), scaling with metallic curette (SC;
n=15), titanium brush (TiB; n= 15) and implantoplasty (IP; n= 15). Remaining
contaminated areas were assessed by scanning electron microscopy (SEM) images.
The chemical composition was investigated by EDS, wettability by meniscus technique
and roughness by an optical profiler. After, microimplants were inserted in a 3D-printed
scaffold imbibed with a 3D-cell culture of preosteoblasts (MC3T3-E1 subclone 14).
Cellular migration was assessed with luminescence assay after 24, 72 and 120h. As
result, a higher bacteria concentration was observed in R-C than in S-C (p <0.0001).
When comparing S and R experimental groups with their respective control groups,
the best results were obtained with GCHL, S, TiB and IP protocols, with no difference
between them (p<0.05). Changes in surface roughness were observed after all
treatments, with S/R-IP presenting the smoother and lesser hydrophilic surface
(p<0.05). Apart from IP protocol, all the other R groups were more hydrophilic than S
microimplants (p<0.003). All decontamination protocols resulted in lower percentage

of superficial Ti when compared to S/R-C (p<0.002). Regarding cell migration, no






difference was observed between R groups at 24 h (p>0,05), but the values at groups
S-IP and S-CHL were statistically inferior than S-C (p<0,05). At 120h, there was no
statistical difference between the groups S-C, S-EDTA, S-CHL, S-GCHL and S-SC
(p>0.05), or between the groups R-C, R-EDTA and R-GCX (p>0.05). Thus, it can be
concluded that all decontamination protocols resulted in changes in roughness,
wettability and chemical composition, with GCHL, SC, TiB an IP presenting the best
decontamination potential for both S and R microimplants. On the other hand, cell
migration assay showed better results with the protocols EDTA, GCHL, SC and ETi for
S microimplants, and EDTA and GCHL for the R. The junction of those results suggest
an indication of the protocols GCX, SC and ETi for smooth surfaces and GCX for

rough.

Key words: Periimplantitis. Decontamination. In vitro techniques.
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37
Introducdo

1 INTRODUCAO

No século passado, a introducdo dos implantes osseointegrados como
alternativa para a reposicdo dentaria revolucionou a maneira de encararmos a
reabilitacédo oral. A aceitacao crescente por este tipo de tratamento se deve em parte
as altas taxas de sobrevivéncia dos implantes, observando-se valores entre 92,8 % e
97,1 % em controles de 10 anos (ALBREKTSSON; DONOS; WORKING, 2012; TING
et al., 2018). No entanto, o conceito de sucesso de tratamento é mais amplo do que o
a definicdo de sobrevivéncia, contamplando ndo s6 a manutenc¢&o do implante no sitio
de instalacdo, mas também a preservacao de uma saude peri-implantar mesmo frente
a constante exposi¢cao microbiana na cavidade bucal (DAUBERT; WEINSTEIN, 2019).

Ja nos primeiros 30 minutos apos a instalacdo de um implante, pode-se
notar a formacao de um biofilme em sua superficie (FURST et al., 2007; DAUBERT;
WEINSTEIN, 2019). Esta formacdo ocorre de maneira diferente do observado na
superficie dentaria gracas a influéncia de diferentes aspectos fisicos e quimicos da
superficie do implante. Além disso, diferentes superficies irdo atuar de maneira Unica
conforme sua rugosidade, composicdo quimica, pureza do titanio e energia livre
superficial (DAUBERT; WEINSTEIN, 2019). Em consequéncia deste cenario, a
perpetuacédo da presenca do biofilme leva a um continuo desafio bacteriano aos sitios
peri-implantares que, combinado a uma resposta imunolégica exacerbada, pode
resultar na peri-implantite (MOMBELLI; LANG, 1994; HEITZ-MAYFIELD; LANG,
2010).

A peri-implantite € um processo mediado por uma rede de citocinas pro-
inflamato6rias que acomete os tecidos peri-implantares (SMEETS et al.,, 2014;
SCHMINKE et al.,, 2015; WU, X. et al., 2019), levando a formacdo de bolsas,
sangramento, supuracao e perda de suporte 0sseo (LINDHE; MEYLE; GROUP, 2008;
RENVERT; POLYZOIS; MAGUIRE, 2009). A instalacdo e progressao deste quadro é
diretamente dependente da presengca de microrganismos, sendo notada
predominantemente uma microbiota anaerdbica gram-negativa (MOMBELLI; LANG,
1998; LEONHARDT; RENVERT; DAHLEN, 1999; RENVERT; POLYZOIS; MAGUIRE,
2009).
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Atualmente, a peri-implantite tem sido razdo de grande preocupacéo na
rotina clinica. Um dos motivos € sua alta prevaléncia, atingindo cerca de 9,25% dos
implantes instalados e 19,83% dos pacientes (LEE, C. T. et al., 2017). Contudo, estes
valores podem estar super ou subestimados, visto que ha uma falta de consenso entre
os levantamentos epidemiolégicos quanto aos critérios que determinam uma peri-
implantite (LEE, C. T. et al., 2017).

Alguns dos possiveis fatores que contribuem para estes valores
expressivos de prevaléncia sdo o aumento na demanda por tratamentos envolvendo
reabilitacbes com implantes dentarios e o nivel variado de treinamento dos
profissionais que oferecem estes servicos (DAUBERT et al.,, 2015; DERKS et al.,
2016; FLETCHER et al., 2017). Além disto, a nocao de que implantes de superficies
rugosa favorecem a atividade osteoblastica e o processo de osseointegracao levaram
a maioria das empresas a oferecerem quase que exclusivamente implantes com este
tipo de superficie em seus catalogos (BARFEIE; WILSON; REES, 2015). No entanto,
€ sabido que superficies rugosas também favorecem o acumulo de biofilme quando
expostas ao meio bucal (BERMEJO et al., 2019), predispondo assim quadros de

mucosite peri-implantar e peri-implantite (MADI et al., 2018).

Um segundo ponto que gera preocupacdo quanto ao aumento da
prevaléncia da peri-implantite € a incerteza de qual o melhor tratamento para estes
casos (TING et al., 2018). Devido as suas similaridades etioldgicas com a doenca
periodontal, o que se observa é uma tendéncia pela utilizacdo de protocolos baseados
no tratamento da periodontite. No entanto, esta légica ndo € precisa e uma transcricao
direta dos resultados obtidos na descontaminagdo da superficie dentaria ndo pode ser
feita para a descontaminagédo de implantes (RENVERT; POLYZOIS; MAGUIRE,
2009). Assim, embora diferentes abordagens ja tenham sido descritas na literatura,
nenhuma é tida como a ideal (SMEETS et al., 2014; TING et al., 2018).

Um aspecto comum a todas estas modalidades de tratamento esta na
tentativa de controle da inflamacgéo peri-implantar através da supressdo bacteriana
local, envolvendo tanto a remocdo do biofilme quanto a descontaminacdo e
condicionamento da superficie implantar (MOMBELLI, 2002). Para isto, na maioria dos
casos um acesso cirargico a superficie do implante é necesséario (RENVERT et al.,
2019). Em seguida, para realizar a descontaminacéo, diversos métodos mecanicos e

guimicos ja foram utilizados isoladamente ou em combinac&o, como o uso de curetas



39
Introducdo

metalicas ou plasticas, pontas ultrassbnicas, jateamento abrasivo, laser,
implantoplastia, clorexidina, acido citrico, tetraciclina, acido etilenodiamino tetra-
aceético (EDTA), soro fisiolégico, entre outros (DAUBERT; WEINSTEIN, 2019).

Contudo, embora realmente promovam a descontaminacdo com maior ou
menor eficiéncia, estes tratamentos tém o potencial de alterar a superficie dos
implantes ao promover ranhuras, derretimento e deposicédo quimica, influenciando na
viabilidade do implante e na resposta celular (DAUBERT; WEINSTEIN, 2019). Assim,
€ de extrema importancia compreender o impacto das técnicas de descontaminacao
e desintoxicacdo sobre a superficie do implante, visto que a eficacia do controle
bacteriano de um protocolo ndo esta diretamente relacionada a sua capacidade de
restaurar a biocompatibilidade desta superficie (SCHWARZ et al., 2005; SCHWARZ
et al., 2006a; KOTSAKIS et al., 2016).

O desfecho ideal do tratamento da peri-implantite € regenerar 0 0sso
perdido e obter reosseointegracdo entre a superficie do implante descontaminada e o
novo osso formado. A reosseointegracdo pode ser definida como evidéncia
histol6gica de novo contato entre 0sso e implante em uma superficie previamente
contaminada (FLETCHER et al., 2017). O objetivo de se buscar a reosseointegracéo
€ propiciar uma maior estabilidade do nivel 6sseo a longo prazo, visto que o selamento
promovido pelo tecido mole na interface com o implante € fraco, podendo ser

clinicamente transcrito como um risco aumentado a inflamacao (ATSUTA et al., 2016).

Devido a necessidade de evidéncia histolégica, ensaios clinicos
randomizados ndo podem verificar a ocorréncia da reosseointegracdo. Como
alternativa, muitos artigos avaliam o preenchimento do defeito 6sseo por meio de
imagens radiograficas ou cirurgias de reentrada como uma maneira de identificar a
resposta 0ssea a diferentes protocolos de descontaminacéo e terapias regenerativas
(SCHWARZ et al., 2013; FROUM; ROSEN, 2014). Contudo, estudos pré-clinicos
(KOLONIDIS et al., 2003; PERSSON et al., 2004; ALHAG et al., 2008) e escassos
relatos de caso (WOHLFAHRT et al., 2011; FLETCHER et al., 2017; KIM, S.; HU;
JUNG, 2018) ja demonstraram histologicamente a possibilidade de se obter

reosseointegracao de superficies previamente contaminadas.

De acordo com estudos pré-clinicos sobre terapias regenerativas, a

reosseointegracdo € um fendmeno imprevisivel, ocorrendo em 1 a 84% da area
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tratada e atingindo menos de 1,2 mm da altura do implante (ALHAG et al., 2008;
RENVERT; POLYZOIS; MAGUIRE, 2009). Além disto, a reosseointegracdo nao é
alcancada em boa parte dos implantes, sendo comumente notada a presenca de uma
capsula de tecido conjuntivo entre a superficie de titanio e o osso (PERSSON et al.,
1999; SCHWARZ et al., 2006a). Por este motivo, o uso de estudos in vitro que buscam
mimetizar aspectos do ambiente clinico séo interessantes para compreender como as
dindmicas de contaminacdo e descontaminagdo podem impactar na

biocompatibilidade da superficie do implante.

A realizacao de estudos pré-clinicos € imperativa para investigar como os
tecidos peri-implantares interagem com a superficie descontaminada do implante
antes de desenvolver estudos clinicos randomizados; no entanto, eles envolvem altos
custos e preocupac0es éticas. Por este motivo, estudos in vitro sdo fundamentais para
coletar informacdes preliminares que serdo usadas para guiar a metodologia de
futuros experimentos pré-clinicos, reduzindo o nimero de animais utilizados e o custo

da investigagéo.

A metodologia proposta neste estudo busca criar um sistema mais fiel a
apresentacao fisica da interface osso-implante do que os protocolos utilizando discos
de titAnio. Fazendo uso deste sistema metodologico, o objetivo deste estudo foi avaliar
gual protocolo de descontaminacdo estd relacionado a maior migracdo de pré-
osteoblastos partindo de um arcabouco impresso tridimensionalmente até a superficie
descontaminada de microimplantes de titanio. Além disto, foi avaliado o potencial de
descontaminacdo destes diferentes protocolos, bem como as mudancas de
rugosidade, composi¢cdo quimica e molhabilidade que promoveram nas superficies

tratadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Saude peri-implantar

O advento dos implantes osseointegrados como alternativa reabilitadora
revolucionou a abordagem direcionada ao tratamento de pacientes parcial ou
totalmente edéntulos. A aceitacéo e popularizacédo deste tipo de tratamento se deve
em grande parte a sua alta previsibilidade, com niveis de sucesso na faixa dos 92,8 %
aos 97,1 % em controles de 10 anos (ALBREKTSSON; DONOS; WORKING, 2012;
SRINIVASAN et al., 2014).

Histologicamente, 0 que se sabe sobre as caracteristicas de um sitio peri-
implantar saudavel é em sua maioria baseado em achados de estudos em animais.
Do ponto de vista 6sseo, um implante apresenta-se idealmente osseointegrado. Isto
significa a presenga de uma conexao estrutural e funcional direta entre 0sso vivo e a
superficie carregada do implante (BRANEMARK et al., 1977).

Comparado ao tecido periodontal, € possivel destacar um epitélio juncional
comumente mais longo e a auséncia de insercdo de fibras do tecido conjuntivo ao
longo do implante (BERGLUNDH et al., 2018). Além disto, h4 menor vascularizacao
na regido entre a margem o6ssea e o epitélio juncional, bem como uma reducao no
namero de fibroblastos e a presenca de fibras coldgenas densamente compactadas
(LIN; CHAN; WANG, 2013; BERGLUNDH et al., 2018).

A margem gengival ao redor do implante pode ser composta por mucosa
ceratinizada ou ndo ceratinizada (WU, Q. et al.,, 2015). Nesta regido, as fibras
colagenas do tecido conjuntivo se posicionam paralelamente a superficie do implante,
propiciando maior vulnerabilidade frente a inflamacdo induzida por placa
(BERGLUNDH et al.,, 1991; BUSER et al., 1992). A presenca de faixa de tecido
ceratinizado pode atenuar este efeito, reduzindo a probabilidade de quadros de peri-
implantite (LIN; CHAN; WANG, 2013; WU, Q. et al., 2015).

Segundo Berglundh et al. (BERGLUNDH et al., 2018), um tecido peri-
implantar saudavel & caracterizado pela auséncia de eritema, sangramento a

sondagem, tumefacao e supuracao.
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2.2 Peri-implantite

Atualmente sabe-se que a peri-implantite € uma doenca multifatorial
complexa, tendo varios fatores atrelados a perda 6ssea marginal. Dentre eles, é
possivel destacar a corrosdo e os danos na superficie do implante, a sobrecarga
oclusal e a presenca de material cimentador no sulco gengival (FU; HSU; WANG,
2012; MOUHYI; DOHAN EHRENFEST; ALBREKTSSON, 2012; KORSCH; OBST;
WALTHER, 2014). Contudo, h4 um consenso na literatura de que o acumulo de
biofilme seja o ponto chave para o estabelecimento da peri-implantite (MOMBELLI;
LANG, 1994; HEITZ-MAYFIELD; LANG, 2010).

Desde sua instalacdo, o implante é exposto ao meio bucal e, com isto, a
um constante desafio bacteriano. Isto pode ser facilmente exemplificado pelo fato de
gue nos primeiros 30 minutos apds sua implantacéo, ja é possivel notar a formacéo
do biofilme em sua superficie (FURST et al., 2007). Além disso, nas semanas
seguintes pode-se notar o estabelecimento de microbiota associada a peri-implantite
(VAN WINKELHOFF et al., 2000; QUIRYNEN et al., 2006). Contudo, € importante
frisar que a formacéao do biofilme sobre a superficie implantar ndo corresponde a uma
sequéncia de processos analogos as ocorridas na superficie dentaria, visto que ha
diferencas fisicas e quimicas entre estes elementos (LANG; BERGLUNDH,;
WORKING GROUP 4 OF SEVENTH EUROPEAN WORKSHOP ON, 2011). De fato,
caracteristicas como a composicao quimica, rugosidade e energia superficial podem
levar a padrdes de adesdo bacteriana distintos até mesmo entre diferentes tipos de
implante (HAN et al., 2016).

De modo geral, implantes com superficie rugosa tendem a uma maior
formacédo de biofiime quando comparados a implantes lisos (ROMEO; GHISOLFI;
CARMAGNOLA, 2004; QUIRYNEN et al., 2006; SUBRAMANI et al., 2009). Alguns
autores, no entanto, ponderam que a condicdo periodontal influencia mais na
gualidade do biofilme e na propor¢cdo de colonizadores iniciais do que as
caracteristicas da superficie do implante em si (MARTINEZ-HERNANDEZ,
OLIVARES-NAVARRETE; ALMAGUER-FLORES, 2016). Contudo, vale ressaltar que
ainda assim existem peculiaridades quanto a composi¢cao da microbiota peri-implantar
guando comparada a periodontal (DAUBERT; WEINSTEIN, 2019).
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Em sitios peri-implantares saudaveis, o biofime é colonizado
predominantemente por cocos e bastonetes gram-positivos (FURST et al., 2007). Este
perfil é alterado nas regifes de peri-implantite, apresentando em sua maioria uma
colonizacdo polimicrobiana gram-negativa anaerdbica facultativa ou estrita
(CERBASI, 2010; CHARALAMPAKIS et al., 2012). Mesmo com muitos esforcos sendo
feitos para discriminar a composicdo bacteriana de biofilmes em sitios peri-
implantares saudaveis ou doentes, ndo h4 um consenso quanto a um tipo bacteriano
isolado capaz de perturbar a microbiota peri-implantar e levar a um quadro de disbiose
(DAUBERT; WEINSTEIN, 2019).

Outro aspecto do biofilme que merece atencdo € sua capacidade de
promover alteracdes eletro-condutivas na superficie do implante, levando a geracéo
espontanea de eletricidade e corroséo do titanio (POZHITKOV et al., 2015; SRIDHAR
et al., 2015). Este fenbmeno pbde ser observado clinicamente por Safioti et al. (2017),
quando coletaram o biofilme de 30 pacientes em 20 sitios com implantes saudaveis e
20 em regibes de peri-implantite. Ao fim do estudo, foram encontrados niveis de titanio

guase oito vezes superiores no material oriundo das areas doentes (p=0,033).

Apés a formacdo do biofilme sobre a superficie do implante, a peri-
implantite é desencadeada em decorréncia de uma resposta imuno-inflamatoria
excessiva do hospedeiro (MOMBELLI; LANG, 1994; HEITZ-MAYFIELD; LANG, 2010).
Frente ao desafio bacteriano ocasionado pelo biofiime, o sistema imune mobiliza
neutrofilos, células T, células B e macréfagos, induzindo uma resposta inflamatéria
local no sitio afetado (FERNANDES; GOMES, 2016). Em seguida, a manutencéo da
doenca e a destruicdo tecidual € ocasionada por um desequilibrio entre citocinas proé-
inflamatorias e anti-inflamatérias (FERNANDES; GOMES, 2016). Somado a isto, a
interacdo entre células imuno-inflamatérias e o tecido 0sseo libera enzimas,
subprodutos e citocinas relacionadas ao dano 6sseo (CERBASI, 2010; FERNANDES;
GOMES, 2016). Desta forma, este tecido peri-implantar torna-se caracterizado por
uma vascularizagéo intensa e a presenca de infiltrado de células inflamatorias, como
linfcitos, macrofagos e células plasmaticas, sendo constantemente acompanhado
pela presenca de defeitos 0sseos circunferenciais (LINDHE et al., 1992;
LEONHARDT; RENVERT; DAHLEN, 1999; PERSSON et al., 2001b).

Visto que a relacéo da peri-implantite com o acumulo de placa é claro, seria

l6gico evitar o uso de implantes com superficies favoraveis a esta adeséo. No entanto,
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com a nocao de que superficies rugosas também favorecem a estabilidade primaria,
a atividade osteoblastica, a sintese da matriz extracelular e a mineralizacdo 0ssea,
houve uma mudanca de paradigma na implantodontia que terminou por preconizar o
uso quase que exclusivo deste tipo de superficie (ALBREKTSSON; WENNERBERG,
2004; GUTWEIN; WEBSTER, 2004; MEIRELLES et al., 2007). Para transformar a
superficie de um implante liso em rugosa, sédo aplicados processos que resultam em
alteracbes fisico-quimicas e que levam a modificagbes de rugosidade e tensdo
superficial, aumentando assim sua afinidade com o tecido 6sseo (ALBREKTSSON;
WENNERBERG, 2004; GUTWEIN; WEBSTER, 2004; WENNERBERG et al., 2011;
SCHWARTZ-FILHO et al., 2012; BERMEJO et al.,, 2019). Em decorréncia disto,
atualmente, a maioria dos implantes encontrados nos catalogos das empresas
apresentam superficies rugosas (BARFEIE; WILSON; REES, 2015). Este uso quase
gue exclusivo de implantes rugosos pode ter parte na crescente prevaléncia da peri-
implantite observada atualmente (TARNOW, 2016). No entanto, os valores de
prevaléncia ainda podem ser questionados pois sdo comuns na literatura discussoes

guanto a precisdo dos estudos epidemioldgicos envolvendo a peri-implantite.

Em sua revisdo sistematica com metandalise sobre a prevaléncia da
mucosite peri-implantar e da peri-implantite, Lee et al. (2017) destacaram as diferentes
medidas entre a margem 6ssea € o limite coronal da porcao intra-6ssea do implante
gue os autores adotaram para definir um quadro de peri-implantite. Como esperado,
concluiram gue estas divergéncias podem mascarar os resultados dos levantamentos
epidemioldgicos. Esta falta de unidade entre os autores chega a atingir até mesmo os
resultados de revisbes sistematicas, visto que os critérios de inclusdo e exclusao

adotados nestes artigo podem resultar na analise de pesquisas distintas.

Em seu estudo, Atieh et al. (2013) observaram a prevaléncia da peri-
implantite em 9,6% dos implantes e 18,8% dos pacientes, enquanto que a da mucosite
peri-implantar em 30,7% e em 63,4%, respectivamente. Derks et al. (2015), por sua
vez, encontraram uma prevaléncia de peri-implantite em 22% dos pacientes e de
mucosite peri-implantar em 43%. Ja para Lee et al. (2017), foi observada a prevaléncia
de peri-implantite em 9,25% dos implantes e 19,83% dos pacientes, e de muscosite

peri-implantar em 29,48% dos implantes e 46,83% dos pacientes.
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Devido a essa divergéncia de definicbes, esfor¢cos tém sido feitos visando
unificar conceitos para padronizar a linguagem e a producao cientifica. Segundo o
altimo proceedings do Workshop Mundial para a Classificacdo das Doencas e
Condicdes Periodontais e Peri-Implantares (BERGLUNDH et al., 2018) o diagndstico
da peri-implantite baseia-se na presenca de sangramento e/ou supuracdo a
sondagem, aumento da profundidade de sondagem quando comparado a exames
anteriores e a presenca de perda dssea superior aquela observada ap6s o
remodelamento inicial. Estes critérios deixam claro um ponto fraco da classificacéo,
gue é a necessidade de acesso aos achados clinicos e radiograficos de controles
periodicos, o que muitas vezes ndo corresponde a rotina clinica. Nestes cenéarios, a
peri-implantite pode ser baseada na presenca de sangramento e/ou supuragdo a
sondagem, profundidade de sondagem = 6 mm e nivel 6sseo = 3 mm, apicalmente

posicionado em relacdo a parte mais coronal da porcao intra-6éssea do implante.

Em uma recente revisdo de revisdes sistematicas, Ting et al. (2018)
elencaram alguns dos principais achados relacionados a peri-implantite, sendo:

1) A maior ocorréncia de peri-implantite é apés 5 anos de funcgéo;

2) HA maior ocorréncia de peri-implantite em pacientes com
periodontite agressiva, periodontite cronica e/ou com historico de
periodontite;

3) Ha maior ocorréncia de peri-implantite em fumantes;

4) Ha maior liberacdo de IL-1p e TNF-a em sitios com peri-implantite;

5) O perfil microbiologico da peri-implantite € diferente do encontrado
na periodontite;

6) O diabetes descompensado e as doencgas cardiovasculares sao
doencas de risco para a peri-implantite, mas nédo a artrite
reumatoide;

7) Qualquer intervencdo ndo-cirdrgica, isolada ou ndo, apresenta
resultados mais promissores do que apenas o debridamento;

8) O tratamento cirurgico pode reduzir a profundidade de sondagem;

9) A regeneracdo 0ssea guiada € imprevisivel no tratamento da peri-

implantite;
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10) Diferentes combinacdes de procedimentos para tratamentos
cirdrgicos ou nao-cirargicos podem ser efetivas no tratamento da
peri-implantite;

11) N&o h& evidéncia de que uma opc¢dao terapéutica seja mais efetiva
do que outra no tratamento da peri-implantite;

12) A implementacédo de terapia de controle em pacientes de risco é
fundamental para reduzir a ocorréncia de peri-implantite;

13) Mais estudos clinicos randomizados que adotem definicBes
padronizadas de peri-implantite sdo necessarios para avaliar todos

as opcoes de intervencéao.

2.3 OpcoOes de tratamento para a peri-implantite

Embora uma variedade de abordagens ja tenha sido descrita para o
tratamento de peri-implantite, todas apresentam em comum o mesmo foco em
controlar a inflamacao a partir da descontaminacéo bacteriana e a detoxificacdo da
superficie do implante (MADI et al.,, 2018). Para isto, Mombelli (2002) aponta a
importancia de cinco pontos na elaboracdo de terapias para resolugcdo da peri-

implantite, sendo:

e Remocao e/ou perturbacdo do biofilme bacteriano na bolsa peri-
implantar;

e Descontaminacéo e condicionamento da superficie do implante;

e Remocdao de sitios desfavoraveis a higienizacao oral,

e Estabelecimento de um regime de controle de placa efetivo;

e Regeneracao e reosseointegracado do implante descontaminado.

Assim, de forma ampla, duas grande ramificacbes englobam as
possibilidade de tratamento da peri-implantite: a remoc¢&o do implante e inicio de um
novo planejamento implantoddntico, ou a preservacédo do implante com a utilizacéo
de técnicas conservadoras, ressectivas ou regenerativas em conjungdo com
procedimentos de descontaminacéo da superficie implantar (RENVERT; POLYZOIS;
MAGUIRE, 2009; MADI et al., 2018). Visto que esta tese se baseia nos efeitos da
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descontaminacédo da superficie de implantes, apenas a segunda via de tratamentos

sera abordada nesta revisao de literatura.

E possivel dizer que as modalidades terapéuticas propostas para a
descontaminacédo peri-implantar se baseiam em preceitos adotados para o controle
da periodontite (RENVERT; ROOS-JANSAKER; CLAFFEY, 2008). Isto se deve as
similaridades etiolégicas e de progressdo de ambas as doencas (RENVERT,;
POLYZOIS; MAGUIRE, 2009; SMEETS et al.,, 2014). No entanto, é impossivel
transcrever o sucesso e a previsibilidade de tratamento imposto a superficie radicular
aos resultados que seriam obtidos com sua aplicacdo em implantes. Diferencas
anatdbmicas 6bvias, como a presenca de roscas e rugosidade elevada, afastam o
cenario clinico entre implantes e dentes. Além disto, a propria singularidade quimica
apresenta sua influéncia (RENVERT; POLYZOIS; MAGUIRE, 2009). Assim, ao
contrario do arsenal de possibilidades utilizado na debridacdo e biomodificacdo da
superficie radicular, a selecdo de técnicas para implantes deve ser considerada com
mais cautela, visto que podem promover alteracdes na superficie ao riscar, derreter
ou depositar residuos sobre o implante, comprometendo sua biocompatibilidade
(DAUBERT; WEINSTEIN, 2019).

Ao optar por preservar o implante em seu sitio de implantacéo, € possivel
englobar os tratamentos de controle da peri-implantite em dois grandes grupos, sendo
um nao-cirdrgico e outro cirargico (SUBRAMANI; WISMEIJER, 2012; MADI et al.,
2018). Segundo Subramani et al. (2012), quatro pontos devem ser contemplados
pelas terapias nado-cirurgicas, sendo:

1) A implementacdo de um efetivo controle de placa, que devera ser
rigorosamente adotado pelo paciente;

2) A utilizacdo de meios mecanicos de debridamento, como curetas,
pontas ultrassénicas, tacas de borracha e pasta de polimento;

3) Adogdo de um regime de bochechos diarios com agentes
antimicrobianos suplementados por uma aplicacéo local de géis ou
solugdes antibacterianas;

4) Utilizagdo de antibioticoterapia sistémica ou local utilizando
dispositivos de liberagéo lenta.
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Embora as terapéuticas nao-cirdrgicas sejam bem empregadas em
guadros iniciais de peri-implantite, estudos demonstram que o tratamento cirdargico
apresenta resultados mais promissores, visto que a utilizagdo de retalhos favorece o
acesso e a descontaminacdo do sitio (CLAFFEY et al., 2008; RENVERT; ROOS-
JANSAKER; CLAFFEY, 2008). Roccuzzo et al. (2017) incluiram em sua revisédo
sistematica 20 ensaios clinicos randomizados com pelo menos 6 meses de controle e
concluiram que as terapias ndo-cirurgicas ndo foram uteis no tratamento de defeitos
intradsseos, enquanto que a terapia cirurgica facilitou o debridamento subgengival e
reduziu a profundidade de sondagem. Ainda assim, um recente consenso da FDI
(Federacdo Dentaria Internacional) sugere a adocao inicial de uma terapia nao-
cirirgica para permitir ao profissional avaliar a resposta cicatricial do tecido e o
comprometimento do paciente em aderir ao regime de higiene bucal (RENVERT et al.,
2019).

Os métodos cirargicos, por sua vez, podem envolver procedimentos
ressectivos ou regenerativos. As técnicas ressectivas utilizam-se da resseccdo 6ssea
e reposicionamento de tecido mole a fim de reduzir a bolsa peri-implantar e favorecer
a higienizacao do implante e do componente protético pelo paciente e pelo profissional
(DAUBERT; WEINSTEIN, 2019). Por este motivo, sdo indicadas em sitios com pouca
perda 6ssea a fim de ndo resultar em comprometimentos estéticos severos, como a
exposicao dad cinta metalica do implante (SUBRAMANI; WISMEIJER, 2012). Assim,
em situacdes de maior perda 6ssea, procedimentos regenerativos sdo indicados.
Independentemente da abordagem de escolha, o debridamento do defeito 6sseo e a
descontaminacédo do implante sdo necessarios em ambos os casos (MADI et al.,
2018). Ainda assim, terapias cirirgicas também apresentam uma previsibilidade
limitada, sendo observado por Leonhardt et al. (1999) em estudo clinico um sucesso

de cerca de 60% dos casos tratados.

Para a descontaminacdo do implante, varios protocolos podem ser
empregados, como a utilizacdo de digluconato de clorexidina, acido citrico, jateamento
com abrasivos, escovas rotatorias, laser, gazes embebidas ou ndo em solucdo
antimicrobiana, entre outros (WETZEL et al.,, 1999; PERSSON et al.,, 2001b;
PERSSON et al., 2001a; VALDERRAMA; WILSON, 2013; VALDERRAMA et al., 2014,
TOMA et al., 2018). No entanto, n&o existe na literatura nenhum consenso sobre qual
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tratamento seja superior aos demais (ESPOSITO; GRUSOVIN; WORTHINGTON,
2012).

Algumas teorias que buscam justificar a baixa eficacia do tratamento da
peri-implantite afirmam que o biofilme n&o € completamente removido de superficies
rugosas (DAUBERT; WEINSTEIN, 2019), sendo que mesmo um pequeno
remanescente da contaminagdo pode reduzir a energia superficial do implante e
comprometer a adesao celular (KASEMO, 1983; OLEFJORD; HANSSON, 1993;
SENNERBY; LEKHOLM, 1993). Além disto, existe a sugestdo de que haja uma
formacdao rapida de um novo biofilme ap6s sua remocéo, podendo esse processo ser
mais veloz do que o da cicatrizagdo do tecido peri-implantar (DAUBERT; WEINSTEIN,
2019).

Outro argumento para justificar esta eficacia limitada € que apenas a
descontaminacao do implante ndo é o suficiente para a resolugédo da peri-implantite,
sendo que os métodos utilizados para esta finalidade, tanto quimicos quanto fisicos,
podem comprometer a biocompatibilidade do implante (SCHWARZ et al., 2006a;
KOTSAKIS et al., 2016). Nos préximos tépicos desta revisdo, serdo exploradas as
opcOes de tratamento avaliadas neste estudo bem como as possiveis modificacfes
superficiais que podem inflingir aos implantes.

2.3.1 Agentes quimicos

Muitos protocolos de descontaminacao se baseiam na premissa basica da
utilizacdo de agentes antimicrobianos. Para isto, uma grande gama de solucdes ja foi
avaliada, como a clorexidina, o &cido citrico, o peréxido de hidrogénio, o acido
fosforico e diversos antibioticos (MOMBELLI, 2002; SUBRAMANI; WISMEIJER, 2012,
VALDERRAMA et al., 2014; TING et al., 2018).

A clorexidina é um dos agentes antimicrobianos mais utilizados na
periodontia devido a sua eficacia contra periodontopatdgenos (EICK et al., 2011),
sendo também observado um potencial de descontamina¢do em implantes (GOSAU
et al., 2010). Esta solucdo é uma bisbiguanida catidbnica de amplo espectro
antibacteriano, alta adsorcdo nos tecidos bucais, baixa toxicidade e acgao
bacteriostatica continua (GOSAU et al., 2010). Seu uso na Odontologia é justificavel
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por reduzir a formacdo do biofilme, comprometer a adesdo bacteriana aos tecidos
bucais e induzir a lise das bactérias (FIORELLINI; PAQUETTE, 1992). Este fendmeno
se da pelo aumento da permeabilidade da membrana celular bacteriana
acompanhado pela coagulacdo das macromoléculas citoplasmaticas intracelulares
(GOFFIN, 1998).

Embora apresente baixa citotoxicidade, o efeito da clorexidina é
influenciado pela sua concentracédo e tempo de exposi¢cédo. Deste modo, quando em
concentracfes altas ou longa exposicao, ela pode afetar a viabilidade de osteoblastos
ao inibir a proliferacdo celular e a sintese de colageno, aumentar o Ca?* intracelular,
aumentar o stress oxidativo, perturbar a fungdo mitocondrial e induzir a morte celular
(GIANNELLI et al., 2008; LEE, T. H. et al., 2010). No entanto, Verdugo et al. (2011)
nao observaram alteracdes fenotipicas ou citotoxicidade em osteoblastos expostos a

clorexidina 0,2% por 1 minuto e clorexidina 1% por 30 segundos.

Ao utilizar a clorexidina como material de irrigacdo ou meio de imerséao,
resultados de moderada ou baixa descontaminacdo costumam ser observados
(KOBAN et al., 2011; NTROUKA et al., 2011; KOTSAKIS et al., 2016; ROMANOS et
al., 2016). Embora alguns autores sugiram que nao haja diferenca na eficacia do uso
da clorexidina em superficies lisas ou rugosas (NTROUKA et al., 2011), outros
sugerem que a presenca de depressdes e micro-fossas nas superficies rugosas pode
prejudicar o desempenho da solucéo ao dificultar seu acesso as bactérias (CAl et al.,
2019).

Outro agente quimico explorado no tratamento da peri-implantite € o EDTA
(WOHLFAHRT et al., 2012; MACHTEI et al., 2016). O uso do EDTA na Odontologia
se baseia principalmente em seu potencial quelante, sendo aplicado em
procedimentos regenerativos para a remocao de smear layer antes da utilizacao de
biomateriais (BHUTDA; DEO, 2013). Em estudo pré-clinico em céaes, Machtei et al.
(2016) utilizaram EDTA 24% para descontaminar implantes previamente induzidos a
peri-implantite por meio de ligaduras. O método demonstrou relativa eficacia, visto que
apos 3 meses foi observada nova formacao 0ssea em todos 0s grupos experimentais
e controle. Por usa vez, Wohlfahrt et al. (2012) conduziram um estudo clinico
randomizado onde realizaram procedimentos regenerativos em 32 sitios previamente
com peri-implantite. Estes implantes tiveram suas superficies debridadas com curetas

de titanio e receberam uma aplicacdo de EDTA 24% por 2 minutos, seguida por
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lavagem com soro fisioldgico. Apos 12 meses, este protocolo levou a uma reducao
média de 2,6 mm da profundidade de sondagem. Por outro lado, outros estudos
apontam para uma ineficacia no uso do EDTA como agente antimicrobiano
(ARWEILER et al.,, 2002; NTROUKA et al.,, 2011; HENDERSON et al., 2013),

contraindicando seu uso em casos de peri-implantite.

Embora o uso de agentes quimicos antimicrobianos seja capaz de reduzir
a carga bacteriana, aparentemente ele ndo € efetivo sem a associacdo com um
debridamento mecanico (HALLMON; REES, 2003; GOSAU et al., 2010; KRAYER;
LEITE; KIRKWOOD, 2010). Isto porque o debridamento mecanico combinado a
utilizacdo de agentes quimicos pode auxiliar na remogéo de calculo, biofilme e tecido
de granulacdo, criando um efeito sinérgico entre as abordagens (SUBRAMANI;
WISMEIJER, 2012).

2.3.1 Agentes fisicos

A utilizacdo de abordagens fisicas busca perturbar a organizacdo do
biofilme mecanicamente como forma de descontaminar a superficie do implante. Para
isto, alguns autores recomendam o uso de curetas plasticas, de carbono ou de resina
pois elas ndo geram danos significativos a superficie dos implantes (RUHLING et al.,
1994; AUGTHUN; TINSCHERT; HUBER, 1998; MENGEL et al., 1998;
VALDERRAMA; WILSON, 2013). Contudo, também €& observada uma ineficacia na
remocao do biofilme com esta abordagem (AUGTHUN; TINSCHERT; HUBER, 1998).
Toma et al. (2018) n&do observaram diferenca no volume de biomassa encontrado em
discos tratados com curetas plasticas comparado a discos ndo descontaminados.
Além disso, embora ndo promovam ranhuras na superficie, Louropoulou et al. (2015)
observaram a deposicdo de material plastico nos implantes apos a raspagem de
superficies rugosas. De forma semelhante, Yang et al. (2015) também observaram a

deposicao de detritos recobrindo entre 10% a 20% das superficies avaliadas.

Ao contrario das curetas plasticas ou de titanio, a utilizacdo de curetas
metalicas pode danificar o implante ao aplainar superficies, criar ranhuras e remover
arestas e irregularidades (RUHLING et al., 1994; MENGEL et al., 1998; HALLMON;
REES, 2003). Mengel et al. (1998) observaram remoc¢éo de 0,83 ym de material
superficial apOs utilizar curetas metalicas por 20 segundos, em comparacao aos
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0,19um observados com o uso de curetas de titanio e ultrassom com pontas plasticas.
Alguns autores afirmam que modificacbes superficiais que reduzam a rugosidade
podem ter carater benéfico ao diminuir o potencial de adeséo bacteriana ao implante
(DUARTE et al., 2009). Por outro lado, outros pesquisadores também supdem que a
presenca de ranhuras pode facilitar a colonizacdo bacteriana (SUBRAMANI;
WISMEIJER, 2012). De qualquer modo, mesmo apresentando melhor desempenho
que as curetas plasticas, a utilizagdo de curetas metalicas parece ter um potencial
limitado de descontaminacgao devido ao acesso prejudicado pelo formato das roscas
e a rugosidade das superficies (AUGTHUN; TINSCHERT; HUBER, 1998;
CHARALAMPAKIS et al., 2012; VALDERRAMA; WILSON, 2013).

Buscando por um método mecéanico efetivo e que ndo levasse a
modificacdes drasticas de superficie, alguns autores investigaram o0 uso de escovas
de titAnio. Toma et al. (TOMA et al., 2018) ndo encontraram mudancas na rugosidade
de discos tratados com escovas de titanio, embora ranhuras pudessem ser
observadas nas imagens de microscopia eletrénica de varredura. Este resultado esta
de acordo com o observado por outros autores (JOHN; BECKER; SCHWARZ, 2014),
sugerindo que a técnica é uma alternativa que contempla tanto a descontaminacao
guanto a preservacao da integridade superficial do implante. Além disto, a associacdo
do uso de escovas de titanio com outros métodos, como a terapia fotodindmica

antimicrobiana, parece ser benéfica (WIDODO et al., 2016).

Outra técnica que vem sendo constantemente investigada por conta de
seus principios légicos para o controle da peri-implantite € a implantoplastia (ROMEO
et al., 2005; ROMEO et al., 2009; MATARASSO et al., 2014; SCHWARZ et al., 2017,
SAFFARPOUR et al., 2018). O objetivo da implantoplastia € aplainar a superficie do
implante a partir da remocao de suas roscas e polimento de sua superficie em regides
de defeitos 0sseos com potencial limitado de regeneragdo (SAFFARPOUR et al.,
2018). Desta forma, a superficie resultante € descontaminada e ao mesmo tempo se
torna menos propensa ao acumulo de biofiime (RAMEL et al., 2016), visto que
superficies lisas ndo favorecem esta adesdo (ROMEO; GHISOLFI; CARMAGNOLA,
2004; QUIRYNEN et al., 2006; SUBRAMANI et al., 2009). Segundo observado por
Toma et al. (2018) a rugosidade obtida apds a implantoplastia de discos de Ti pode

ser inferior até mesmo que a de discos lisos que nao receberam nenhuma intervencao.
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No entanto, esta € uma técnica sensivel e esta sujeita a uma série de
complicacbes, como a destruicdo da conexdo pilar-implante, o enfraguecimento
estrutural do implante, o superaquecimento dos tecidos peri-implantares, o risco
aumentado de reacgfes inflamatdérias tardias por causa da deposicao de detritos nos
tecidos peri-implantares e a pigmentacdo da mucosa em decorréncia destas particulas
(AUGTHUN; TINSCHERT; HUBER, 1998; ROMEO et al., 2005; SHARON et al., 2013;
STAVROPOULOS et al., 2019). Alguns achados histoldégicos descreveram uma
deposicdo de leve a moderada de particulas de Ti nos tecidos peri-implantares,
estando associado a um infiltrado de células inflamatorias cronico (SCHWARZ et al.,
2011a). Embora seja esperada a deposicéo de detritos nos tecidos circundantes, nédo
se sabe efetivamente quais efeitos adversos podem decorrer disto (AUGTHUN;
TINSCHERT; HUBER, 1998; SCHWARZ et al., 2011a; VALDERRAMA; WILSON,
2013). Outra incégnita é se a superficie desgastada do implante ira formar nova
camada de 6xidos ou ndo (VALDERRAMA; WILSON, 2013).

Vérias metodologias ja foram utilizadas para realizar a implantoplastia, nao
existindo um consenso quanto a quais brocas e qual sequéncia utilizar
(VALDERRAMA; WILSON, 2013; RAMEL et al., 2016). Contudo, a qualidade das
brocas diamantadas, os tipos de pontas de polimento utilizadas e a sequéncia de
aplicacdo destes componentes pode afetar o grau de polimento obtido com o
tratamento (RAMEL et al., 2016; TOMA et al., 2018).

Esta técnica demonstrou-se uma alternativa biologicamente viavel para o
tratamento de implantes com exposi¢cdo de roscas (SCHWARZ; JOHN; BECKER,
2017), porém as informacgdes quanto ao seu desempenho clinico a longo prazo ainda
sao limitadas (STAVROPOULOS et al., 2019). Da mesma forma que observado com
0 uso de escovas de titanio, Toma et al. (2018) observaram uma presenca
estatisticamente inferior de biofilme nos discos de Ti que receberam implantoplastia
gquando comparado aos grupos tratados com curetas plasticas e discos nao

descontaminados, resultante da remocao de grande parte do biofilme.

Buscando abordagem mais simples e menos agressivas ao implante,
alguns pesquisadores observaram o potencial de descontaminag&do no uso de gazes
embebidas em soro fisiolégico ou agentes antimicrobianos (SCHOU et al., 2003;
PERSSON et al., 2004; YOU et al., 2007; SCHWARZ et al., 2011a). Persson et al.

(2004) compararam o efeito do uso de laser de CO:2 conjugado a H202 com os
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resultados obtidos apenas com o debridamento com algoddo embebido em soro
fisiologico. Ao fim do estudo, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os
grupos. Com isto, € possivel sugerir que a simples friccdo entre implante e gaze € o
suficiente para induzir a remocdo bacteriana, sendo uma vantagem a sua fécil
adaptacao a macrotopografia do implante. Suarez et al. (2013) também encontraram
valores de lipopolisacarideos estatisticamente inferiores na superficie de implantes
limpos por 1 minuto em gazes embebidas em soro fisiologico do que implantes ndo

descontaminados.

Tendo em vista os resultados favoraveis obtidos com a friccdo de gazes
embebidas em algo sem principios antibacterianos, parece sensato inferir um efeito
benéfico na associacdo deste debridamento mecéanico com um agente antimicrobiano,
como a clorexidina (SCHOU et al., 2003; SCHWARZ et al., 2005; SCHWARZ et al.,
2006a). Desta forma, o uso de gazes embebidas em agentes antimicrobianos tem
apresentado bons resultados em muitos estudos, sendo capaz de reduzir a carga
bacteriana dependendo da solucao selecionada e do tipo de superficie de implante
tratado (PERSSON et al.,, 1999; SCHOU et al.,, 2003; SUBRAMANI; WISMEIJER,
2012; VALDERRAMA; WILSON, 2013).

2.4 A reosseointegracdo em superficies modificadas por protocolos de

descontaminacao

A reosseointegracao pode ser definida como uma evidéncia histologica de
contato direto entre 0 0sso e a superficie de um implante previamente contaminado,
sem interposicdo de tecido mole (FLETCHER et al., 2017). O objetivo final do
tratamento da peri-implantite ndo é apenas o preenchimento do defeito 6sseo, mas
também a reosseointegracdo da superficie tratada (KIM, S.; HU; JUNG, 2018). Isto se
justifica pelo fato de que sem a reosseointegracdo ha uma maior probabilidade de
recorréncia da peri-implantite (SUBRAMANI; WISMEIJER, 2012), visto que o
selamento com tecido mole corresponde a uma interface fraca e predisposta a
inflamacgao (ATSUTA et al., 2016).

De maneira analoga a osseointegracao, implantes rugosos apresentaram
melhor desempenho na reosseointegracdo do que os lisos (WETZEL et al., 1999;
SHIBLI et al., 2003; PERSSON et al., 2004; SENNERBY et al., 2005). Persson et al.
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(PERSSON et al., 2001b) sugeriu que a reosseointegracao era mais facilmente obtida
em superficies rugosas pois elas fornecem melhor suporte para o coagulo apoés a

cirurgia e facilitam a adeséo osteoblastica durante o processo cicatricial.

Como mencionado anteriormente, alguns procedimentos de
descontaminacédo, em especial as abordagens fisicas como a implantoplastia ou o0 uso
de curetas metalicas, modificam a rugosidade superficial do implante. Uma maior
rugosidade favorece a diferenciagdo e migracdo de osteoblastos, bem como a
producdo da matriz 6ssea (NOVAES et al.,, 2010; GARG; BEDI; GARG, 2012;
NADDEDO et al., 2015), porém também € um fator critico na formacdo e manutencao
do biofilme (ZHAO et al., 2005; MELLADO-VALERO et al., 2013). Isto é justificado
pelo fato de que superficies rugosas fornecem maior area superficial e nichos para o
acumulo do biofilme, evitando a acao de forgcas mecanicas durante o processo inicial
de adesdo (QUIRYNEN et al., 2006). Por outro lado, superficies lisas sdo mais
favoraveis as células epiteliais e fibroblastos (KONONEN et al., 1992). Este raciocinio
€ importante pois, com isto, € possivel afirmar que as mudancas microtopograficas
promovidas pelos processos de descontaminacdo podem influenciar o tipo de tecido
gue sera formado ao redor do implante apés o procedimento regenerativo (NADDEO
et al., 2015). Por este motivo, protocolos de descontaminacdo que preservem a
rugosidade do implante séo interessantes.

Apoés a descontaminacao, varias abordagens com ou sem o uso de exertos
0sseos e membranas foram testadas para se conseguir uma reosseointegracao,
porém os resultados geralmente ndo foram eficazes (MADI et al., 2018). Inicialmente
especulou-se que a reosseointegracao de um implante previamente contaminado era
impossivel (ERICSSON et al., 1996; PERSSON et al., 1996; PERSSON et al., 1999),
porém o fendmeno ja foi observado em modelos animais, atingindo uma alta
variabilidade e ocorrendo em 1 % a 84 % da éarea tratada (PERSSON et al., 2004;
SCHWARZ et al., 2006b). Comumente, o que se observa € um crescimento 6sseo na
regido periférica do defeito (ERICSSON et al., 1996; PERSSON et al., 1996; HANISCH
et al., 1997; PERSSON et al., 1999), sendo aparentemente limitado verticalmente a
1,2 mm do implante (PERSSON et al., 2004).

Visto que a constatacdo de reosseointegracdo depende de achados
histoldgicos, estudos em humanos constantemente utilizam o preenchimento do

defeito 0sseo observado radiograficamente ou em cirurgias de reentrada como



58
Revisdo de Literatura

parametro para avaliar a resposta 0ssea ao tratamento avaliado. Ainda assim, é
importante destacar que o0 preenchimento do defeito ndo corresponde
necessariamente a reosseointegracdo, visto que frequentemente foi observada a
formacdo de uma capsula de tecido conjuntivo interposta entre tecido 6sseo e
implante (PERSSON et al., 1999; SCHWARZ et al., 2006b).

Acredita-se que a dificuldade em se obter uma reosseointegracéo se deva
a presenca de bactérias elou seus subprodutos na superficie do implante
(VALDERRAMA; WILSON, 2013). Por este motivo, além de descontaminar a
superficie do implante, também é necessario detoxifica-la a fim de recuperar a sua
biocompatibilidade. Na presenca de um microambiente imunoinflamatério, foi
observado comprometimento da atividade dos osteoblastos que inibiu o processo de
reosseointegracdo (MATZELLE et al., 2012). Isto pode ser ilustrado pelo fato de que
varios estudos obtiveram a eliminacdo da inflamacdo e o preenchimento do defeito
0Sseo0 com sucesso, mas ainda assim conseguiram péssimos resultados quanto a
reosseointegracéo (ERICSSON et al., 1996; PERSSON et al., 1996; PERSSON et al.,
1999; PERSSON et al., 2001a). Por este motivo, ha necessidade de melhor
compreensao dos fatores que regem o0 sucesso da reosseointegracdo além da
descontaminacao da superficie (RENVERT; POLYZOIS; MAGUIRE, 2009).

Atualmente sabe-se que as alteracbes superficiais promovidas pelos
procedimentos de descontaminacdo podem comprometer a resposta biolégica dos
tecidos peri-implantares durante o processo de cicatrizagdo (MOUHYI et al., 1998;
SCHWARZ et al., 2005; SCHWARZ et al.,, 2006a; KONSTANTINIDIS et al., 2015;
LOUROPOULOU; SLOT; VAN DER WEIJDEN, 2015; WHEELIS et al., 2016). Por este
motivo, ndo € possivel predizer a resposta bioldgica ap6s a descontaminagao
superficial baseado unicamente na efetividade da remocé&o bacteriana (SCHWARZ et
al., 2005; SCHWARZ et al., 2006a).

Como mencionado, todo tratamento da peri-implantite se baseia no
principio de que a doenca seria desencadeada pela presenca bacteriana no biofilme
aderido a superficie do implante (SUBRAMANI; WISMEIJER, 2012). Deste modo, a
molhabilidade, a composi¢cdo quimica e a rugosidade superficial sdo pontos que
merecem consideragéo, visto que apresentam impacto na formacgao deste biofilme

(SUBRAMANI et al., 2009). Por este motivo, as modificacbes dessas caracteristicas
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apos o tratamento de descontaminagao sdo importantes quando pensamos que elas

podem favorecer a instalagcdo de um novo biofilme.

A molhabilidade, avaliada pelo angulo de contato de um liquido com a
superficie do implante, influencia a formacéo e desenvolvimento do biofilme (TOMA et
al., 2018), sendo que essa formacao € prejudicada em superficies mais hidrofilicas
(OKADA et al., 2008). Isto ocorre porque as bactérias colonizam mais facilmente
superficies hidrofébicas e ndo polares (TEUGHELS et al., 2006). Além disto, a
hidrofilicidade do implante pode acelerar a osseointegracdo e influenciar
positivamente na area de contato osso-implante (BIC) (RUPP et al., 2006; SCHWARZ
et al.,, 2009; DONOS et al., 2011; LANG et al., 2011; SARTORETTO et al., 2015). Por
este motivo, parece prudente evitar protocolos que reduzam a hidrofilia do implante.

Uma propriedade interessante que favorece o uso do Ti na implantodontia
seria a presenca de uma camada de Oxidos que € naturalmente formada em sua
superficie na presenca de ar ou meio aquoso (SWAMINATHAN; GILBERT, 2012).
Esta camada previne a ocorréncia de corrosdo na superficie e contribuiu com a
rugosidade superficial do implante (WHEELIS et al., 2016). A utilizacdo de solucbes
acidas pode levar a delaminacao e fresagem quimica desta camada de 6xido (SUITO
et al., 2013). Com o0 aumento de ions H* no meio, é desencadeado um processo de
oxidacao da superficie do implante (SATO, N., 1989). Visualmente, a camada oxidada
do Ti apresenta uma cor violdcea devido a presenca do estado oxidado trivalente
(Ti®*), sendo convertido para um tom amarelado quando alterado para o estado
oxidado tetravalente (Ti**) (WHEELIS et al., 2016). Assim, mudancas na coloracéo
poderiam ser um sinal indicativo de corrosédo (SWAMINATHAN; GILBERT, 2012,
WHEELIS et al., 2016).

Devido ao seu pH de aproximadamente 5, o uso da clorexidina pode
mostrar sinais de danos a camada de 6xido do implante (WHEELIS et al., 2016). Esta
corroséo pode ser potencializada pelo efeito sinergético da ativagdo mecénica junto a
exposicdo ao acido, como no caso de friccdo de gazes com solucdes acidas
(RODRIGUES et al., 2009; WHEELIS et al., 2016). Isto ocorre porque a aplicacao
continua de forgcas mecénicas prejudica o processo de repassivacdo da camada de
oxido (MATHEW et al., 2012; SUITO et al., 2013; WHEELIS et al., 2016). Com a
corrosdo do implante, alguns autores sugeriram que a dissolucado de ions metalicos

poderia favorecer a ocorréncia de mucosite peri-implantar e peri-implantite ao induzir
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a inflamacdo (RODRIGUES et al., 2013; WILSON; VALDERRAMA; RODRIGUES,
2014). Esta dinamica também foi observada por Bhola et al. (BHOLA, R. et al., 2011;
BHOLA, S. M. et al., 2013), que concluiram que essa corrosao da superficie de titanio

aumentava com o tempo de exposicao.

Outra modificacdo superficial que merece atencao é a presenca de detritos
na superficie do implante ap6s procedimentos de descontaminacdo. Estes detritos
poderiam inibir a adesdo de citocinas e células, interferindo na reosseointegracao
(LOUROPOULOU; SLOT; VAN DER WEIJDEN, 2015; YANG; PARK; KO, 2015; LEE,
J. B. et al., 2019). Possivelmente a deposicédo de detritos plasticos e a baixa eficacia
na descontaminacdo foram responsaveis por curetas plasticas apresentarem baixos
niveis de reosseointegracdo, mesmo quando associado ao uso de metronidazol em
gel (SCHWARZ et al., 2006b; LOUROPOULOU; SLOT; VAN DER WEIJDEN, 2015;
YANG; PARK; KO, 2015).

De forma semelhante, a deposicdo quimica superficial poderia prejudicar a
adeséo celular, comprometendo a biocompatibilidade do implante (MOUHY!I et al.,
1998; SCHWARZ et al., 2003; LOUROPOULOU; SLOT; VAN DER WEIJDEN, 2015).
Krozer et al. (1999) observaram em estudos in-vitro a formacao de uma pelicula densa
e estavel com 7 a 10 nm na superficie do implante apdés o uso de agentes
antimicrobianos, sugerindo que sua presenca possa comprometer a formacgao 6ssea
na regido. Dentre os agentes quimicos testados por Kotsakis et al. (2016), a
clorexidina foi a responsavel pelo maior impacto na biocompatibilidade do implante
apos sua descontaminagéo. A citotoxicidade da clorexidina também foi explorada por
outros grupos, sendo os resultados encontrados semelhantes (GIANNELLI et al.,
2008; LEE, T. H. et al., 2010). Este efeito adverso possivelmente decorreu da
adsorcao da clorexidina na superficie do implante, resultando em liberacdo gradual
nos tecidos adjacentes (KOZLOVSKY et al., 2006; RYU et al., 2015).

Esta substantividade foi bem ilustrada por alguns estudos, que encontraram
consideravel deposicdo de elementos residuais da clorexidina na superficie do
implante apos o seu uso (KOZLOVSKY et al., 2006; KOTSAKIS et al., 2016). Contudo,
Kotsakis et al. (KOTSAKIS et al., 2016) destacaram que o impacto na atividade celular
se deu em sua proliferagdo, mas as células que proliferaram apresentaram atividade

e fenadtipo celular semelhante ao grupo controle. Vale destacar que a irrigacdo apés o
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uso da clorexidina ndo é capaz de evitar sua adsorcéo ao titanio (KOZLOVSKY et al.,
2006).

Embora ndo seja possivel avaliar a reosseointegracdo em estudos clinicos
randomizados, alguns artigos demonstraram sucesso no preenchimento de defeitos
0sseos em sitios de peri-implantite através da descontaminacdo com clorexidina
seguida por regeneracdo 0ssea guiada. Lehmann et al. (LEHMANN et al., 1992)
observaram ganho de 4 a 5 mm apds 5 meses da remoc¢do da membrana. Hammerle
et al. (HAMMERLE et al., 1995) também obtiveram sucesso com essa abordagem,
mesmo o ganho sendo reduzido para 1,5 a 3,6 mm apos 1 ano da remocdo da
membrana. Estes resultados estdo de acordo com o observado por outros estudos
que obtiveram a reosseointegracdo apd6s o uso de clorexidina previamente a um
procedimento regenerativo (WETZEL et al., 1999; YOU et al., 2007).

Alguns estudos indicaram que o debridamento do sitio com peri-implantite
apenas com gaze embebidas soro fisioldgico poderia aumentar o potencial de
reosseointegracdo. Segundo Persson et al. (PERSSON et al.,, 1999), 64 % de
regeneracao foi obtida ap6s o debridamento de implantes com algoddo embebido em
soro fisiologico. Ja em outros estudos, este valor atingiu o valor de 85% (PERSSON
et al., 2001a; PERSSON et al., 2004).

Variados estudos utilizaram solucdo salina para a descontaminacdo do
implante e encontraram niveis de reosseointegracdo semelhante aos outros grupos
experimentais (KOLONIDIS et al., 2003; PERSSON et al., 2004; ALHAG et al., 2008).
Em estudo pré-clinico com cées, Persson et al. (PERSSON et al., 2004) compararam
o tratamento de sitios com peri-implantite utilizando uma combinacéo de laser de CO2
com H20:2 e outro grupo experimental utilizando algoddo embebido em soro fisiologico.
Foi observado entre os grupos valores semelhantes de BIC, medidas histométricas e
medidas morfométricas do tecido 6sseo peri-implantar. Além disso, a porcentagem de
reosseointegracdo em implantes lisos e rugosos foi de 21 % e 82 % quando utilizado
o laser de CO2 com H202, e 22 % e 84 % quando utilizado o algoddo embebido em
soro fisiolégico, demonstrando a eficacia desta técnica. Em outros estudos, foi feita a
associacdo do uso de algoddo embebido em soro fisioldgico com antibioticoterapia
sistémica, sendo prescrito metronidazol com amoxicilina por 17 dias (PERSSON et

al., 1999; PERSSON et al., 2004). Como resultado, observaram a reosseointegracao
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tanto em implantes lisos quanto em rugosos, sendo significantemente superior nos

ultimos.

2.5 Metodologias alternativas para modelos in vitro

Alguns autores estipulam que haja ho mercado mais de 1.300 diferentes
tipos de implantes, possuindo variadas formas, dimensdes, materiais, geometria de
conexdo e caracteristicas superficiais (ESPOSITO; ARDEBILI; WORTHINGTON,
2014). Ainda assim, estes valores provavelmente estdo subestimados, visto que néo
ha levantamentos mais recentes disponiveis. E vélido destacar que estes nimeros
merecem atencao pois, como ja mencionado nesta revisao, diferentes superficies de
implante podem reagir de maneira singular quando expostas a um mesmo protocolo
de descontaminacéo. Por isto, embora os resultados de uma pesquisa avaliando uma
determinada superficie sirvam de parametro para os resultados esperados em
superficies similares, é aconselhavel que cada tipo implante seja devidamente
testado. Ao associar este fato a grande gama de protocolos de descontaminacao
disponiveis para avaliacdo, podemos concluir que ha a necessidade de um enorme

namero de experimentos.

Em uma reviséo sobre estudos in vitro focados no tratamento da peri-
implantite, Benli et al. (2019) concluiram que usualmente sdo utilizados como corpo
de prova discos de titanio, implantes e superficies de titanio. Estas superficies sao
contaminadas por diferentes tipos de biofilme ou bactérias plancténicas, como a
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Streptococcus
oralis, Escherichia coli, Actinomyces viscosus, Staphyloccus aureus, Treponema
denticola, entre outras (BENLI et al., 2019). Embora apresente suas vantagens, a
utilizagdo de discos de titanio ndo consegue mimetizar morfologicamente o desafio
clinico. Outra limitacdo nestas metodologias € que depositar células 6sseas sobre
uma superficie horizontal ndo corresponde a condi¢do clinica. Por este motivo, a
utilizacdo de métodos de engenharia de tecidos para a confec¢do de arcabougos que

possam replicar a interface osso-implante parece uma opgao interessante.

Um ponto chave da engenharia de tecido 6sseo é a utilizacdo de
arcaboucos. Estas estruturas podem mimetizar a matriz extracelular do osso nativo,

fornecendo um meio favoravel para a adeséo e proliferacdo celular (BRUNELLO et
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al.,, 2016). Idealmente, este material deve ser biocompativel, osteocondutivo,
biomimético e possuir propriedades mecanicas adequadas (ASADI-EYDIVAND et al.,
2016).

Vérias técnicas ja foram empregadas na producdo de arcaboucos, como a
lixiviacdo de sais, evaporacdo de solvente, colagem de fibras, processos de
separacdo de fase e laminacdo de membrana, mas nenhum método controla por
completo as propriedades estruturais, porosidade e reprodutividade do material (LEE,
S. J. et al., 2016). Além disto, utilizam solventes organicos que podem influenciar
negativamente a proliferacao e diferenciacao celular (LEE, S. J. et al., 2016). A fim de
superar estes obstaculos, métodos de manufatura aditiva estdo sendo cada vez mais

utilizados.

Vérios processos de producdo constituem formas de manufatura aditiva,
dentre elas a impressao 3D, a esterolitografia, a fuséo e deposicdo de material e a
sinterizagdo a laser seletivo (BRUNELLO et al., 2016). O processo de manufatura
aditiva é caracterizado pela fabricacdo de uma estrutura solida em camadas
sobrepostas a partir de um modelo digital. Estas camadas sédo formadas por meio de
deposicao extrusiva, solidificacdo, polimerizagéo, sinterizacéo ou colagem do material
(SEARS et al., 2016). Além disto, estas técnicas permitem que o operador determine
com precisdo o tamanho e configuracdo dos poros, criando uma porosidade superficial
controlada e interconectada, elevando assim a area superficial, a adesdo de
osteoblastos, a penetracao celular, a difusdo de nutrientes, a adesao e adsorcao de
proteinas e biofatores e também propiciando uma melhor organizacdo espacial para
o crescimento celular e producéo da matriz extracelular (FINI et al., 2003; SATO, M.;
WEBSTER, 2006). Poros com diametro entre 150 um e 500 um parecem ser o
tamanho ideal para manter estas propriedades e ndo comprometer a forca mecanica
do arcabouco (MUSCHLER; NAKAMOTO; GRIFFITH, 2004; AMINI; LAURENCIN;
NUKAVARAPU, 2012).

Devido as similaridades quimicas com a fase mineral do tecido 6sseo, os fosfatos
de calcio, como a hidroxiapatita e o B-fosfato tricalcio, sédo bastante empregados na
regeneracao 6ssea (COX et al., 2015). Também sdo um material atraente devido a
sua grande disponibilidade, bioatividade, biocompatibilidade, hidrofilicidade e
osteoconducao (WOODARD et al., 2007). Contudo, sua estrutura é fragil, de pouca
maleabilidade e fraca forca mecéanica (HENCH, 1991; KIM, H. W. et al., 2005). Por
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este motivo, € comum a combinacéo de dois ou mais materiais para se conseguir um
efeito sinergético (ASA'AD et al., 2016). Polimeros biodegradaveis constantemente
sdo utilizados com esta finalidade junto as bioceramicas. Sua elei¢édo é decorrente de
sua alta biocompatibilidade, bom reconhecimento celular, interagdes celulares
melhoradas e hidrofilicidade (NAIR; LAURENCIN, 2007; EL-SHERBINY; YACOUB,
2013). Dentre estes polimeros, o poliuretano parace ser um bom candidato para
estudos celulares, mostrando boa biocompatibilidade e propriedades mecanicas
(SHIE et al., 2017).
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3 PROPOSICAO

O objetivo primario deste estudo é avaliar por meio de um método de
luminescéncia a migracéo de pré-osteoblastos de um arcabougo impresso em 3D para

a superficie de microimplantes descontaminados por protocolos distintos.

Os objetivos secundarios deste estudo sao:

e Determinar o potencial de descontaminacao de cada um dos protocolos
avaliados através da contagem bacteriana em imagens de microscopia
eletronica de varredura;

e Avaliar alteracbes quimicas superficiais em apds cada tratamento por
meio de espectroscopia por dispersdo em energia;

e Averiguar variacdes na microtopografia do implante promovidas pelas
técnicas de descontaminacao utilizando um perfilbmetro 6ptico;

¢ Analisar mudancas na molhabilidade apds a descontaminacdo por meio
da mensuracdo do angulo de emersdo do microimplante utilizando a

técnica de menisco.






MATERIALS £ METOPOY
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéao e preparo dos microimplantes

Neste estudo foram utilizados 240 microimplantes de titanio (Stabilok,
Fairfax Dental Inc.®, Inglaterra) de 0,76 mm de diametro e 4 mm de altura. A opcgao
pelo uso destes microimplantes foi motivada pelo fato de seu potencial de
osseointegracao ja ter sido demonstrado em estudos pré-clinicos prévios (DONOS;
KOSTOPOULOS; KARRING, 2002; DONOS et al., 2005; TABASSUM et al., 2011).

Os microimplantes foram lavados em agitacdo ultrassbnica em ciclos
sequenciais de 8 minutos utilizando agua ultrapura Mili-Q (EMD Millipore, EUA), 100%
etanol, 100% acetona e 50% etanol. Em seguida, os microimplantes secaram a 37 °C
durante 24 h (WANDIYANTO et al., 2019). Destes, metade teve sua topografia

preservada, sendo tratados como microimplantes de superficie lisa (L) (Figuras 1 e 2).

Os demais microimplantes receberam um condicionamento acido duplo,
feito pela submersdo em 1 M H2SO4 por 72 h e 1 M HCL por 30 h (WANDIYANTO et
al., 2019) (Figura 3), sendo apoés isto considerados microimplantes de superficie
rugosa (R) (Figuras 1 e 2). Por fim, um novo processo de lavagem foi aplicado para
remocdo de contaminantes conforme protocolo ja descrito. Antes de seu uso, todos

microimplantes foram esterilizados em autoclave.

Figura 1 - Aspecto macroscopico dos microimplantes lisos (L) e rugosos (R).
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Figura 2 - Aspecto microscépico dos microimplantes lisos (L) e rugosos (R) obtidos com microscopia

eletrbnica de varredura.

Figura 3 - Microimplantes condicionados para o tratamento de superficie com duplo ataque &cido.
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4.2 Cultura e inoculacao de Escherichia coli (E. coli)

Para a cultura e inoculacdo, 1 mL de solugédo de estoque de E. coli
preservada em -80 °C foi transferida para 9 mL de meio LB (Luria Bertani) e incubada
a 28 °C em agitacao de 250 rpm durante 24 h. A concentracdo bacteriana foi avaliada
em triplicata através da leitura da absorbancia do meio em 600 nm, sendo em seguida
ajustada para 10’ CFU/mL através da diluicio em LB. Para a inoculacédo, 108
microimplantes L e 108 R foram acomodados em uma placa de 6 po¢gos com 3 mL da
suspencdo bacteriana a 37°C e 100 rpm durante 24 h (Figura 4). Destes, 3
microimplantes L e 3 R foram aleatoriamente reservados para futura avaliacao do nivel
de contaminacé&o inicial, sendo denominados como grupos controle (L-C e R-C, Figura
5). Para os grupos controles (L-C e R-C) das avaliagcbes de microtopografia,
molhabilidade, composicdo quimica superficial e migracao celular foram reservados

0s 12 microimplantes L e os 12 R ndo contaminados restantes.

Figura 4 — Microimplantes condicionadas em incubac¢do com suspencéo de E. coli.
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4.3 Descontaminacao de superficie

Os demais 105 microimplantes contaminados L e os 105 R foram
aleatoriamente divididos entre 7 diferentes protocolos de descontaminac¢éo, sendo:

1) Submersdo em acido etilenodiamino tetra-acético 24 % (EDTA):
submersdo em PrefGel® (Straumann®, Suica) por 2 minutos, seguido por uma

lavagem em tampao fosfato-salino (PBS) por 1 minuto.

2) Submersé&o em clorexidina 2 % (CX): submersao em clorexidina 2 %
(Vista Dental Products, EUA) por 2 minutos, seguido por uma lavagem em PBS por 1

minuto.

3) Friccdo com gaze embebida em clorexidina 2 % (GCX): limpeza
utilizando uma gaze embebida em clorexidina 2 % (Vista Dental Products, EUA)

durante 1 minuto, seguido por uma lavagem em PBS por 1 minuto.

4) Friccdo com gaze embebida em agua ultrapura (GMQ): limpeza
utilizando uma gaze embebida em &agua ultrapura (Mili-Q, EUA) durante 1 minuto,

seguido por uma lavagem em PBS por 1 minuto.

5) Raspagem com cureta metalica (RA): raspagem com cureta metalica
Gracey (Hu-Friedy, EUA) ao longo de toda a superficie, seguido por uma lavagem em
PBS por 1 minuto (Figura 5A).

6) Limpeza com escova de titanio (ETi): limpeza com escovas de titanio
(RotoBrush-Titanium, Salvin, EUA) feita com irrigacdo constante e a 900 rpm, seguido

por uma lavagem em PBS por 1 minuto (Figura 5B).

7) Implantoplastia (IP): as roscas dos microimplantes foram desgastadas
utilizando brocas diamantadas cilindricas de granulagdo média 856L/016M (Strauss
Diamond Instruments Inc., EUA) e polidas com polidores universais de silicone H4
(Strauss Diamond Instruments Inc., EUA), seguido por uma lavagem em PBS por 1
minuto (Figura 5C).

Todos os procedimentos foram realizados com magnificagdo de 2,7 x e
iluminacdo com fotéforo (PeriOptix, EUA). Ao fim desta fase do experimento, 14

diferentes grupos experimentais foram definidos, sendo 7 constituidos por
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microimplantes de superficies lisas (L-EDTA, L-CX, L-GCX, L-GMQ, L-RA, L-ETi e L-
IP) e 7 de rugosas (R-EDTA, R-CX, R-GCX, R-GMQ, R-RA, R-ETi e R-IP) (Figura 6).

Figura 5 - Instrumentais utilizados para alguns dos protocolos de descontaminacdo mecénicos; A:
cureta Gracey (Hu-Friedy, EUA); B: escova de titanio (RotoBrush-Titanium, Salvin, EUA); C: brocas
diamantadas cilindricas de granulacdo média 856L/016M (Strauss Diamond Instruments Inc., EUA) e

polidores universais de silicone H4 (Strauss Diamond Instruments Inc., EUA), respectivamente.

Figura 6 - Composicéo dos grupos controles, formado por microimplantes ndo descontaminados, e dos
grupos experimentais, formado por microimplantes descontaminados com diferentes protocolos.
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4.4 Avaliacdo da contaminacao e descontaminacéo bacteriana

Para realizar a contagem bacteriana apdés a descontaminacdo, 3
microimplantes de cada grupo foram selecionados aleatoriamente. Para o grupo
controle, a mesma quantidade de implantes ndo descontaminados foi utilizada (L-C e
R-C). As amostras foram fixadas através de submerséo sequencial por 20 minutos em
4 % formalina-4cido propibnico-alcool etilico (FPA), 70 % &lcool, 80 % &lcool, 90 %
alcool, 95 % 4&lcool, 100 % a&lcool e novamente 100 % &lcool. Em seguida, 0s
microimplantes foram metalizados em um SEM 105T S Metal Suputter Coater
(Quorum, EUA) com uma camada de 5 nm de Pt/ Pd na proporcdo 80:20 em uma

corrente de 40 mA e densidade de 19,56 g/m? (Figura 7).

Figura 7 - Amostras metalizadas condicionadas para analise no microscépio eletrénico de varredura.

Por meio de um microscopio eletrénico de varredura (FESEM Supra 55VP,

Zeiss, Alemanha), 3 imagens foram obtidas de cada amostra, sendo selecionada um
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vale na regiao cervical, um na central e outro na apical do microimplante. Foi adotada
uma magnificacdo de 5.000 x, EHT de 8 kV e o detector SE2. Ao fim da analise, 9

imagens por grupo foram obtidas (Figura 8A).

Utilizando um iPad (Apple, EUA) e uma apple pencil (Apple, EUA), as
bactérias foram manualmente destacadas em cada uma das imagens (Figura 8B). Em
seguida, elas foram convertidas em arquivos de 8-bits utilizando o software ImageJ
(NIH, EUA) e receberam um ajuste de threshold de 0, simplificando as imagens ao
preto (superficie) e branco (bactérias) (Figura 8C). Por fim, foi calculada a
porcentagem da fase branca em cada uma das imagens. Os microimplantes
descontaminados ndo utilizados nesta andlise foram esterilizados para o0s

experimentos seguintes.

Figura 8 - A: imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura com magnificagdo de 5.000 x,
EHT de 8 kV e o detector SE2; B: bactérias demarcadas manualmente; C: ajuste de threshold de 0,

evidenciando as bactérias em branco e o substrato em preto.
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4.5 Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia (EDS)

A avaliacdo da composicao quimica da superficie dos microimplantes foi
realizada em 3 amostras aleatoriamente selecionadas de cada grupo. Para isto, foi
utilizada a técnica espectroscopia de energia dispersiva em um JEOL 9700F SEM
(Jeol, Japdo) com uma voltagem de aceleracdo (AV) de 10 kV, magnificacdo de
1.000 x, corrente da sonda 13 e detector LED. Foi realizada uma leitura na regido
central de cada microimplante e registrados os valores de porcentagem de peso

(wt %) e de atomos (atomic %) de cada elemento encontrado.

4.6 Molhabilidade

Para a avaliagdo da molhabilidade, 3 microimplantes de cada grupo foram
utilizados. Para isto, foi adotado o método do menisco. Brevemente, o microimplante
foi fixado em posicéo vertical enquanto que um recipiente contendo agua ultrapura foi
movimentado verticalmente para submergir e emergir o microimplante (Figura 9A, 9B
e 9C). O processo foi repetido 3 vezes com cada amostra, sendo registrada uma
fotografia ao final de cada ciclo. Com isto, ao fim do experimento foram obtidas 9

imagens por grupo.

Utilizando o software ImageJ (NIH, EUA), os angulos formados entre a
superficie do microimplante e o menisco foram registrados a direita e a esquerda de
cada amostra, totalizando 18 mensuracdes por grupo. A fim de remover o impacto que
a refracdo da agua poderia exercer sobre os resultados, optou-se por obter o angulo
do menisco atraves da mensuragao do angulo externo entre menisco e microimplante,

subtraindo o valor encontrado de 180 ° (Figura 9D).

As medidas foram realizadas por um Unico operador com calibracéo feita
com 20% da amostra e 1 més de intervalo entre as medicdes, obtendo-se um valor de

coeficiente de correlagédo intraclasse de 0,82.
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Figura 9. Processo de submersdo e emerséo do microimplante para mensuracédo do menisco formado
pela agua na superficie da amostra; A: microimplante fixado na posicao vertical sobre recipiente com
agua ultra pura; B: recipiente elevado com pinga clinica para promover a submersdo do microimplante;
C: recipiente sendo recolocado na posicao iniciando, emergindo o microimplante e levando a formacgéo

dos meniscos; D: mensuragéo do angulo do menisco utilizando o software ImageJ (NIH, EUA).

4.7 Microtopografia superficial

Para a avaliacdo dos parametros de rugosidade, foram adotadas as
recomendacdes preconizadas por Wennerberg e Albrektsson (2000). Assim, 3
microimplantes de cada grupos foram aleatoriamente selecionados e avaliados em
um perfildbmetro 6ptico CCI HD (Taylor Hobson, Inglaterra). Cada amostra teve 9 sitios
avaliados, sendo eles 3 vales, 3 flancos e 3 arestas (Figura 10). Os arquivos
decorrentes do processo foram analisados utilizando o software TalyMap Surface
Analysis (Taylor Hobson, Inglaterra), sendo aplicado um recorte de 40 x 40 ym e a
aplicacado de um filtro gaussiano de 25 uym. A topografia foi analisada por meio de
parametros tridimensionais (Sq, Ssk, Sku, Sz, Sa, Str, Sdq e Sdr) e os parametros
bidimensionais (Ra, Rq, Rv, Rt, Rsk e Rku) conseguidos pela somatoéria dos perfis nos

sentidos Leste-Oeste e Norte-Sul.



80
Métodos

Figura 10. Sitios de selegdo para avaliacao de topografia superficial

FONTE: Adaptado de WHEELIS, S. E.; GINDRI, |. M.; VALDERRAMA, P.; WILSON, T. G., JR;
HUANG, J.; RODRIGUES, D. C. Effects of decontamination solutions on the surface of titanium:
investigation of surface morphology, composition, and roughness. Clin Oral Implants Res, v. 27, n. 3, p.
329-340, 2016.

4.8 Producéo dos arcaboucgos impressos em 3D

O material utilizado como base para a impressdo dos arcaboucos foi
preparado de acordo com protocolo previamente descrito (SHIE et al., 2017).
Brevemente, poliuretano fotopolimerizavel a base de agua (LUX 260, Alberdingk
Boley, Alemanha) e poliuretano termoplastico a base de agua (U 2101, Alberdingk
Boley, Alemanha) foram misturados em partes iguais em alta velocidade e aquecidos
a 130 °C durante 1,5 h para remocé&o da dgua. Em seguida, foi adicionado a solucao
1,5% oxido de difenil(2 4 6-trimetilbenzoil)fosfina (TPO, Ciba, Suica) para agir como
fotoiniciador, e 2% de &cido hialurbnico (1900 kD HA, Suvenyl, Chugai
Pharmaceutical, Japao) diluido em 2-hidroximetilmetacrilato (HEMA, Sigma-Aldrich,
USA) a fim de favorecer a migracdo celular. Por fim, o material foi nhovamente
misturado brevemente a 70 °C e armazenado para futuro uso. A selecdo deste
material para este protocolo se baseou em sua biocompatibilidade e resisténcia

mecanica ja comprovados (SHIE et al., 2017).
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Os arcaboucos foram projetados utilizando o software Autodesk MeshMixer
(Autodesk Inc., EUA). Para isto, foi modelada uma estrutura de 4,875 mm de altura e
com 2,145 mm de largura e espessura, com poros de 325 um e trelica interna com
130 um de espessura (Figura 11). Uma base com 1 mm de altura foi projetada para
permitir a manipulacéo do arcabouco, contando também com planos e aberturas para
0 escoamento do material durante o processo de impressédo, uma abertura superior
para a introducéo do microimplante, uma abertura inferior para a injecao do hidrogel
e travas inferiores para limitar a penetragéo do microimplante (Figura 11).

Figura 11. Diagrama do arcabouco projetado para o experimento.

Os arcaboucgos foram entdo impressos utilizando uma impressora Miicraft
125 3D-printer (Miicraft®, Taiwan) que opera por meio de uma técnica de

processamento digital de luz (Figure 12 e 13).
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Figura 12 — Arcaboucos impressos por meio de técnica de processamento digital de luz.

Figura 13 — Microimplante posicionado em arcabouc¢o impresso em 3D demonstrando sua fidelidade

com o planejamento digital.

ApOs a impressédo, os arcaboucos receberam duas incisdes verticais em
seu topo utilizando uma lamina 15c para permitir a futura remogao dos microimplantes.
Antes de seu uso, todos os arcaboucos foram lavados em uma submerséo em éalcool
em agitacdo ultrassbnica durante 30 minutos e deixado para secar por 24 h. Em

seguida, receberam um tratamento de detoxificacdo, sendo submersos em agua
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ultrapura e mantidos por 30 minutos em uma camara de vacuo a 25 inHg e 120 °C.

Por fim, todos os arcaboucos foram esterilizados em autoclave.

4.9 Preparo dos microimplantes para o ensaio de migracéao celular

A fim de garantir um agente ativo que propiciasse a migracao celular, foi
utilizada uma suspencéao de plaquetas obtidas com a producédo de PRP (plasma rico
em plaquetas). Para isto, 500 mL de sangue total humano com ACD solugcédo A
(BiolVT®, EUA) (Figura 14A) foram centrifugados a 1.000 G por 2 minutos e 15
segundos (Figura 14B). Em seguida, o sobrenadante foi utilizado em uma segunda
centrifugacdo a 1.000 G por 5 minutos (Figura 14C). O pellet foi isolado e

posteriormente ressuspenso em plasma pobre em plaquetas (Figura 14D).

Figura 14 — A: sangue total humano com ACD solucdo A (BiolVT®, EUA); B: aspecto apoés a
centrifugacdo a 1.000 G por 2 minutos e 15 segundos; C: aspecto apés a centrifugacdo do
sobrenadante a 1.000 G por 2 minutos e 15 segundos, com o pellet ao fundo do tubo; D: PRP obtido

apos isolar e ressuspender o pellet em plasma pobre em plaquetas.
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Os microimplantes foram mantidos na suspencéo de plaquetas junto a uma
solucdo de CaClz diluida em PBS em uma final concentragdo de 14,3 mg/mL em um
agitador orbital a 250 rpm e 37 °C durante 3 h. Desta forma, os fatores de crescimento
liberados pelas plaquetas ativadas pelo CaCl: se aderiram a superficie dos
microimplantes, viabilizando a migracao celular. Antes de seu uso, 0s microimplantes

foram lavados por 5 minutos com PBS.

4.10 Ensaio de migracao de pré-osteoblastos

Pré-osteoblastos de calota de ratos (MC3T3-E1 subclone 14) foram
cultivados em meio minimo essencial (a-MEM, Sigma-Aldrich, EUA) suplementado
com 10% PBS e 1% penicilina-estreptomicina, e incubados a 37 °C em ambiente com
5% CO:z. Frente a confluéncia, as células foram desaderidas de seu frasco por meio
de métodos enzimaticos e transferidas para um novo meio. Um hidrogel injetavel foi
preparado com uma concentracéo final de 2 x 10° células/mL misturando 50 uL de a-
MEM, 100 pul de VitroGel 3D (TheWell Bioscience, EUA) e 100 pL de VitroGel 3D
Dilution Solution (TheWell Bioscience, EUA).

O hidrogel foi injetado através da abertura na base do arcabouco (Figura
11) e mantido e repouso por 15 minutos. Apds, os microimplantes foram inseridos com
movimento rotatério e levados para um poco em uma placa de cultura de adeséo
ultrabaixa de 96-pocos (Corning® Costar®, United States of America) e gentilmente

preenchido com 250uL de a-MEM. O meio de cultura foi substituido dia sim, dia néo.

Para a remocao dos microimplantes dos arcaboucos, uma leve pressao foi
aplicada na base da estrutura, resultando em sua quebra (Figura 15). Em seguida, os
microimplantes foram lavados em PBS por 5 minutos para remover células nao

aderidas.

A migracao celular foi avaliada utilizando o kit CellTiter-Glo (Promega, EUA)
apos 24, 72 e 120 h utilizando 3 microimplantes de cada grupo e a cada periodo. Para
isto, os microimplantes foram colocados em uma nova placa de 96 pocos, sendo
adicionado 200 pL de novo meio e 200 puL da solucéo CellTiter-Glo®, sendo mantido
em agitador orbital por 10 minutos e em repouso por outros 5. Por fim, o meio foi

coletado para leitura em triplicada de sua luminescéncia.
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Um implante de cada grupo e a cada periodo avaliado foi fixado e
metalizado conforme protocolo ja descrito para obtencédo de imagens de microscopia

eletrbnica de varredura.

Figura 15 — Apos aplicar leve pressdo em sua base, os microimplantes puderam ser removidos sem
danificar as células.

4.11 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 7.0
para Windows adotando um nivel de significancia de 5%. A comparacao entre grupos
experimentais e controles foi feita com ANOVA post hoc Tukey’s multiple comparisons
test. Para a comparagéo entre implantes S e R que receberam um mesmo tipo de

tratamento, foi utilizado teste-T.
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5 RESULTADOS

5.1 Descontaminagéo

Todos os protocolos de descontaminacdo apresentaram porcentagens
inferiores de contaminacédo residual quando comparados com o controle sem
descontaminacéo (L-C e R-C, Tabela 1). Dentro de cada protocolo, a porcentagem de
cobertura bacteriana foi inferior nos microimplantes L quando comparado aos R nos
grupos C, EDTA e ETi (p<0,05), ndo havendo diferenca nos demais tratamentos
(p>0,05). Tanto nos microimplantes L quanto nos R, os melhores resultados de
descontaminacéo foram observados nos grupos GCX, RA, ETi e IP, sem diferenca

entre estes grupos (p>0,05).

Tabela 1 — Porcentagem de cobertura bacteriana sobre a superficie dos microimplantes nos grupos
controle (sem descontaminacao) e experimentais (apés a descontaminacéo)

I T O o B G

29,17+ 24,48+ 11,42 + 0,19 + 12,13 + 1,04 0,16 £ 0,04 +

(0]
LA 5074 3698 1,72 °¢ 0,140 2,53 ¢ 0,890 0,090 0,04 P
R (%) 46,84+ 3841+ 11,99+ 124+ 1491+ 142+ 2,22 + 0,08 +
% 540A 7438 1,10°¢ 1,54 D 234¢ 1,68 D 1,27 D 0,05 D
p*  <0,0001 0,0001 0.0002

ANOVA post hoc teste de comparagdo mdltipla de Tukey. A mesma letra na mesma linha indica
auséncia de diferenca estatisticamente significante (p>0,05).

*Teste-T comparando os microimplantes L e R dentro de cada grupo controle ou experimental.

Dentre os protocolos utilizados, foi possivel encontrar deformacdes superficiais
consideraveis e presenca de detritos nos grupos RA, ETi e IP. A utilizag&o de curetas resultou
em grande deformagdo da superficie do microimplante, promovendo o aplainamento
superficial dos implantes L e R bem como a criagdo de margens irregulares (Figura 16). Além
disto, é possivel notar a presenca de detritos resultantes do atrito metalico e a presenca
bacteriana em &reas que néo foram atingidas pelos golpes da cureta (Figura 16). As escovas
de titanio também promoveram o aplainamento superficial e criacdo de ranhuras, além de um
acumulo de detritos notavel nos R (Figura 17). Como esperado, a implantoplastia levou a uma
drastica alteracdo da topografia superficial, havendo a presenca de ranhuras e debris mesmo

apoés o polimento e a lavagem do microimplante (Figura 18).

As alteragOes superficiais e a presenca de remanescente bacteriano em todos os

grupos pode ser observada nas Figuras 19 e 20, respectivamente.
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Figura 16 — Superficie dos microimplantes apds descontaminacao com cureta metalica. Em destaque:

ranhuras e aplainamento superficial (vermelho), detritos (azul) e remanescentes bacterianos (verde).

Figura 17 — Superficie dos microimplantes apds descontaminag¢éo com escova de titanio. Em destaque:

ranhuras (vermelho), detritos (azul) e remanescentes bacterianos (verde).

Figura 18 — Superficie dos microimplantes ap6s implantoplastia. Em destaque: ranhuras (vermelho) e

detritos (azul).
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Figura 20. A esquerda, imagem de microscopia eletrdnica de varredura (5.000 x) retratando a cobertura
bacteriana em microimplantes ndo descontaminados (controle) e submetidos a descontaminagéo
utilizando diferentes protocolos. A direita, a presenca de E. coli foi evidenciada em branco para
realizacdo do calculo porcentual.
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5.2 Avaliacdo da composic¢do quimica superficial

Enquanto que nos microimplantes novos (L-C e R-C) apenas foram detectadas
concentracdes de Ti e O em suas superficies, varios contaminantes quimicos foram
encontrados nos grupos experimentais (Tabela 2 e 3). Todos os protocolos de
descontaminagéo estiveram associados com uma reducdo estatisticamente significante do
wt% do Ti superficial guando comparado aos grupos controle (L-C e R-C), sendo os menores
valores encontrados nos grupos L-CX e R-CX (Tabela 2). Ao comparar os microimplantes S
e R dentro de cada segmento, o valor de wt% do Ti foi superior para R-C, L-GCX, L-MQ e R-
IP quando comparado a suas contrapartes (p<0.002). Os contaminantes mais frequentes

observados foram o O, C, Na, Al e Cl, além de outros elementos em menores proporgao.

Tabela 2. Porcentagem de massa dos elementos quimicos superficiais avaliados por EDS.

- =n | & [exfer[ m [ [ P |

91,48+ 80,39+ 38,35+ 73,33+ 8397+ 82,77 + 75,77 74,9 +
- 0,91 2,26° 5,58 2,47° 0,9 BE 0,09 BE 0,55 P 1,11°
9533+ 7791t 57,80+ | 60,02+ 70,48+ 87,41+ 77,02 % 81,66 +
(%) R 0164 3,82 80 7,97 ¢ 3,83°®  3,080F 2,06 A8 5,73 BE 0,86 BE
p*  0,0020 0,0072 0,0019 0,0011
| 852% 14,12 + 17,93+ 1154+ 10,83+ 12,25 + 11,91 % 12,25 +
o 0,91 1,028 1,57°¢ 1,758° 0,61 AP 0,43 B0 0,47 B0 0,31 B0
4,67+ 13,39 = 11,48+ 1237+ 1017+ 8,58 + 11,03+  8,73£0,26
%) R g6 1,28° 2,498¢ | 2338c  168C 0,57 A¢ 0,8 8¢ -
p*  0,0020 0,0009 0,0001
L o o 34+ 6,97 + 421+ o 6,98 + 11,45 +
2,158 1,62°¢ 0,33 °¢ 0,57 € 0,96 °
C A A 26,22+ | 1008+ 11258 A 576+ 481035
(%) R 0 0 8,66 B 1,92°¢ c 0 0,74 AC AC
p* 0,0107 0,0004
L oA 311+  2,24+08l 4,07+ 0,71+ 2,52 + 2,94+ 0,17 +0,04
0,87 BC ABLC 2,28°¢ 0,017  025ABC | 0,17BC A
Na A 458+  1,71+021 823+ 3,66 + 2,05+  407+25 187+059
@ R 0 1,26° AB 196°  068° 0844 : AB
p* 0,0016 0,0071
0,1£0,05 0,07z
L 0A 0A 0A 0A 0A - ooiAs | 01%004°
Al
@) R 04 04 04 04 04 8’8?% 0094  005%001
p*
L o 187+  299+057 35+ 0,16 + 1,71+ 191+  0,09+0,01
0,59 A8 BC 2,15 BC 0,02 A 0,22 A€ 0,23 AC A
Cl b 295+  1,97+029 7,91z 3,73+ 1,51+ 3,03+ 141048
®w R 0" 1,238 A8 167°  089°° 07440 | 27640 AD
p* 0,0023 0,008
1 o 0,51+ 45+ 0,59 + 0,12 + 0,65 + 044+  1,13+0,29
Others 0,14 A8 0,39°¢ 0,25BPE  0,02AP  0,07BPE  0,04AP e
A 117+  073+024 1,38z 096+  04%009 098+  1,49+0,09
(%) R 0 0.33 BCD AB.CD 0.71 SP 0.17 BCD AB 0.36 BCD D
p* 0,0001 0,0011

ANOVA post hoc teste de comparacdo mdultipla de Tukey. A mesma letra na mesma linha indica
auséncia de diferenca estatisticamente significante (p>0,05).

*Teste-T comparando 0s microimplantes L e R dentro de cada grupo controle ou experimental.
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Considerando a porcentagem atbmica, resultados semelhantes foram
observados. Todos os tratamentos estiveram associados com uma reducdo da atomic% do
Ti, bem como um aumento do O. Contudo, esta diferenca nao foi estatisticamente significante
em todos os grupos. Os microimplantes dos grupos L-CX e R-CX apresentaram um notavel
aumento dos valores de C, mesmo quando comparados aos grupos L-GCX e R-GCX.
Pequenos valores de Al foram encontrados nos grupos onde houve algum tipo de atrito
metalico (RA, ETi e IP), mas as porcentagens nao foram estatisticamente significantes quando
comparada aos grupos controle (p>0,05). Com excessdo do Al, houve uma diferenca
estatisticamente significante na porcentagem de todos os demais elementos quando
comparando os grupos L-IP e R-IP (p<0,05).

Tabela 3. Porcentagem atdmica dos elementos quimicos superficiais avaliados por EDS.

L 78,21 + 60,75 + 15,43 + 49,04 + 62,18 + 64,59+ 50,94+ 46,97 +
1,98 A 2,998 2,06 ¢ 2,92° 1,66 ° 0,368 0,69 ° 1,68 °
Ti(%) R 87,21+ 58,65 + 29,01 + 35,95 + 44,54 + 72,88+ 5359+ 60,45 +
0,414 4,77 8¢ 7,78° 2,550 3,99 ¢P 3,13A8 | 11,50%F | 0,73 BF
p* 0,0015 0,0043 0,0021 0,0002
L 21,79 + 31,90 + 21,51+ 23,05 + 24,00 * 28,62+ 23,98+ 22,99 +
1,98 A 1,728 1,034 2,947 0,96 A 0,878 1,07 A 0,09 A
O(%) R 12,79 + 30,09 + 17,15 + 22,14 + 19,25 + 21,38+ 23,74+ 19,34 +
0,414 1,918 4,87 A¢ 3,85°¢ 3,43 AC 1,01°¢ 2,09 BC 0,56 AC
p* 0,0015 0,0007 0,0004
L 06 0A 54,34 + 18,47 + 12,42 + o 18,70 + 28,60 +
1,298 3,59 ¢ 0,78 ° 1,42°¢ 1,78 €
% A A 50,40 + 24,07 + 27,49 + A 14,33 + 14,21
Cy R 0 0 11,958 457°¢ 541° 0 13,11A¢ | 1,04A€
p* 0,0088 0,0003
L oA 4,88 + 1,87 + 5,70 + 1,10 + 4,10+ 412+ 0,14 +
1,29 B¢ 0,67 A8 3,22¢ 0,03AP | 0,43BCP | (238BCP 0,134
Na (% A 7,14 + 1,75+ 10,28 + 4,79 + 3,54 + 5,05 + 2,88+
(%) R g 1,78 B 0,15 A€ 2,48° 0,69BCE 13678 2,09BCE = 0,91AF
p* 0,0067
0,23 + 0,05 + 0,11+
A A A A A ) ) )
L 0 0 0 E g 0232 0054 0,04 A
Al (% A A A A A 007+ 0,035+ 0,04 +
(%) R 0 0 0 0 0 001* 006" 0,044
p*
L 0A 1,90 + 1,63+ 3,18 + 0,16 + 1,80 + 1,74 + 0,05 +
0,57 A8 0,35 A8 1,96 B 0,024 0,24~ 0,20* 0,04 A8
0 A 2,97+ 1,31+ 6,41 + 3,16 + 1,69 + 2,34+ 1,41 +
Cl®) R g 1178 01748  139° 0,647  080A% 16748  048A®
p* 0,0012 0,0083
L 0A 0,57 + 522 + 0,57 + 0,14 + 0,66 + 0,46 + 1,13+
0,138 0,33°¢ 0,238 0,03 A8 0,098°  0,0478 0,30°
Others 0A 1,14 + 0,39 + 1,16 + 0,77 + 0,44 + 0,91+ 1,68 +
(%) 0,09 &P 0,06 A€ 0,57 &P 0,07 B¢ 0,094¢ | 0,328¢ 0,10°
p* 0,0033 0,00001 0,0001 0,0408

ANOVA post hoc teste de comparagédo multipla de Tukey. A mesma letra na mesma linha indica
auséncia de diferenca estatisticamente significante (p>0,05).

*Teste-T comparando os microimplantes L e R dentro de cada grupo controle ou experimental.
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5.3 Molhabilidade

As imagens obtidas com a analise de molhabilidade estdo exemplificadas na
Figura 21, e a média dos valores obtidos estdo descritos na Tabela 3. O Unico tratamento que
ocasionou uma redugdo estatisticamente significante da hidrofilia foi a IP, ndo havendo
diferenca entre os grupos L-IP e R-IP (p>0.05). Nos demais grupos, 0os microimplantes R

apresentaram maior hidrofilia que os L (p<0.0023).

Figura 21 — Avaliacdo do angulo do menisco formado pela submersdo e emersao dos microimplantes.
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Tabela 4 — Molhabilidade avaliada pela técnica do menisco.
| C | EDTA | CX_ | GCX | GMQ | RA | ET | P __
L) 3945+ 37,03 41,67 + 40,51 + 39,69 + 35,04 + 41,48 + 58,35 +
12,30~ 5,86 A 5,98 A 6,09 A 4,50 A 9,42 A 4,054 6,76 B
R (%) 27,58+ 27,35% 25,58 + 27,83 29,41 + 25,71 + 28,87 53,81 +
9,08 A 9,054 6,94 A 5,48 A 4,054 7,47 A 4,97 A 6,96 B
p* 0,0023 0,0006 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0023 <0,0001

ANOVA post hoc teste de comparacdo mdultipla de Tukey. A mesma letra na mesma linha indica
auséncia de diferenca estatisticamente significante (p>0,05).
*Teste-T comparando os microimplantes L e R dentro de cada grupo controle ou experimental.

5.4 Rugosidade

Os parametros tridimensionais avaliados estéo descritos na Tabela 5, enquanto
gue os parametros bidimensionais estdo na Tabela 6. As reconstrugbes das imagens
topograficas podem ser vistas na Figura 22.

Tabela 5 — Parametros topograficos tridimensionais avaliados por perfildmetro dptico.

. 0,57 + 0,38 + 0,51 + 0,48 + 0,49 + 0,51 + 0,56 + 0,27 +
0.02 A 0,04 ® 0,01 A 0,04 A& 0,01 AB 0,09 A 0,02 A 0.02°¢
(le R 1,15 + 1,05+ 1,11+ 0,96 + 0,92 + 0,57 + 0,63+ 031+
) 0,09 A 0,134 0,07 A 0,02 A 0134 0,11 B¢ 0,04 ® 003°¢
p*  0,0005 0,0014 0,0002 0,0001 0,0059 0,0010
S 028+ -0,16 + 0,23 + 0,00 + 0,12 + 0,07 + -0,12 + 021+
Ssk 0114 0,28 A 0,06 A 0,134 0,06 A 0,29 A 0,154 0,24 A
(Wm | 01l -0,68 + -0,22 + -0,30 + -0,43 + 038+ -0,52 + 0,58 +
) 0,04 ABC 0,68 A 0,09ABC (0,32 ABC 0,17 AB 0,308S0 (0,27 AP 021°
p*  0,0053 0,0024 0,0064
) 7,26+ 479 + 6,47 + 6,60 + 741+ 136+ 11,72+ 584 +
0,59 AB 0,57 A 0,08 A8 0,90 A8 1,45 AB 6,59 B 54648 0,20 AB
Sku 516% 9,81+ 4,80 + 14,69 + 9,26 + 17,62 + 6,52 + 6,30 +
0.76 A 5,29 AB 1,14 A€ 4,42 8¢ 2,03 AB 4,348 0,45 AC 1,23 A€
p*  0,0199
L 6,37 + 3,06+ 5,46 + 472+ 4,80 + 7,64+ 733+ 2,89+
Sz 0,14 AD 031° 0,54 AC 0,55 ¢ 008°¢ 0,58 ° 1.12° 0,25 &
Mm g 151 12,55 + 10,17 + 14,48 + 11,03 + 10,43 + 6,02 + 3,29 +
) 1,514 3,65 A 1,36 A8 1,354 1,15 AC 3,00 A€ 03260 (228D
p*  0,0043 0,0110 0,0051 0,0003 0,0007
< n 041 + 0,32 + 0,37 + 0,36 + 0,37+ 033+ 0,69 + 0,20+
a 0,01 0,07 A 0,01 A 0,03 A 0,01 A 0,05 A 0,02 A 0,018
(Wm g 084: 072+ 0,82 + 0,61 + 0,61+ 038+ 0,45 + 022+
0,04 A 0,04 ° 0,01 4 0,03 ¢ 0,04° 0,05 P 0,03° 0,02E
) p*  7E-05 1E-03 2E-06 8E-04 6E-04 1E-04
L 039+ 0,58 + 0,51 + 0,51 + 0,4901 + 0,49 + 0,50 + 0,16 +
0,05 A 0,07 A 0,08 A 0,05 A 0,12 4 0,07 A 0,02 4 0,05
Str g 045% 044 + 0,39 + 0,41 + 0,49 + 0,44 + 0,54 + 030+
0.04 AB 0,05 A& 0,07 A8 0,03 A8 0,07 A 0,06 A& 0,034 0,09 ®
p*
) 0,98 + 037+ 0,89 + 0,66 + 0,66 + 0,66 + 1,10+ 044 +
0,05 A 0,06 ® 0,08 AC 0,10 PE 0,05 PE 0,05 E 0134 0,03 B0
Sdq 241+ 1,45+ 237+ 1,41+ 112+ 0,86 + 0,86 + 0,51+
R 018 A 0.38° 0134 007 ® 0,10 B¢ 0,16 P 0,09 €0 0,030
p*  0,0002 000885  0,00010  0,00056 0,00260 0,00004
| 3L94% 7,29+ 27,95 + 18,32+ 18,50 + 15,43 + 39,29 + 8,25 +
Sdr 2,82 A 2.49° 4,11 ¢ 4,63 BC 2,37 BC 2348 8,11 A 1028
> R 11065 5004 10873+ 4618+ 37,32+ 23,16 + 2805+ 10,01+
(%) 7,84 A 12,60 ® 6,14 A 4,268 2,52 BC 4,59 ©P 3,86 CP 1,26 °
p*  BE-05 4E-03 5E-05 2E-03 7E-04 2E-05

ANOVA post hoc teste de comparagdo mdltipla de Tukey. A mesma letra na mesma linha indica
auséncia de diferenca estatisticamente significante (p>0,05).
*Teste-T comparando os microimplantes L e R dentro de cada grupo controle ou experimental.
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Tabela 6 - Parametros topograficos bidimensionais avaliados por perfildbmetro 6ptico.

| [ c [EeptA | cx | Gox | GMQ | RA | ETi | 1P|
- perfsOesielese _______ ______ ____ |

Perfis Oeste-Leste

L 0,24 + 0,19 + 0,27 £ 0,26 + 0,25+0,01 @ 0,26 +0,04 0,26 + 0,19+
Ra 0,04 A 0,014 0,034 0,054 A A 0,014 0,014
(um) R 0,54 + 0,49 + 0,57 £ 0,40 £ 0,36 £0,02 0,29 +0,03 0,34 + 0,20 +
H 0,014 0,06 A8 0,04~ 0,01 BPF s €= 0,03 ¢P 0,02 E
p* 0,0002 0,0009 0,0004 0,0055 0,0009
0,31+ 0,23 + 0,34 + 0,33 + 0,33+0,01 0,34+0,05 0,35+ 0,25 +
R 0,05 ABC 0,018 0,03 A¢ 0,06 ABC RIAfE R 0,01 ¢ 0,01 A8
( n(i) R 0,69 + 0,64 + 0,73+ 0,57 £ 0,47 +0,02 @ 0,38+0,05 0,43 + 0,27 +
H 0,02 AE 0,10 AE 0,05 0,02 A€ BCE 8D 0,04 B 0,03°
p* 0,0002 0,0022 0,0003 0,0026 0,0005
0,74 + 0,53 + 0,81+ 0,77 £ 0,76 £0,03 @ 0,75+0,10 0,87 + 0,54 +
Rv 0,12 A& 0,034 0,078 0,014 B¢ B.C B.C 0,04 B 0,02 AC
(um) R 1,70 + 1,64 + 1,77 1,59 + 1,09+0,03 0,91+0,14 0,96 + 0,58 +
H 0,09 A 0,50 AB 0,144 0,18 AP & e 0,08 & 0,05 ¢
p* 0,0004 0,0004 0,0031 0,0002
1,49 + 0,99 + 1,65+ 1,53 + 1,53+0,05 1,57+0,22 1,81+ 1,19+
Rt 0,21 A¢ 0,06 B 0,11 ¢ 0,23 A¢ RS RE 0,05 ¢ 0,08 A8
(um) R 3,34+ 2,98 + 3,53+ 2,86 £ 2,17+0,08 1,85+0,28 1,91+ 1,29+
H 0,114 0,60 A 0,21 0,18 A8 BC cp 0,17 ¢P 0,12°
p* 0,0002 0,0047 0,0002 0,0014 0,0003
0,03 + -0,12 + 0,01+ 0,01+ 0,02+0,08 0,19 +0,08 0,31+ 0,21 +
0,09 ABC 0,001 4 0,19 AB 0,12 AB AB BC 0,09 ¢ 0,08 B¢
Rsk R -0,02 £ -0,12 + 0,03 -0,15 + 0,02+0,05 0,07%0,12 0,01+ 0,31+
0,054 0,184 0,07 AB 0,16 A A A3 0,04 AB 0,078
p* 0,0055
4,10 + 3,05+ 391+ 4,17 = 4,43+0,28 4,11+0,28 4,79 + 3,90 £
0,254 0,218 0,20 AB 0,44 A & R 0,44 A 0,39 AB
Rku 3,56 3,73+ 3,47 514 + 4,06+0,15 | 4,43+0,22 3,67 % 4,14 +
R 0,16 ~B 0,44 ~B 0,17~ 0,17 ¢ ABD ° 0,214 0,15 BP
p* 0,0235
Perfis Norte-Sul
L 0,33+ 0,26 + 0,36 + 0,30 £ 0,31+ 0,27 £ 0,05 0,32 0,12 £
0,01 A8 0,06 # 0,048 0,04 A8 0,025 A8 (2 0,02 A8 0,01°¢
(Rri) R 0,76 + 0,57 + 0,73+ 0,54 + 0,46 £0,02 @ 0,29 +0,04 0,37 0,15+
H 0,04 A 0,10 8¢ 0,09 A8 0,01°¢ c.b DE 0,05° 0,01E
p* 0,0001 0,0103 0,0031 0,0004 0,0014
0,43 + 0,33+ 0,47 £ 0,38 £ 0,39+0,02 0,37 +£0,06 0,43 + 0,16 £
Rq 0,04 A 0,09~ 0,06 # 0,04~ A A 0,034 0,018
1,00 £ 0,78 £ 0,96 0,79 £ 0,65+0,06 0,39 +0,06 0,50 + 0,21
(um) B 0,09 A 0,18 AB 0,154 0,03 AE e &P 0,06 B¢ 0,02 °
p* 0,0005 0,0194 0,0072 0,0003 0,0034
1,10 + 0,83+ 1,21+ 0,89 + 0,99+0,04 0,89+0,16 1,18+ 0,35+
Rv 0,034 0,40 AB 0,184 0,104 R & 0,104 0,038
(um) R 2,67 2,19+ 2,57 2,59 £ 1,82+0,30 0,92+0,13 1,34 0,45 £
H 0,464 0,83 A8 0,654 0,224 AC ¢.b 0,18 BCP 0,04 °
p* 0,0041 0,0003 0,0083
2,16 1,45+ 2,34+ 1,74 + 7,82+0,08 1,77 +0,29 2,29+ 0,82+
Rt 0,04 AC 0,53 A8 0,30 € 0,18 A¢ AC AC 0,17 ¢ 0,06°
(um) R 4,47 3,72+ 4,60 + 3,94 £ 3,21+0,41 1,85%0,28 2,40 £ 1,06 £
U 0,49 A 1,04 AB 0,83 AC 0,17 AD B,C,D,E EF 0’27 BEF 0’09 F
p* 0,0008 0,0113 0,0001 0,0044
0,17 = -0,11 + 0,15+ 0,02 £ -0,05+0,06 0,07 £0,05 0,16 + 0,48 £
0,124 0,158 0,11 A8 0,10 AB A A3 0,05 AB 0,09 ¢
Rsk R -0,14 -0,17 -0,13 + -0,28 + -0,03 £ 0,10 -0,21 + -0,38 + 0,55 +
0,074 0,314 0,114 0,034 A 0,06 # 0,16~ 0,028
p* 0,0169 0,0067 0,0032 0,0048
4,27 + 3,27 4,33+ 4,31+ 4,49+0,14 @ 4,29+0,15 4,96 + 5,05+
0,314 0,618 0,154 0,434 A A 0,234 0,214
Rku R 3,65+ 3,92+ 3,57+ 5,38 £ 452+0,43 4,90+0,31 4,53 + 5,03 £
0,304 0,61 A8 0,334 0,26 RS = 0,22 A€ 0,17¢
p* 0,0209

ANOVA post hoc teste de comparacdo mdultipla de Tukey. A mesma letra na mesma linha indica
auséncia de diferenca estatisticamente significante (p>0,05).
*Teste-T comparando os microimplantes L e R dentro de cada grupo controle ou experimental.
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Os implantes L-C apresentaram um Sa de 0,41 + 0,01um e os R-C 0,84 + 0,04um,
demonstrando a eficacia do tratamento superficial com duplo ataque acido utilizado nesta
metodologia. Modalidades de tratamento baseadas em ac6es mecanicas mais agressivas (S,
TiB e IP) levaram a menores diferencas entre os implantes L e R de cada protocolo ap6s a

descontaminacéo.

Nenhuma diferenga estatisticamente significante foi observada no Ra da maioria
dos microimplantes L, com excessao do grupo L-IP nos perfis Norte-Sul (p<0,05). A diferencga
de Ra foi mais significativa nos microimplantes R, com uma reducéo de seu valor nos perfis
Norte-Sul e Oeste-Leste nos grupos R-GX, R-GMQ, R-RA, R-ETi e R-IP, e apenas nos perfis
Oeste-Leste no grupo R-EDTA. Nenhuma diferenca foi observada entre a rugosidade dos
implantes L e R nos tratamentos RA, ETi e IP. Nenhuma diferenga entre os grupos L-IP e R-

IP foi notada em nenhum dos paréametros avaliados.
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Figura 22 — Reconstrucdes da superficie dos microimplantes obtidas com perfilbmetro optico apés
aplicacdo de um corte de 40 x 40pm e um filtro Gaussiano de 25um.
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5.5 Migracéao celular

O ndmero de células viaveis mensuradas através da quantificacdo de ATP esta
exposto na Tabela 7. Apdés 24 h, apenas nos microimplantes L houve diferenca entre os
grupos, com valores inferiores nos grupos L-CX e L-IP (p<0,05). As 72h, os grupos L-CX, L-
ETi e L-IP apresentaram valores estatisticamente inferiores que o grupo L-C (p<0,05),
enguanto que os grupos R-CX, R-GMQ, R-RA, R-ETI e R-IP tiveram desempenho pior que o
R-C (p<0,05). Ap6s 120 h, os grupos L-EDTA, L-GX, L-RA, L-ETi ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante com o grupo L-C (p>0,05), enquanto que apenas 0s grupos R-
EDTA e R-GCX nao apresentaram diferenca estatistica do grupo R-C (p<0,05). Ndo houve
diferenca entre 24 h e 120 h nos grupos L-MQ, L-RA, L-IP, R-GMQ, R-ETi e R-IP (p<0,05).

Tabela 7 - Valores de luminescéncia obtidos com o ensaio de migracao celular de arcabouco
impresso em 3D para a superficie de microimplantes descontaminados ou nunca contaminados.

LISO

27,44+ 21,88+ 20,77 27,55 + 21,33+ 22,55 + 21,88 + 20,55 +

24h (RLU) 4,48 Aa 2’04 ABla 2’01 Bla 1’02 Ala 0,33 ABla 1,92 ABla 2,04 ABla 1,64 Bla
40,11+ 30,77 25,77 = 38,66 27,44 29,88 £ 25,55+ 25,44 +
72h (RLU) 7’00 Alb 3,98 A,B/b 3,91 Bla,b 3,76 ABla,b 7,71 ABla 4,62 ABla 3,27 Bla,b 2,36 Bla
42,22+  39,55% 26,55 + 41,11 + 29,55+ 32,22 + 31,77 = 28,00 £
120h (rLU)

4,00 Alb 3’17 ABlc 4’3 Clb 7’31 Alb 2,17 B,Cla 4,50 ACla 2,04 AC/b 0,88 Cla

RUGOSO

26,33+ 2411+ 22,77 24,66 + 20,66 * 23,33 22,77 22,44

24N RO 433w 135 QBLAa 058Aa  0.88AR  233Ma  GQ0AR  126AE
h 4577 33,44 £ 24,88 + 35,55 23,11 + 29,33 ¢ 27,22 £ 28,33
72 (RLU) 7,67 Alb 1,17 AB/b 3,66 Bl/a,b 6,62 ABla,b 5,0 Bla 3,00 B/b 3,56 Bla 4,33 Bla
50,22+ 38,00 £ 29,88 = 36,88 = 28,33 £ 31,77 = 31,44 + 30,11 +

120h (rLU)

8,37 Alb 6,33 AB/b 3,20 B/b 5,32 AB/b 2,33 Bla 6,17 B/b 1,68 Bla 1'57 Bla
RLU (relative luminescence unit): unidades relativas de luminescéncia

ANOVA post hoc teste de comparacao multipla de Tukey. A mesma letra mailscula em cada linha
significa auséncia de significAncia estatistica entre os grupos, enquanto que as mesmas letras
mindsculas em cada coluna significam auséncia de significancia estatistica em entre os tempos em
cada grupo (p>0.05).

As imagens obtidas por meio de microscopia eletrbnica de varredura com

magnificagédo de 2.000 x podem ser observadas na Figura 23.
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Figure 23 - MC3T3-E1 subclone 14 aderidas na superficie de implantes descontaminados ou nunca
contaminados ap6s migragdo a partir de arcabougos impressos em 3D.

LISO RUGOSO
120h 24h 72h

Controle
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6 DISCUSSAO

Embora haja uma grande variedade de tratamentos para a peri-implantite,
todos apresentam em comum a busca pela resolugéo da doenca por meio do controle
da inflamacéo através da descontaminacao e restauracdo da biocompatibilidade da
superficie do implante (ESPOSITO; GRUSOVIN; WORTHINGTON, 2012;
SUBRAMANI; WISMEIJER, 2012). Contudo, a auséncia de um consenso sobre qual
destas abordagens é a melhor opcdo de tratamento sugere uma deficiéncia na
literatura sobre as vantagens e desvantagens de cada método. Por este motivo, sdo
necessarios mais estudos para tracar um panorama de como as alteracdes
promovidas na superficie dos implantes em decorréncia dos procedimentos de
descontaminacédo podem influenciar na interagcéo entre o implante e os tecidos peri-
implantares. Por este motivo, 0 objetivo deste estudo foi investigar a restauracdo da
biocompatibilidade de microimplantes previamente contaminados e relacionar o0s
resultados obtidos com as alteracgdes fisicas e quimicas infligidas as suas superficies
apos o uso de diferentes protocolos de descontaminacao. Isto foi feito através da
avaliacao da migracao celular entre um arcabouco impresso em 3D para e a superficie
do titdnio, bem como a andlise da microtopografia, composicdo quimica e
molhabilidade destes microimplantes. Além disto, foi averiguado o potencial de

descontaminacéo de cada tratamento.

A remocdao ou reducédo da carga bacteriana por si s6 nao é o suficiente para
tornar a superficie de um implante biologicamente aceitavel novamente. Isto ocorre
porque os tratamentos de descontaminacé&o podem levar a mudancas superficiais que
comprometem a resposta biolégica durante o processo de cicatrizacdo (SCHWARZ et
al., 2005; LOUROPOULOU; SLOT; VAN DER WEIJDEN, 2015; KOTSAKIS et al.,
2016; WHEELIS et al., 2016). Por este motivo, alguns autores sugerem que a
preservacdo das caracteristicas superficiais do implante € o ponto chave para
conseguir uma reosseointegracdo (MADI et al., 2018). Assim, além de averiguar o
potencial de descontaminacdo de um tratamento, € importante compreender a

dindmica das modifica¢cdes que ele propicia.

Dentre os métodos avaliados neste estudo, a imersédo em EDTA
apresentou a pior performance de descontaminacdo. Além disto, sua eficacia foi

inferior nos microimplantes de superficie rugosa do que nos de lisa, possivelmente por
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causa da fluidez limitada do gel impossibilitar o contato com bactérias localizadas em
micro-fossas e depressdes (NTROUKA et al., 2011). Esta falta de eficacia esta de
acordo com o encontrado em outros estudos (NTROUKA et al., 2011; HENDERSON
et al., 2013), o que faz o EDTA ser contraindicado para a descontaminacao de

implantes.

A imersdo em clorexidina também mostrou taxas modestas de
descontaminagédo, sendo similar ou levemente superior ao apontado em outros
estudos (KOBAN et al., 2011; NTROUKA et al.,, 2011; KOTSAKIS et al.,, 2016;
ROMANQOS et al., 2016; CAl et al., 2019). Da mesma forma que foi observado por Cai
et al. (2019), nenhuma diferenca foi notada quanto ao seu desempenho na
descontaminacdo em superficies lisas ou rugosas. Mesmo demonstrando-se
ineficiente, os resultados com o uso da imerséo em clorexidina em nosso estudo pode
ainda pode ter sido favorecido em relacdo a outros estudos devido a utilizacdo de uma
solugcdo mais concentrada. Além disto, o uso de uma monocultura ao invés de um

biofilme com variadas espécies bacterianas pode ter contribuido com o resultado.

A fim de superar as limitagdes observadas no processo de imersao, a
utilizacdo de gazes embebidas em antimicrobianos quimicos possui o potencial de
otimizar esses resultados (PERSSON et al., 1999; SCHWARZ et al., 2005; SCHWARZ
et al, 2006a; DUARTE et al, 2009; SUBRAMANI; WISMEIJER, 2012;
VALDERRAMA; WILSON, 2013; KOTSAKIS et al., 2016). Neste estudo, este efeito foi
observado com a utilizacdo de gazes embebidas em clorexidina. Muito desta acao
pode ser atribuida a remocgédo mecénica das bactérias, sendo que até mesmo o uso

de gazes embebidas em 4gua ultrapura levou a um certo grau de descontaminacao.

De maneira geral, os resultados deste estudo indicaram que os melhores
desempenhos de descontaminacgao foram obtidos com os protocolos que fizeram uso
de forcas mecéanicas (GCX, RA, ETi e IP), com exceg¢do do grupo GMQ. Isto sugere
gue uma intervencao fisica pode ser necessaria para obter bons resultados, podendo

esta ser feita isoladamente ou em combinagdo com um agente quimico.

Na necessidade de realizar a raspagem de um implante, alguns autores
recomendam o uso de curetas plasticas, visto que elas ndo promovem mudancas
drasticas na microtopografia do implante (RUHLING et al., 1994; AUGTHUN;
TINSCHERT; HUBER, 1998; MENGEL et al., 1998; TOMA et al., 2018). No entanto,
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Seu uso nédo esta relacionado a uma descontaminacéo efetiva (TOMA et al., 2018).
Embora o uso de curetas metalicas cause danos definitivos a superficie de titanio,
aplainando a superficie, removendo arestas e irregularidades e levando a uma menor
porosidade visivel, uma alta taxa de descontaminacao pode ser conseguida com seu
uso. Por este motivo, optamos pelo uso de curetas metalicas neste estudo, mesmo
sabendo dos possiveis danos que levariam a superficie dos microimplantes. Este
protocolo resultou em bons resultados tanto na descontaminacao de implantes lisos
quanto na de rugosos. No entanto, foi possivel observar que a descontaminacdo
estava restrita aos sitios que receberam os golpes da cureta, havendo remanescentes
bacterianos em regifes ndo raspadas com eficacia. Por este motivo, o uso de
microimplantes em nossa metodologia pode ter favorecido a descontaminacao
decorrente desta terapia quando comparada com sua aplicacdo em implantes
regulares. Isto porque as roscas dos microimplantes sdo menos proeminentes e seus

vales mais rasos, tornando o processo de raspagem mais facil.

O uso de escovas de titanio foi indicado por alguns autores como uma
alternativa mecanica de alto potencial de descontaminacao que nao leva a mudancas
microtopograficas significantes (JOHN; BECKER; SCHWARZ, 2014; TOMA et al.,
2018). Neste experimento, ambos os grupos tratados com escovas de titanio
apresentaram alto grau de descontaminacéo, havendo menos bactérias residuais nos
microimplantes lisos do que nos rugosos (p<0.05). No entanto, a presenca de
ranhuras e um grande acumulo de detritos pode ser observado nas imagens da
microscopia eletronica de varredura, sendo mais marcante nos microimplantes
rugosos. Esta particularidade possivelmente se deu em decorréncia da superficie
rugosa do microimplante gerar mais atrito com as cerdas de titanio, e em decorréncia

formar e levar a uma maior deposicao de detritos.

Outra modalidade mecéanica de tratamento avaliada neste estudo foi a
implantoplastia, técnica que busca aplainar e polir a porcdo do implante que esta
externa ao tecido Osseo utilizando instrumentagcdo rotatéria, tornando assim a
superficie menos propensa ao acumulo de biofiime (ROMEO et al., 2005; SCHWARZ
et al., 2011b; MATARASSO et al., 2014; SCHWARZ; JOHN; BECKER, 2017). O uso
de instrumentacao rotatéria em implantes € seguro para os tecidos peri-implantares
desde que utilizada a refrigeragdao adequada (SHARON et al., 2013). Dentre os

protocolos avaliados por Toma et al. (2018) em seu estudo, a implantoplastia foi o
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método mais efetivo na remocao do biofilme. Da mesma forma, no experimento aqui
apresentado, quase nenhum remanescente bacteriano pode ser encontrado nos
grupos L-IP e R-IP. Contudo, a presenca de detritos também pode ser notada nas
superficies de ambos 0s grupos nas imagens de microscopia eletrdnica de varredura,
em especial no grupo R-IP. Da mesma forma que observado no grupo R-ETi,
possivelmente essa diferenca se deu por causa da superficie rugosa gerar mais atrito

para as brocas diamantadas e tacas de polimento.

Embora a descontaminacéo seja um aspecto fundamental para a selecéo
de um tratamento para a peri-implantite, € igualmente importante compreender como
as células dos tecidos adjacentes se comportardo junto a futura superficie
descontaminada. A migracao celular pode ser descrita como um processo sequencial
e ciclico que se inicia com a formacédo de projec6es da membrana celular, seguida
pelo estabelecimento de uma adesao mediada por integrinas na superficie adjancente
a célula, a desunido da porcédo posterior da célula do substrato e, finalmente, a
translocacao do corpo celular (ESTEVEZ et al., 2015).

Em um cenério de peri-implantite, € sabido que a presenca de biofilme tem
o potencial de inibir a migracao e adesao celular (KOTSAKIS et al., 2016). Além disto,
células sédo entidades mecanosensitivas que apresentem seu padrdo de migracao
influenciado por estimulos mecéanicos micro e nanométricos da superficie sobre a qual
se encontra, engatilhando mudancas no comportamento celular e na organizacao do
citoesqueleto (ESTEVEZ et al., 2015). Por sua vez, 0os osteoblastos, em particular,
tem sua atividade celular favorecida em superficies rugosas quando comparado as
lisas (MADI et al., 2018).

Pearsson et al. (2001b) encontraram valores similares no preenchimento
de defeitos 0sseos ao redor de implantes lisos (72 %) e rugosos (76 %), mas o valor
da reosseointegracdo foi muito maior nos implantes rugosos (22 % e 84 %,
respectivamente). Estes resultados estéo de acordo com o indicado por outros autores
(WETZEL et al., 1999; SHIBLI et al., 2003; PERSSON et al., 2004; SENNERBY et al.,
2005), sugerindo que as caracteristicas superficiais do implante exercem uma grande
influéncia sobre os resultados dos procedimentos regenerativos. Assim, é sensato
considerar que a selecdo de um protocolo de descontaminagdo que preserve as
caracteristicas superficiais de um implante sdo desejaveis para se obter a

reosseointegracado. No entanto, de um ponto de vista clinico, este cenario € muito mais
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complexo ao considerar que superficies rugosas também sdo mais propensas ao
acumulo de biofilme e mais dificeis de descontaminar (RENVERT; POLYZOIS;
MAGUIRE, 2009).

As alteracdes topogréaficas promovidas durante a descontaminacdo dos
implantes é um topico constantemente abordado na literatura. Neste estudo, varios
parametros bidimensionais foram avaliados. O valor de Ra é definido pela média de
todos os vales e picos no perfil de uma superficie, ndo sendo desta forma téo
especifico. No entanto, este parametro é um dos mais utilizados para definir a
rugosidade superficial (TOMA et al., 2018). Ambos os grupos L-C e R-C apresentaram
um Ra superior a 0,2 um, que € tido como o limiar de rugosidade para uma efetiva
colonizagao bacteriana e possibilitando o estudo (BURGERS et al., 2010). Além disto,
parametros tridimensionais também foram utilizados, como o Sa. Em todos os
protocolos foram observadas mudancas maiores ou menores na topografia dos
microimplantes, tanto por possivel deposi¢cdo de residuais quimicos quanto por acao

mecanica.

Abordagens mecéanicas tendem a levar a mudan¢as mais marcantes na
microtopografia dos implantes. No entanto, neste estudo poucas mudancas foram
observadas no Ra dos microimplantes lisos tratados mecanicamente, sendo
observada uma reducdo estatisticamente significante apenas nos casos de
implantoplastia observado nos perfils com sentido Norte-Sul. Possivelmente, apenas
uma orientacdo apresentou essa diferenca devido a posicao fixa e movimentacdo
unidirecional das brocas durante o desgaste das roscas. JA nos microimplantes
rugosos, apenas os tratamentos quimicos com imersdo em EDTA e clorexidina ndo
apresentaram diferenca significativa nos perfils Oeste-Leste, e a clorexidina nos perfils
Norte-Sul. Isto indica que todos os microimplantes rugosos que receberam
intervencdo mecanica (GCX, GMQ, R, ETi e IP) apresentaram reducdo no Ra. A
reducao estatisticamente significante de Ra nos perfis Norte-Sul dos microimplantes
rugosos tratados com EDTA podem ser um reflexo de algum gel residual acumulado

sobre sua superficie que gerou um impacto nos resultados.

Ao contrario de nossos resultados, Duarte et al. (2009) apenas notaram
mudancas na rugosidade em superficies lisas submetidas a raspagem, e nao nas
rugosas. Contudo, os autores descrevem a presenca de mudancas Obvias na

superficie de ambos os grupos de implantes quando avaliadas imagens de
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microscopia eletrénica de varredura. Ja outros autores obtiveram resultados
semelhantes ao obtido neste experimento, com as curetas de metal criando
irregularidades em implantes lisos e aplainando as superficies rugosas (HOMIAK;
COOK; DEBOER, 1992; RUHLING et al., 1994; MESCHENMOSER et al., 1996;
DUARTE et al., 2009).

N&o foi observada diferenca estatisticamente significante nos perfis Norte-
Sul ou Oeste-Leste ou nas avaliagdes tridimensionais entre os microimplantes lisos e
rugosos que receberam a implantoplastia, sugerindo que a implantoplastia de
superficies lisas e rugosas resulta em uma mesma rugosidade final. Além disto, a
superficie apés a implantoplastia se apresentou mais polida até mesmo que a dos
microimplantes lisos do grupo controle, da mesma forma que observado em outros
estudos (RAMEL et al., 2016; TOMA et al., 2018).

A mudanca de rugosidade nos tratamentos que fizeram uso de acado
mecanica pode ser justificada pela subtracdo de massa superficial em decorréncia do
atrito. JA os protocolos que apenas fizeram uso de imersdo em agentes
antimicrobianos, essas mudancas possivelmente decorreram das propriedades
destas solug¢des, como baixo pH, que pode levar a eluicdo das camadas superficiais
(BURBANO et al., 2014).

Esta reducdo na rugosidade observada em alguns grupos possivelmente
foi um dos fatores que contribuiram para uma migracdo celular estatisticamente
inferior nos grupos R-IP, R-ETi, R-RA e R-GMQ quando comparado aos grupos R-C,
e no grupo L-IP quando comparado ao grupo L-C. Além da mudanca de rugosidade,
outra possibilidade é que a intervencdo mecéanica tenha danificado a camada de 6xido
do implante (HOMIAK; COOK; DEBOER, 1992) e também sido prejudicada pelos
depdsitos metalicos ou residuos das brocas e borrachas de polimento
(VALDERRAMA et al., 2014). Alguns achados histologicos indicam a deposicdo de
particulas de titanio no tecido conjuntivo adjacente ao defeito O6sseo apds a
implantoplastia, sendo isto associado a presenc¢a de um infiltrado cronico de células
inflamatorias contendo linfocitos e células plasmaticas (SCHWARZ et al., 2011a).
Embora neste estudo nao tenha sido possivel determinar a quantidade de detritos que
potencialmente poderiam ser depositados nos tecidos adjacentes, os resultados do
EDS e das imagens de microscopia eletrénica de varredura sugerem uma deposicéo

de detritos ao longo dos microimplantes nos grupos RA, ETi e IP.



111
Discussao

Embora a rugosidade superficial esteja vinculada a molhabilidade do
microimplante, parece que estas alteracbes ndo foram o suficiente para impactar
nesta caracteristica na maioria dos protocolos (p>0,05). A implantoplastia foi a Unica
modalidade terapéutica que levou a uma hidrofilia estatisticamente inferior quando
comparada ao grupo controle tanto em microimplantes lisos quanto em rugosos
(p<0.05), porém sem diferenca entre os grupos L-IP e R-IP (p>0,05). A reducdo da
hidrofilia apés a implantoplastia também pode ser um dos motivos do desempenho
limitado dos grupos L-IP e R-IP no ensaio de migragéao (GITTENS et al., 2014).

Em oposicdo a estes resultados, Wheelis et al. (2016) observaram um
aumento da molhabilidade de discos de titanio tratados com agentes quimicos. A
possivel explicacdo para essa divergéncia de resultados pode ser a diferenca de
metodologia utilizada nos estudos. Devido a configuracdo das espiras dos
microimplantes, ndo é possivel avaliar a molhabilidade através do gotejamento de
agua em sua superficie. Ainda assim, a metodologia utilizada neste estudo nao € livre
de falhas e pode ter comprometido os resultados dos grupos L-IP e R-IP devido ao
aplainamento das roscas, levando a perda do suporte horizontal fornecido pelas

mesmas e podendo influenciar no angulo formado pelo menisco.

Quanto as mudancas quimicas observadas na superficie dos
microimplantes, pode-se notar que foram mais marcantes nos grupos tratados com
agentes antimicrobianos. Uma das caracteristicas que favorece o uso do titdnio na
implantodontia é a formacdo e manutencdo de uma camada de 6xido em sua
superficie na presenca de ar ou meio aquoso (WHEELIS et al., 2016). Sua importancia
se da pela inibicdo da corrosdo do metal e contribuicdo no aumento da rugosidade
superficial (WHEELIS et al., 2016). No entanto, alguns dos protocolos de
descontaminacdo mais efetivos ndo preservam essa integridade elemental, afetando
a interacéo do implante com os tecidos circundantes (VALDERRAMA; WILSON, 2013;
VALDERRAMA et al., 2014; KOTSAKIS et al., 2016; WHEELIS et al., 2016).

Alguns protocolos de descontaminacgdo antimicrobianos utilizam materiais
acidos, favorecendo a liberacdo de ions H* e a dissolucdo da camada de Oxido,
levando a descoloracdo do metal, corroséo, dissolucéo idnica e liberacdo de detritos
nos tecidos adjacentes (MATHEW et al., 2012; RODRIGUES et al., 2013; SUITO et
al., 2013; WHEELIS et al., 2016). Estes pontos merecem grande reflexao, visto alguns

autores sugerem que a dissolucéo iénica pode favorecer quadros de peri-implantite e
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mucosite peri-implantar (RODRIGUES et al., 2013; WILSON; VALDERRAMA,;
RODRIGUES, 2014; WHEELIS et al., 2016).

Em outras modalidades de tratamento com agentes antimicrobianos, é
notada a deposicdo de varios contaminantes quimicos na superficie do implante,
podendo alterar suas propriedades (MOUHYI et al., 1998; SCHWARZ et al., 2006a;
KOTSAKIS et al., 2016). Wheelis et al. (2016) investigaram o uso de Vvarios agente
antimicrobianos para a descontaminag&o do titanio. Em seus resultados, foi notado
gue todos os protocolos invariavelmente deixavam contaminantes sobre a superficie,
0 que por sua vez influenciou as propriedades fisicas dos espécimes. Ao fim do
experimento, concluiram que todos os tratamentos levaram a uma reducao no sinal
do Ti e um aumento no sinal de moléculas carbonadas quando comparados aos
espécimes nao tratados. Em nossa avaliacdo, todos os protocolos também levaram a
mudancas da composicao quimica superficial. Em todos os grupos experimentais foi
observada uma reducgé&o na porcentagem atdomica e de peso do Ti nos microimplantes,
bem como uma deposicdo de O, C, Al, Na, Cl e outros contaminantes. Este cenario
merece atencao, visto que estas mudancas podem comprometer a viabilidade celular
(ZHAO et al., 2005)

A utilizagéo do EDTA nesse estudo levou a uma reducéo do wt% e atomic%
do Ti, acompanhado por um aumento de O e outros contaminantes. No entanto, estas
mudancas ndo pareceram exercer influéncia suficiente para inibir a migracéo celular,
sendo que o resultado ap6s 120 h dos grupos L-EDTA e R-EDTA mostraram auséncia
de diferenca estatistica quando comparado aos seus respectivos grupos controle
(p>0.05). No entanto, vale relembrar que mesmo sendo favoraveis, estes resultados
pouco representam frente a baixa eficAcia do EDTA na descontaminacdo da
superficies dos implantes (NTROUKA et al., 2011; HENDERSON et al., 2013).

O uso da clorexidina, por sua vez, esteve associado a uma alta deposicéo
de C e outros contaminantes nos microimplantes. Uma propriedade bem estabelecida
da clorexidina é a sua substantividade, e essa particularidade também ocorre ao redor
de implantes (KOZLOVSKY et al., 2006; RYU et al., 2015; KOTSAKIS et al., 2016).
Como em nosso experimento, outros estudos observaram um acumulo residual de
constituintes da clorexidina na superficie do titanio, indicando a presenca de adsorgéo
da clorexidina até mesmo apos os processos de lavagem (KOZLOVSKY et al., 2006;
KOTSAKIS et al., 2016). Como observado por Kozlovsky et al. (2006), a irrigacédo do
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implante ap6s o uso da clorexidina ndo € capaz de anular seu impacto nas

propriedades fisio-quimicas e na biocompatibilidade do implante.

Ao contrario de nossos resultados, Saffapour et al. (SAFFARPOUR et al.,
2018) nao encontraram evidéncias da presenca de clorexidina no titanio apés o seu
uso. Contudo, nossos achados estdo em concordancia com o encontrado por outros
autores, sugerindo também que a substantividade pode levar a criacdo de ambientes
citotoxicos para os osteoblastos (KOZLOVSKY et al., 2006; GIANNELLI et al., 2008;
LEE, T. H. et al., 2010; RYU et al., 2015). Este efeito foi observado em nosso ensaio
de migracdo, havendo uma contagem celular comprometida apés 120 h nos grupos
L-CX e R-CX. Por outro lado, a utilizacdo de gazes embebidas em clorexidina
reduziram consideravelmente a porcentagem de contaminantes na superficie dos
microimplantes, possivelmente devido a friccdo. Desta forma, a migracéo celular nos
grupos L-GCX e R-GCX néo apresentaram diferenca estatisticamente significante dos
grupos L-C e R-C apds 120h (p>0.05). Em um ambiente clinico, esta associagéo entre
abordagem fisica e quimica também € interessante e necesséria para a remocao de
depdsitos endurecidos, como célculos, ou moles, como tecido de granulacdo e
biofilme (SUBRAMANI; WISMEIJER, 2012).

O uso de gaze embebida em agua ultrapura apresentou resultados
medianos quanto a migracdo celular. Ao contrario deste resultados, Persson et al.
(PERSSON et al.,, 2004) encontrou em um estudo pré-clinico resultados de BIC,
mensuracdes histométricas e morfométricas do tecido O6sseo peri-implantar de
implantes tratados com laser de diéxido de carbono + peréxido de hidrogénio ou

algodao embebido em soro fisioldgico, ndo encontrando diferenga entre os resultados.

Uma possivel justificativa para o Na e o CI residual na superficie dos
microimplantes neste estudo pode ser a utilizacdo do PBS nos protocolos de lavagem.
O NacCl proveniente do PBS pode se depositar sobre as superficies do implante,
contudo sem desencadear nenhuma reacdo fisica ou quimica com o Ti
(SAFFARPOUR et al., 2018). Isto porque o Ti é resistente a corrosao do ion Cl-, de
modo a ndo desencadear nenhum efeito destrutivo ao microimplante (SAFFARPOUR
et al., 2018). Assim, embora ndo seja deletério, o uso de lavagens com agua ultrapura
talvez fossem uma melhor op¢ao para a metodologia deste estudo por exercer menor

influéncia sobre os resultados.
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De modo geral, os resultados obtidos neste estudo sugerem um potencial
benéfico no uso da metodologia in-vitro desenvolvida para analises preliminares da
descontaminacéo e restabelecimento da biocompatibilidade de implantes. A utilizagc&o
de modelos animais para a compreensao da etiopatogenia, progressao e tratamento
das doencas periodontias e peri-implantares € algo consagrado no meio cientifico
(SCHWARZ; SAGER; BECKER, 2011). Os modelos mais utilizados atualmente sao
os realizados em ratos, cachorros e mini porcos (SCHWARZ; SAGER; BECKER,
2011; KANTARCI; HASTURK; VAN DYKE, 2015). A fim de se avaliar o impacto dos
inimeros protocolos de descontaminacao frente aos variados tipos de superficie de
implante encontrados no mercado, muitos espécimes seriam necessarios para uma
completa investigacédo. Isto implicaria de imediato em dois grandes entraves: o alto

custo operacional e os comprometimentos éticos.

Seguindo o principio dos 3 R’s (do inglés: Reduction, Refinement and
Replacement), é preferivel que a avaliacdo dos efeitos da descontaminagdo de
implantes seja inicialmente feita in vitro (CAl et al., 2019). O principio dos 3 R’s foi
apresentado pela primeira para a comunidade cientifica em 1959 pelos pesquisadores
William M. Russel e Rex L. Burch (RUSSELL; BURCH, 1959). Ao longo de seu texto,
0s autores propuseram a pratica de trés principios que deveriam reger a pesquisa com
uso de animais. O primeiro ponto é a diminuicao (reduction) do nimero de espécimes
utilizados em um estudo. Neste principio também se encaixa a reutilizacdo dos
animais para a coleta da maior quantidade de dados possivel em um mesmo
experimento, obtendo-se diferentes “endpoints”. O segundo ponto abordado € o
refinamento (refinement), que preconiza o aprimoramento metodologico para
minimizar os efeitos dos procedimentos a que os animais sdo submetidos. Por fim, o
terceiro ponto é a substituicdo (replacement) do emprego de animais por organismos

nao-sensiveis, substituindo assim quando possivel métodos in vivo por outros in vitro.

Contudo, em muitos casos ainda ndo ha tecnologia que substitua a
realizacdo de estudo em animais. Estudos in vitro consegue avaliar com sucesso a
resposta celular frente a bactérias e seus subprodutos, bem como a via de sinalizacao
gue envolve as dinamicas da peri-implantite (KANTARCI; HASTURK; VAN DYKE,
2015); no entanto, ainda é impossivel simular toda a complexidade da doenca peri-
implantar utilizando métodos reducionistas in vitro (KANTARCI; HASTURK; VAN

DYKE, 2015). Por este motivo, a metodologia descrita nesta tese buscou contemplar
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os critérios de reducdo e refinamento para a experimentacdo com animais na
avaliacdo da descontaminacdo e reosseointegracdo de implantes previamente
contaminados, sendo que estudos pré-clinicos ainda sdo um passo fundamental na
transposicdo da pesquisa béasica para sua aplicacdo clinica. Assim, por enquanto o
principal mérito de metodologias alternativas nesta area de pesquisa seria impactar
na reducdo no niumero de animais utilizados em um estudo pré-clinico ao indicar quais

sao os tratamentos de melhor eficacia.

Embora a metodologia adotada neste estudo tenha buscado replicar com
maior fidelidade o cenario clinico em menor escala utilizando microimplantes
posicionados verticalmente, devem ser destacadas algumas limitagdes. Ao contrario
do que é observado na cavidade bucal, este experimento utilizou uma monocultura ao
invés de um biofilme complexo com diversas espécies bacterianas. Alguns estudos
sugerem que o efeito de terapias antimicrobianas utilizando agentes quimicos é
menos eficiente em biofilmes com mudltiplas espécies do que em monoculturas
(KOBAN et al., 2011; NTROUKA et al., 2011; KOTSAKIS et al., 2016). Desta forma,

pode ser que alguns de nossos resultados estejam superestimados.

Assim como Kuo et al. (2017), que também validaram uma metodologia
para avaliacdo de peri-implantite, a opgao por utilizar Escherichia coli neste estudo se
baseou na necessidade de uma cultura bacteriana de facil inoculacdo, controle e
estabilidade no implante, ao passo que o cultivo de bactérias anaerdbicas se mostra

mais complexo e sensivel.

Somado a isto, as particularidades da cavidade oral, como a complexa
microbiota, qualidade do biofilme, agcéo salivar e influéncia de forcas mecénicas
externas néo séo fielmente reprodutiveis em estudos in vitro (AL-AHMAD et al., 2007).
Também ndo € possivel determinar a partir destes resultados qual protocolo
apresentaria melhor desempenho em um cenario clinico, visto que este estudo se
concentrou em avaliar a descontaminacdo do titanio, ndo levando em conta a
presenca de remanescentes bacterianos nas adjacéncias peri-implantares. Contudo,
€ possivel afirmar que os resultados observados neste estudo e a metodologia
elaborada sdo Uteis para guiar a elaboracdo de estudos pré-clinicos que possam
responder a estas questdes.
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7 CONCLUSOES

A selecdo de um tratamento para peri-impalntite ndo pode ser baseado
unicamente em seu potencial antibacterianao, visto que a efetividade na
descontaminacdo ndo esta diretamente ligada a predilecdo pelo sucesso biolégico
(SCHWARZ et al., 2005; SCHWARZ et al., 2006a; KOTSAKIS et al., 2016). Neste
estudo, IP, ETi, RA e GCX apresentaram os melhores niveis de descontaminacao,
mas também estiveram relacionados a mudancas topograficas e na composi¢ao
guimica superficial. Os grupos RA, ETi e IP também estiveram associados a presenca
de detritos observaveis por imagens de microscopia eletrdnica de varredura em
decorréncia da intervencdo mecanica. Os grupos EDTA, CX e GMQ nao obtiveram
uma descontaminacgdo satisfatoria, ndo podendo assim serem recomendados como

uma terapia independente.

bY

Quanto a migracdo celular, os melhores resultados ap6s 120 h foram
encontrados nos grupos L-EDTA, L-GCX, L-RA e L-ETi quando comparado ao grupo
L-C, e nos grupos R-EDTA e R-GCX comparado ao grupo R-C. No entanto, estes
resultados apenas refletem a resposta biol6gica apés a realizacdo de cada protocolo,
sendo igualmente importante considerar o potencial de descontaminagio
anteriormente citado. Por isto, visto a superposicdo dos resultados citados, € possivel

sugerir o uso dos protocolos GCX, RA e ETi em superficies lisas e GCX nas rugosas.

Além disto, este projeto demonstrou com sucesso a utilizacdo de um
modelo experimental in vitro utilizando arcabougos impressos em 3D e microimplantes
para avaliar a migracdo de pré-osteoblastos apds a descontaminacdo do titanio,
parecendo ser uma interessante metodologia alternativa para estudos preliminares
antes de desenvolver estudos com animais. Ao contrario do comumente observado
na literatura, este € um modelo mais fisicamente fiel a disposic¢ao clinica e estrutural

de um implante do que o uso de discos de titanio.

O conceito incial deste experimento foi criar uma metodologia experimental
para a pesquisa da periimplantite aproveitando técnicas de impressao 3D.
Recentemente, grandes avancos estao sendo feitos em experimentos in vitro com o
uso de tecnologias como o lab-on-a-chip e o organ-on-a-chip. Estes processos ainda
nao sao tao explorados na odontologia, mas certamente sdo grandes ferramentas nas

pesquisas sobre biomateriais e regeneracdo. Embora este projeto ndo detenha o
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mesmo nivel de sofisticacdo, alguns principios em comum com estas técnicas
técnicas podem ser destacados, como 0 uso de dispositivos sintéticos customizaveis
manufaturados a partir de modelos digitais, a busca pela a reducdo da
experimentacdo animal e o controle de custo. Futuros experimentos ainda séo

necessarios para avaliar os beneficios e limitacfes desta metodologia.
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