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O OZONO

A palavra Ozono (O3) € derivada do termo grego "ozein", que significa
"cheiro" ou "mau cheiro", em alusdo ao seu odor caracteristico (1). O
Ozono € considerado um dos mais potentes agentes antimicrobianos,
disponiveis para aplicacdo em medicina e medicina dentdria (1). Em
1920, Edwin Parr, médico dentista Suico, iniciou a aplicacdo do Ozono,
como agente antimicrobiano, incluindo a sua utilizacdo como parte
integrante do seu sistema rotineiro de desinfecdo (1). A aplicacdo do
Ozono como terapia estd atualmente instituida e difundida, tanto em
medicina como em medicina dentdria, como uma alternativa as
terapias antimicrobianas convencionais e como terapéutica
coadjuvante na maioria dos Paises Europeus. Contudo,
hodiernamente, a maioria da literatura internacional publicada sobre
a fundamentacdo da aplicabiidade do Ozono, em medicina
dentdria, corresponde a estudos “in vitro”, encontrando-se num

nUmero muito parco investigacdes que reportem “ensaios clinicos”.

O gds de Ozono apresenta um potencial de oxidacdo elevado e é
considerado como um forte agente antimicrobiano contra bactérias,
virus, fungos e protozodrios. A este gas também Ihe foi reconhecida a
capacidade de estimulacdo da circulacdo do sangue e da resposta
imune. Estas caracteristicas per si ja justificam o emergente interesse
da sua aplicacdo em medicina e medicina dentdria. Pelas referidas
capacidades que possui, a utilizacdo do Ozono foi preconizada em
diversas dreas da medicina dentdria, de que constituem exemplos: o
tratamento de alveolite, onde poderd atuar como um substituto da
terapia de antibidtico; a reducdo da populacdo da microflora oral,
atuando como um colutdério; em procedimentos de periodontologia e

implantologia, onde o modo de acdo se centra na reducdo da
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capacidade de adesdo de microrganismos Qs superficies dos dentes e
implantes. Igualmente foi proposto que o Ozono possa ser utilizado na
estimulacdo da remineralizacdo dos dentes recentemente afetados

por lesdes de cdrie (2).

Como acima referido, o Ozono foi considerado um agente com um
elevado poder antimicrobiano jd hd alguns anos, atuando contra
bactérias, fungos e virus. No que concerne a atfividade
antibacteriana, o processo de acdo do Ozono centra-se na atuacdo
ao nivel membrana celular da bactéria, através da promocdo da
oxidacdo dos lipidos e componentes lipoproteicos e interacdo com as

proteinas membranares (3, 4).

Relativamente a acdo do Ozono contra os fungos, acredita-se que o
Ozono possui capacidade de tornar os esporos anormais durante a
germinacdo, provavelmente através de danos provocados na
membrana interna do esporo (5). Também foi descrita a capacidade
de atuacdo do Ozono, a nivel fungico e de outros protozodrios,
exercendo-se a sua acdo, através da inibicdo do crescimento celular

em certas fases especificas destes microrganismos (1).

No que se refere ao efeito do Ozono sobre os virus, a literatura é
bastante consensual, reportando que todos os virus sdo sensiveis ao
Ozono, embora o grau de suscetibilidade de cada virus ao Ozono seja
muito variavel (6). Assim, sobrefudo os virus “lipid-enveloped” sdo os
que foram considerados dos mais sensiveis ao Ozono (7, 8). Quanto ao
processo de atuacdo do Ozono sobre os virus, 0 mesmo foi descrito
afravés da acdo de diversos mecanismos: danos nas cadeias de
polipeptfideos dos virus, danos nas proteinas que afetem a
capacidade de ligacdo virica e através da quebra do dcido

ribonucleico (ARN) virico (6).

No diz respeito aos efeitos produzidos pelo Ozono a nivel de linhas

celulares humanas, embora estes se encontrem descritos, os estudos
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publicados sGdo muito reduzidos (?9). Um desses estudos analisou o
efeito do Ozono nas células sanguineas, tendo-se verificado que o
mesmo reduzia ou eliminava a aglutinacdo dos gldbulos vermelhos do
sangue. Contudo, apesar desta acdo do Ozono nesta linha celular
sanguinea, verificou-se ainda que a flexibiidade dos globulos
vermelhos era rapidamente restaurada, juntamente com a
capacidade de transporte de oxigénio (?9). Seguindo esta linha de
investigacdo, outros autores reportaram que neste processo de acdo
do Ozono sobre os glébulos vermelhos ocorria uma estimulacdo da
producdo de glutationa peroxidase, de catalase, e da superoxido-
dismutase; as quais atuavam como removedoras de radicais livres
(10).

Quando ao efeito do Ozono sobre os leucocitos, verificou-se que o
modo de acdo do mesmo se baseava em adotar um comportamento

similar ao de uma citocina relativamente fraca, tais como: o fator de

necrose tumoral-a (TNF-a), a infterleucina-2, a interleucina-6, @

interleucina-8 e o fator de transformacdo do crescimento-f (TGF-g)

indutor (11-14). Ainda sobre o efeito do Ozono sobre os leucocitos, um
outro estudo reportou que o mesmo reagia com os acidos gordos ndo
saturados da camada lipidica das membranas celulares, formando-se
o peroxido de hidrogénio (H202), o qual foi sobejamente considerado

um dos indutores de citocinas mais importantes (15).

O potencial de aplicacdo de terapia de Ozono no corpo humano e
0s seus horizontes bioldgicos descritos sdo diversos, encontrando-se

resumidos na tabela 1 (Tabelal).
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Tabela 1 - As aplicagoes potenciais da terapia de Ozono.

Antimicrobiana

Danos na membrana citoplasmdtica

Oxidacdo do conteudo intracelular

Atuacdo sobre estirpes antibidtico-resistentes
Imunoestimulagado

Ativacdo celular e humoral do sistema imunitdrio

Proliferacdo de células imunocompetentes

Sintese de imunoglobulinas

Aumento da atividade fagocitdria

Ativacdo de antioxidantes bioldgicos
Analgésico, bioenergético e biosintético

Ativacdo de sintese de proteinas

Aumento do metabolismo celular (ribossomas e

mitocondrias)

Fonte: Saini, R. 2011 (Adaptado e sem autorizacdo do autor).

O efeito antimicrobiano do Ozono é aquele que se enconfra mais
estudado na literatura internacional. No que concerne entdo 4
utilizacdo da oxigénio-terapia por Ozono em medicina dentdria, estdo
disponiveis uma multiplicidade de protocolos para lidar com a infecdo
e algumas recomendacgdes G atentar na sua aplicacdo (16, 17).
Encontram-se descritas trés formas fundamentais de aplicacdo do
Ozono nos tecidos orais: a dgua ozonizada, o dleo ozonizado, e a
forma em oxigénio / gds de Ozono (17).

A aplicacdo do Ozono em medicina dentdria, sob a forma de gds,
pode ser efetuada através de equipamentos especificos de Ozono
qgue convertem Oxigénio em Ozono (17). Nestes equipamentos, o
Ozono apds ser produzido, € posteriormente conduzido a uma peca

de mado, equipada com um dispositivo, com o formato de um copo,
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de silicone. Esses dispositivos de silicone estdo disponiveis em diferentes
formas, correspondentes a forma dos varios dentes humanos e as suas
superficies. Desta forma, pretende-se que se assegure um contato
proximo entre o dispositivo de silicone e a drea dentdria a incidir, de
modo a que o Ozono ndo escape e se mantenha o vacuo (17).
Segundo protocolos da maioria dos fabricantes de equipamentos
para medicina dentdria, o Ozono deve ser conduzido através do
dispositivo de silicone sobre o dente durante um minimo de 10
segundos (seg.). Apods este periodo, o Ozono presente no dispositivo
de silicone serd recolhido novamente e reconvertido ao Oxigénio

pelos referidos equipamentos.

Quando se tratam de aplicacdes do Ozono em solucdo aquosa em
medicina, os equipamentos foram concebidos no sentido de serem
potenciadas sobretudo as seguintes propriedades do Ozono:
desinfeccdo, esterilizacdo, hemostase, aceleracdo do processo de
cicatrizacdo tecidular, promocdo da oxigenacdo e do suporte de
processos metabdlicos aos tecidos (18).

Também se encontram descritas aplicacdes do Ozono sob a forma de
Oleo ozonizado. Este Ultimo é obtido por extracdo vegetal pura,
através da qual o Oxigénio puro e Ozono, afravés de uma reacdo
quimica, sdo passados ao estado de dleo (18). A aplicacdo do Ozono
sob esta forma de dleo foi considerada um tipo de aplicacdo externa,
completamente inofensiva (18).

Bocci e colaboradores (Bocci et al., 1999) descreveram as vantagens
da Ozono-terapia tépica em medicina. Segundo esta equipa de
investigacdo existe sempre a possibiidade de desenvolvimento de
resisténcia microbiana contra antibidticos, mas também existe a
possibilidade de contrariar a acdo destes agentes patogénicos,
através da terapia com Ozono — 0os agentes patogénicos podem ndo

ser capazes de superar os desafios oxidativos do Ozono (19). Para
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além disso, o frabalho de investigacdo de Bocci e colaboradores
demonstrou que o Ozono é capaz de inativar diretamente as toxinas
bacterianas, ao contrdrio de alguns antibidticos, que ndo possuem

esta propriedade (19).

Relativamente a biocompatibilidade do Ozono, o estudo de Huth e
equipa (Huth ef al., 2006) foi inovador e pioneiro - investigou os efeitos
citotoxicos do Ozono gasoso e aquoso em células epiteliais bucais
humanas (BHY) e em fibroblastos gengivais (HGF-1). A avaliacdo dos
efeitos celulares do Ozono foi efetuada por comparacdo entre
grupos, com a adicdo de diferentes antissépticos: de digluconato de
clorexidina (CHX) a 0,2%, de hipoclorito de sdédio (NaOCI) a 5,25% e a
2,25% e de perdxido de hidrogénio a 3%. O Ozono aquoso foi aquele
que revelou o nivel mais elevado de biocompatibilidade, entre a
globalidade dos antissépticos testados (20).

Num outro estudo levado a cabo com fibroblastos de modelo animal
(rato), verificou-se que a atividade metabdlica dos fibroblastos tornou-
se muito elevada, quando estas células foram fratadas com dgua
ozonizada, 4o passo que a mesma diminuiu significativamente,
quando as referidas células foram fratadas com hipoclorito de sédio a
2,5% (21).

No estudo realizado por Ebensberger e colaboradores (Ebensberger et
al., 2002), no qual procederam ¢ irrigacdo da superficie da raiz de
dentes obtidos por avulsdo com dgua ozonizada e com uma solugcdo
salina (NaCl), ndo foi encontrado nenhum efeito negativo do Ozono
sobre a proliferacdo das células do ligamento periodontal (22).

Uma outra investigacdo, realizada com células odontobldsticas de
modelo animal, permitiu verificar que estas células odontobldsticas
exibiom respostas inflamatdrias  contra  lipopolissacdridos  (LPS)
bacterianos e que a dgua ozonizada melhorava a resposta

inflamatdria das mesmas células, quando induzida pelo LPS (23).
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As aplicacdes do Ozono em medicina estdo perfeitamente descritas e
os seus efeitos clarificados. Nesse senfido, existem consensus, com
recomendacodes e adverténcias descritas pela European Cooperation
of Medical Ozone Societies sobre as aplicacdes do Ozono em
medicina.

Assim, por exemplo, a European Cooperation of Medical Ozone
Societies advertiu para que as injecdoes intravenosas diretas de Ozono
/ gds oxigénio ndo devam ser praticadas, devido ao possivel risco de

embolia aérea (2).

O OZONO EM MEDICINA DENTARIA

A aplicagcdo do Ozono em medicina dentdria tem sido descrita e
proposta em diversas areas (Tabela 2), nomeadamente em Dentisteria
Operatdria (no tratamento de lesdes de cdrie), em endodontia (na
desinfecdo canalar), em medicina oral e fambém em cirurgia oral (no

tratamento de infecdes pds-extracionais, entre outras indicacodes) (17).

Tabela 2 - Indicagoes da Ozono-terapia em medicina dentdria.

Remocdo de biofime (remocdo de bactérias patogénicas)
Desinfecdo das bolsas periodontais

Prevencdo de lesdes de cdrie dentdria

Tratamento endoddntico

Extracdo dentdria

Sensibilidade dentdaria

Controlo da dor dentdria

Controlo da infecdo dentdria

Aceleracdo do processo de cicatrizacdo

Remineralizacdo da superficie dentdria

Fonte: Saini, R. 2011 (Adaptado e sem autorizacdo do autor).
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OZONO - APLICACAO EM MEDICINA ORAL

Relativamente & medicina oral em especifico, tem sido estudado o
tratamento de lesdes de herpes através da administracdo topica de
Ozono (24, 25) e da aplicacdo de doleo ozonizado (15). Com a
utilizacdo de d6leo ozonizado em lesdes de herpes labial mandibular
foram descritos periodos de cicatrizacdo das referidas lesdes muito
mais reduzidos, quando comparados com as terapias convencionais
do tratamento de lesdes de herpes labial (15). Estes autores
verificaram também que o tempo de cicatrizacdo, em casos de
tratfamento de lesdes de osteomielite com dleo ozonizado, foi mais
célere do que o ocorrido com protocolos convencionais (2). A acdo
do Ozono nestes casos centra-se na neutralizagcdo do virus herpes por
acdo direta, na inibicdo de supra-infecdées bacterianas e na
estimulacdo da cicatrizagcdo dos tecidos, através da promogdo da
revascularizacdo (26). Para além destas acdes diretas do Ozono nos
tecidos, também as propriedades antioxidantes do Ozono tem sido
referidas como uma das determinantes da sua aplicabilidade em

medicina dentdria (26).

OZONO - APLICACAO EM CIRURGIA ORAL

No que concerne as indicacdes do Ozono em cirurgia oral, este
agente é conhecido pelas capacidades de estimulacdo de
cicatrizacdo de feridas operatérias e de controlo de infecoes
oportunistas (27). Foi demonstrado que o fratamento didrio com dgua
ozonizada acelera a taxa de cicatrizagcdo fisioldgica (2). Neste estudo,
realizado por Nogales et al. (2008), no qual se comparou a utilizacdo
de 6leo ozonizada num grupo experimental e num grupo de conftrolo,
em que a antibioterapia foi usada no tratamento de alveolite,
verificou-se que os pacientes tratados com o Oleo ozonizado

obtiveram mais rapidamente a resolucdo da alveolite (2). A utilizacdo
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do Ozono também foi preconizada no tratamento das lesdes de
osteonecrose avascular da mandibula (ONJ). De fato, os resultados
indicaram uma cicatrizacdo completa das lesdes com o

desaparecimento dos sinftomas com a utilizacdo do Ozono (28-31).

Embora em implantologia oral j& tenha sido indicada a utilizacdo de
terapia com o Ozono, pelos fabricantes de dispositivos de aplicacdo
de Ozono em medicina dentdria, a literatura disponivel sobre os
efeitos do mesmo sobre as superficies implantares e sobre os tecidos

peri-implantares e respetiva flora ainda € parca (32-35).

OZONO -APLICACAO EM PERIODONTOLOGIA

A acdo do Ozono em periodontologia baseia-se sobretudo na
capacidade de reducdo da placa bacteriana e na acdo bactericida
(35, 36).

Assim, verificou-se que a dagua ozonizada inibiu a acumulacdo de
placa bacteriana num estudo experimental in vitro de Nagayoshi M e
colaboradores realizado em 2004 (36). De fato, nesta investigacdo, a
dgua ozonizada evidenciou uma potente atividade bactericida
contra as bactérias no biofime da placa bacteriana. Sendo note-se: a
dgua ozonizada (0,5-4 mg/l) foi altamente eficaz na morte tanto de
microrganismos Gram-positivos como de Gram-negativos; as bactérias
Gram-negativas, tais como a  Porphyromonas  gingivalis,
Porpohyromonas endodontalis foram mais sensiveis O dgua ozonizada
do que as bactérias gram-positivas como os estreptococos orais e

Candida albicans, em cultura pura (36).

Um outro estudo concluiu que a adicdo do Ozono ao equipamento
de destartarizacdo por ultrassons, comparado com a adicdo de
diferentes solucdes experimentais, resultou numa maior atividade
antibacteriona confra o Staphylococcus aureus (37). Mais se

acrescenta, que estd devidamente documentado na literatura que a
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dgua ozonizada possui uma excelente capacidade anti-inflamatoria
(20, 38, 39).

OZONO - APLICACAO EM PROSTODONTIA

Os estudos sobre a aplicacdo do Ozono em prostodontia tem-se
centrado sobretudo na avaliacdo do efeito da dgua ozonizada sobre
microrganismos orais presentes em proteses removiveis (36, 40). Um
numero muito reduzido de microrganismos orais foram detetados apds
a exposicdo de proteses removiveis ao fluxo de dgua ozonizada (2 ou
4 mg/l) durante 1 minuto (min), o que sugere que a aplicacdo da
dgua ozonizada pode ser Uil na reducdo do numero de Candida
albicans em bases de proteses dentdrias (40). Um outro estudo, que
comparou o efeito microbicida entre o Ozono gasoso e a dgua
ozonizada em proteses dentdrias removiveis, demonstrou que a
exposicdo direta ao Ozono gasoso foi mais eficaz, em termos de acdo

microbicida (41).

OZONO - APLICACAO EM ENDODONTIA

O poder oxidativo do Ozono caracteriza-o como um eficiente agente
antimicrobiano. Esta acdo antimicrobiana foi demonstrada contra
diversas estirpes bacterianas, tais como Micobacteria (38),
Streptococcus (21), Pseudomonas aeruginosa (38, 42), Escherichia coli
(38), Staphylococcus aureus (38, 43), Peptostreptococcus (42),
Enterococcus faecalis (21, 42, 44, 45), e Candida albicans (40, 43, 45).

J& est@o disponiveis alguns estudos in vifro que investigaram o efeito
bactericida do Ozono em endoddntia, em comparacdo com o
hipoclorito de sédio a 2,5% (a solucdo de irigacdo padrdo na
endodontia). Contudo, os resultados destes estudos sdo ainda muito
contfroversos (21, 44, 46, 47).
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OZONO - APLICAGAO EM DENTISTERIA

A aplicacdo da terapia com Ozono no quotidiano da medicina
dentdria tem vindo a sofrer um incremento nos Ultimos anos, sobretudo
por constituir uma forma de tratamento atraumdtico, particularmente
em procedimentos de dentisteria operatdria. Alguns dos estudos in
vitro avaliaram o efeito do Ozono na prevencdo do desenvolvimento
de lesdes de cdrie em fossulas e fissuras (48) e na capacidade do
Ozono impedir a evolugcdo de lesdes de cdries primdrias (49-52).
Apesar destes estudos apresentarem um reduzido follow-up, revelaram
resultados importantes - evidenciaram reducdes significativas no
numero de microrganismos nas lesdes de cdrie. Nas lesdes de cdrie
pequenas, ndo cavitadas, foi encontrada uma maior reducdo do
numero de microrganismos apods a aplicacdo de Ozono, do que nas
lesdes de cdrie de maiores dimensdes. Neste estudo ainda foi possivel
verificar que nos casos de lesdes de cdrie, localizadas mais proximas
da margem gengival, também revelaram uma menor reducdo do
nuUmero de microrganismos (48). Isto sugere, segundo Baysan et al,
2000, que a inversdo da lesdo de cdrie dependerd do seu famanho e
da sua localizacdo (49). De fato, teoricamente, o Ozono pode reduzir
a contagem de bactérias em lesdes de cdrie ativas e, portanto, pode
assegurar temporariaomente a progressdo da lesdo de cdrie,
resultando na prevencdo ou desaceleracdo da necessidade de

proceder a restauracoes dentdrias (53).

Recentemente, Huth et al. (48) realizaram um estudo, randomizado e
controlado, para avaliarem o efeito da aplicacdo de 40seg de gds
Ozono (HealOzone® [KaVo Dental GmbH, Alemanha]) na progressdo
ou reversdo de lesdes de cdrie ndo cavitadas presentes em fissuras
oclusais. Este grupo de investigadores recrutou 41 pacientes, com 57
pares de lesdes de cdries localizadas em molares permanentes
contra-laterais. Os dentes dos pacientes foram  distribuidos

aleatoriamente em dois grupos: grupo de teste de dente (onde cada

36 Dissertacdo De Mestrado Em Cirurgia Oral | Carlos Hernandez Pintado




Estudo in vitro dos efeitos do Ozono nas superficies implantares

dente recebeu o tratamento de Ozono) e o grupo de controlo do
dente no qual cada dente foi deixado sem tratamento). Um
examinador cego calibrado avaliou a progressdo ou reversdo da
lesdo de cdrie, através do equipamento DIAGNOdent® [KaVo Dental
GmbH, Alemanha]), durante 3 meses. Os resultados indicaram que,
nos pacientes com elevado risco de cdrie, houve uma reducdo
significativa da progressdo da lesdo de cdrie nas lesdes tratadas com
Ozono em relagcdo as lesdes de cdrie do grupo controlo (ndo
tratadas) (48).

Posteriormente, Brazelli et al. (54) realizaram uma revisdo sistemdtica
para avaliar a eficdcia do gds Ozono (HealOzone® [KaVo Dental
GmbH, Alemanha]) no tratamento de lesdes de cdrie de fossulas e
fissuras e em lesdes de cdrie radicular. Apds construirem um modelo
de Markov para explorar possiveis aspetos de custo-eficacia do
HealOzone®, ao longo de um periodo de aplicagcdo de 5 anos,
verificaram o seguinte: o tratamento convencional adicionando o
HealOzone® apresentava um custo superior do que o do tratamento
convencional de lesdes de cdrie ndo-cavitadas e do que fratamento
de lesdes de cdrie de fissura (£ 40,49 vs 24,78 £); o custo éra inferior no
tratamento de lesdes de cdrie radicular ndo cavitadas adicionando o
HealOzone® & terapia convencional em relacdo ao fratamento
convencional per si destas mesmas lesdes de cdrie (£ 14,63 vs 21,45 £).
Reiteraram que a evidéncia atual era insuficiente para se concluir que
hd beneficio na relacdo custo-eficdcia no tratamento das lesdes de
cdrie oclusal e radicular (54). Estes autores chegaram a uma
conclusGdo semelhante e em concord@ncia com a presente na

Cochrane library.

O Ozono, apesar de tudo, também possui contraindicagcdes aquando

da sua utilizacdo, que se encontram explicitas na tabela 3 (Tabela 3),
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Tabela 3 - Ozono-terapia e suas contraindicagoes

Gravidez

Disturbios imunitarios

Hipertiroidismo

Anemia

Intoxicacdo alcodlica

Alergia ao Ozono

Enfarte Miocdrdio

Controlo da infecdo dentdria
Aceleracdo do processo de cicatrizacdo

Remineralizacdo da superficie dentdria

Fonte: Saini, R. 2011 (Adaptado e sem autorizacdo do autor).

IMPLANTES EM MEDICINA DENTARIA

A utilizacdo de implantes dentdrios pela coletividade de médicos

dentistas tem vindo a assumir uma importédncia cada vez maior, dada
a evolucdo, diversidade e disponibilidade dos sistemas de implantes
na atualidade. No entanto, € um territério que ainda desencadeia
algumas incertezas e duvidas, sobretudo nos casos de perda de
implantes e no surgimento de complicacdes peri-implantares, que

numa primeira andlise se revelam incompreensiveis e inesperadas (55).

As reabilitacdes com implantes dentdrios constituem tratamentos, que
podem fornecer resultados previsiveis em termos de estabilidade,
retencdo, estética e satisfacdo do paciente. Contudo, uma melhor
compreensdo dos mecanismos de insucesso da reabilitacdo oral e de

desenvolvimento de complicacdes bioldgicas (peri-mucosite e peri-
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implantite) em implantes osteointegrados torna-se determinante para
a instituicdo de protocolos eficazes de tratamento e de prevencdo

destas complicacoes (55, 56).

As respostas bioldgicas das células dsseas a diferentes topografias de
superficie de implantar constituiram objeto de diversos estudos (57-
63). Alids, estas culturas celulares infegram parte dos protocolos de
prévios a disponibilizacdo no mercado de novas superficies
implantares  (64-66). Caracteristicas topogrdaficas das superficies
implantares, tais como ranhuras, topos, pocos ou pilares podem ter um
efeito dramdtico sobre a composicdo das camadas de proteinas,
podendo mesmo alterar a orientacdo e a conformacdo da proteina.
Tem sido demonstrado que estas propriedades superficiais, juntamente
com outros aspetos, podem ter um impacto significativo sobre as
intferacoes especificas desenvolvidas entre a superficie e as células
(67). Nesse sentido, hd autores que advogam que, na elaboracdo de
estratégias de minimizacdo das reacdes de corpo estranho, se devem
considerar a forma, o famanho, o espacamento e a curvatura nas

caracteristicas topogrdaficas das superficies implantares (67).

A microbiota que se forma sobre superficies de implantes colocados
no corpo humano pode ser altamente resistente a agentes
antimicrobianos €, em alguns casos, causar mesmo infecdes graves
(68). Por conseguinte, para limitar a fixagcdo bacteriana as superficies
destes e, assim, minimizar o risco de infecdo do implante, o processo
de formacdo de biofime e de fixacdo bacteriana deverd ser bem
compreendido. O ambiente oral € considerado um excelente modelo
para a investigacdo sobre a formacdo de biofimes e infecdo do
implante, constituindo objeto de estudo de diversos investigadores no
campo da medicina dentdria (69-72). Esses estudos mostraram que a

rugosidade, a energia livre, e as caracteristicas do material da
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superficie do implante em grande parte determinaram a adesdo

bacteriana inicial (68).

Os implantes dentdrios osteointegrados possuem uma taxa de sucesso
superior a 90% a longo prazo, mas pode ser ameacado pela patologia
peri-implantar  (peri-mucosite e  peri-implantite) - condicdes
inflamatdrias associadas ao biofime bacteriano. A peri-implantite,
condicdo que geralmente € precedida por uma peri-mucosite, €
caracterizada j& por uma destruicdo inflamatdria progressiva da crista
do osso alveolar de suporte do implante, por um aumento das
profundidades de sondagem e pela hemorragia e/ou supuragcdo a
sondagem. Contudo, um tratamento eficaz da peri-mucosite poderd
impedir o desenvolvimento da peri-implantite. De fato, € a
acumulacdo de placa sobre a superficie do implante / pilar justaposto
ao epitélio de juncional e d zona de tecido conjuntivo do tecido mole
que é apontada como um dos principais agentes indutores da peri-

mucosite, que pode posteriormente progredir para peri-implantite (73).

No inicio da década de setenta, o grupo liderado por Brdnemark da
Universidade de Gotenburgo definiu o termo osteointegracao, apds as
observacoes efetuadas nos seus frabalhos de estudo da
microcirculacgo dssea em coelhos, iniciados em 1952 (74). Este termo
surgiu como consequéncia da dificuldade do Professor Brdnemark
extrair as cdmaras de Titdnio colocadas em perdnios de coelhos.
Assim, a osteointegracao, referia-se a uma unido direta entre o Titdnio
e o tecido 6sseo (75). Durante a década de noventa, o conceito de
osteointegracao foi alterando-se com introducdo de aspetos
bioldgicos e bioquimicos a unido osso-implante (76-78).

Atualmente, a investigacdo centra-se no estudo histoldégico e

histomorfometrico da interface superficie do implante-osso € na
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implementacdo de novas superficies de implantes que visem melhorar

a osteointegracgo e o seu comportamento clinico (55, 79).

BIOLOGIA DO PERIODONTO E PATOLOGIA

PERIODONTAL

Em condi¢cdes normais de saude gengival, a gengiva apresenta-se
com um tom réseo, consisténcia firme e auséncia de hemorragia G

sondagem (80) (Figura 1).

O periodonto, em situacdes de normalidade, € composto pelo
conjunto de tecidos do 6rgdo de sustentacdo e protecdo da peca
dentdria. Classifica-se, de acordo com a sua funcdo, em periodonto
de insercdo e de protecdo. O periodonto de protecdo e formado
pela gengiva, que faz parte da mucosa oral mastigatdria (que reveste
0s processos alveolares e rodeia o colo dos dentes) e pela unido
dento-gengival, que une a gengiva a peca dentdria (81). O
periodonto de insercdo e constituido por trés estruturas — o cemento, o
ligamento periodontal e o osso alveolar. As fibras de colagenio do
ligamento periodontal inserem-se no cemento radicular € no 0sso
alveolar, formando a articulacdo alveolo-dentaria entre o osso e o

dente como evidenciado na Figura 2 (82).

Dissertagdo De Mestrado Em Cirurgia Oral | Carlos Hernandez Pintado 41 ||




Estudo in vitro dos efeitos do Ozono nas superficies implantares

Ligamento Doenca
Saudavel Periodontal

i Placa
Gengiva
saudgéve| bacteriana
Tartaro
lfhvel Nivel
osse9 osseo
saudavel

reduzido

. e
"o

‘m.

)

3
oo

»
“
o St ated. L

Figura 1 — Esquema comparativo entre um dente sauddvel e um dente
afetado por doenca periodontal.
Fonte: American Academy of Periodontology. (Adaptado, sem

autorizacdo do autor).

A doenca periodontal € uma condicdo de inflamacdo crénica,
induzida por um biofilme microbiano, associado ao dente e pela
resposta imunitdria do organismo. O cariz multifatorial, que € atribuido
a efiopatogenia da doenca periodontal, prende-se com o fato de a
mesma também ter sido relacionada com outros fatores, dos quais se
destacam o fumo do tabaco e a diabetes mellitus (83). De acordo
com a classificacdo das doencas do periodonto, estabelecida no
Workshop para a classificacdo das doencas e condicdes periodontais,
realizado em 1999, o primeiro grupo inclui as patologias gengivais, que
ndo envolvem nem o 0ss0 alveolar nem o ligamento periodontal, e as

quais sdo comummente designadas de gengivite (84).
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Figura 2 - llustracdo de dente e periodonto em condicdes de saude
gengival.
Fonte: Vaz, P; 2011. Introducdo, pag. 62 (Adaptado, com autorizacdo

do autor).

A gengivite corresponde a uma inflamacdo da gengiva, que a torna
mais ruborizada, edemaciada, e suscetivel d hemorragia de contato
(85). E uma condicdo provocada pela acumulacdo de placa
bacteriana, que pode progredir para um estado mais grave, guando
o processo inflamatdrio se estende ao ligamento periodontal e ao
0sso alveolar (84). Na maioria dos casos, trata-se de uma condicdo
considerada reversivel, desde que a placa bacteriana seja removida.
Quando outros fatores relacionados com a sua etipatogenia que ndo
se encontrem controlados, a mesma poderd perpetuar-se (85). Foi
também descrita a existéncia de uma forte correlacdo positiva entre

0s niveis de higiene oral e a presenca e severidade da gengivite (85).
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A periodontite € uma das causas de perda de tecido conjuntivo,
reabsorcdo alveolar e formacdo de bolsas, podendo eventualmente
levar a perda do dente. As lesdes provocadas pela periodontite
progridem ao longo do tempo, apesar de poderem co-existir periodos

de progressdo mais lenta ou mais rdpida da patologia (83, 85).

A gengivite € geralmente considerada como uma enfidade
precursora da periodontite, mas nem todos o0s processos de

inflamacdo gengival culminam em periodontite (85).

Apesar das doencas periodontais serem desencadeadas pelos
biofiimes bacterianos na superficie do dente, a destruicdo do tecido e
a progressdo da doenca devem-se, primeiramente, segundo diversos
autores, aos mediadores das respostas imuno-inflamatorias do
hospedeiro em relacdo aos agentes patogénicos Gram-negativos (86-
89).

Estes microrganismos possuem na sua superficie lipolissacarideos (LPS),
que sAo0 reconhecidos por recetores envolvidos nas respostas
imunologicas do hospedeiro, os Tol-like receptors (TLRs). Este
reconhecimento leva a estimulacdo da producéo de substancias pro-

inflamatorias, das quais se destacam as citocinas [as interleucinas 1 (IL-
1), 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)] e as quimiocinas [a

interleucina 8 (IL-8)], que em conjunto, desencadeiam uma cascata
de reacdes imuno-inflamatorias (83). Por outro lado, estes mesmos
mediadores possuem a capacidade de recrutar outras células
(floroblastos e células epiteliais, por exemplo), que produzem
prostaglandinas [sobretudo a prostaglandina E2 (PGE2]), as quais
concorrem para a reabsorcdo do 0sso (através da promocdo da
atividade dos osteoclastos) e para a destruicdo do tecido conjuntivo
(90) (Figura 3).
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Figura 3 — Esquema representativo da interacdo placa bacteriana -
hospedeiro na etiopatogenia da doenca periodontal. (LPS -
Lipopolissacarideo (bateriano), PMN - Polimorfonucleares, MMPs -
Metaloproteinase da matriz, IL1 — Interleucina 1, TNF — Fator de necrose
tumoral , RANK - Recetor do fator nuclear kappa-B, RANKL - Ligante do
recetor do ativador do fator nuclear kappa-B, ICTP — Piridoxilina de
ligacdo ao terminal carboxilico do Telopeptideo do colagénio tipo ).

Fonte: Taba et al., 2005. (Adaptado, sem autorizacdo do autor).

Segundo alguns investigadores € relevante considerarem-se também
todos os eventuais fatores virulentos na etiopatogenia da doenca

periodontal, ou seja, todo e qualquer componente microbiano capaz
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de causar doenca no hospedeiro (88, 91). Para estes autores, estes
fatores podem ser essenciais para a colonizacdo do hospedeiro ou
poderdo atuar como anfigénios, capazes de causar uma resposta
imunoldégica. Os principais fatores de viruléncia que foram associados
aos agentes periodontopatogenicos incluem: lipopolissacarideos,
proteinas de choque térmico, fimbrias e enzimas extracelulares

proteoliticas (85, 92).

SAUDE PERI-IMPLANTAR E PATOLOGIA
PERIODONTAL

Em condicdes normais de saude peri-implantar, os tecidos gengivais

peri-implantares apresentam-se com um tom réseo avermelhado e

com auséncia de hemorragia ¢ sondagem (93) (Figura 4)

Sondagem - saude
peri-implantar

Plataforma _ 1mm]_ _
implantar

Figura 4: Esquema ilustrativo sobre a biologia peri-implantar.
Fonte: Vaz P, 2011. Infroducéo, pag. 79 (Adaptado, com autorizacdo

do autor).
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Os tecidos que envolvem o implante, habitualmente designados por
peri-implantares, sdo compostos por uma parte de tecido duro (0sso
lamelar e medular) e por outra parte de tecido mole (a mucosa peri-
implantar) (88).

A mucosa peri-implantar € constfituida por dois tipos de tecidos -
epitelial e conjuntivo  (56). Esta mucosa possui funcdes similares G
gengival, sendo a principal funcdo a protecdo do osso subjacente.
Esta mucosa forma-se quando ocorre a colocacdo de implantes,
levando ao aparecimento de uma camada de coagulacdo, que
contem uma rede de fibrina, eritrocitos e neutréfilos (56).

O tecido conjuntivo peri-implantar é revestido externamente por um
epitélio queratinizado, que estd em continuidade com um fino epitélio
ndo queratinizado (com poucas camadas celulares), voltado para a
superficie do implante, sendo a sua extensdo denominada por
barreira conjuntiva, a qual, apresenta diferentes caracteristicas
dependendo da sua insercdo (56).

Enguanto que no dente as fibras colagénicas se inserem no cemento
radicular, as fibras colagénicas da barreira conjuntiva estdo
organizadas paralelamente a superficie do implante estendendo-se
desde a crista 6ssea até d margem peri-implantar (94).

A composicdo do tecido conjuntivo & volta do implante ndo é
estatica, diferindo, sobretudo em relacdo & composicdo do tecido
conjuntivo a volta do dente, pelo seu maior conteudo de fibras
colagénicas e menor conteudo de células e vasos sanguineos (95).
Pelo acima exposto, hd quem defenda que o tecido peri-implantar
seja muito suscetivel a colonizacdo bacteriana, resultando, aguando
dessas situacdes, em peri-mucosites, em peri-implantites e em perdas
dos implantes enddsseos (95). Tais consequéncias sdo atribuidas a um
selamento biologico ineficaz, como consequéncia da auséncia de
cemento e ligamento periodontal, a orientacdo das fibras e a

vascularizacdo (95).
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Em confraste com o tecido peri-implantar, a vascularizacdo no tecido
gengival provém de trés fontes, entre elas, do ligamento periodontal,
do septo d6sseo e do peridsseo (96). Devido a inexisténcia do
ligamento periodontal, a vascularizacdo no tecido peri-implantar fica
a cargo dos vasos sanguineos presentes no peridosteo e no tecido
gengival. Assim, a vascularizacdo no tecido peri-implantar é reduzida,
em comparacdo com a presente no dente, e concorre diretamente
para a restricdo dos mecanismos de defesa de resposta regenerativa
A volta dos implantes enddsseos (95).

Quanto ao sulco peri-implantar e ao sulco periodontal, estes sdo
tecidos moles que se distinguem pelas caracteristicas das fibras do seu
tecido conjuntivo (97). De acordo com alguns estudos, no sulco peri-
implantar existem fibras de tfecido conjuntivo com orientacdo
paralela, mas sem insercdo no implante dentdrio. J& no sulco
periodontal as fibras do tecido conjuntivo estdo ligadas ao dente (97,
98).

A doenca peri-implantar corresponde ao conjunto de alteracdes
patoldgicas dos tecidos peri-implantares. Numa fase inicial da doenca
peri-implantar surge uma alteracdo inflamatéria confinada aos
tecidos moles que rodeiam o implante, que se designa por peri-
mucosite (99, 100).

O inicio da perda ¢ssea associado a permanencia da inflamacdo dos
tecidos moles peri-implantares da lugar 4 peri-implantite, uma
situacdo créonica que pode terminar mesmo com a perda do implante
dentdrio (99, 100).

Acredita-se que um dos fatores mais importantes no desenvolvimento
da peri-mucosite e evolucdo da mesma para a peri-implantite, seja
um processo inflamatoério instalado, devido a acumulacdo de placa

bacteriana (101, 102). No entanto, alguns autores sugeriram que a
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progressdo clinica desta patologia possa ser influenciada pelo tipo de
resposta do hospedeiro as toxinas bacterianas (55, 103, 104).

A peri-implantite €, deste modo, considerada, a semelhanca do que
ocorre na periodontite, uma resposta inflamatdéria do hospedeiro
associada 4 perda do suporte 6sseo do implante. A presenca de
determinadas bactérias patogénicas, bem como vdarios outros fatores
ambientais (tais como patologias sistémicas, tabagismo, consumo de
dlcool, sobrecarga oclusal) e fatores genéticos foram apontados na

etiologia da peri-implantite (55, 99, 102, 105).

Sondagem - peri-implantite

Perda do suporte 6sseo

Figura 5: Esquema ilustrativo sobre a peri-implantantite.

Fonte: Kan-Zhi Liu, 2011 Adaptado, sem autorizacdo do autor).
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MICROBIOTA PERIODONTAL E PERI-IMPLANTAR

Desde do tempo de Anton von Leeuwenhoek que se sabe que a

cavidade oral € colonizada por agentes microbianos, ainda que este
investigador, por falta de recursos tecnoldgicos, os descrevesse como
animalcules (37). Atualmente verifica-se que estes agentes, na sua
maioria bactérias, constituem a designada placa bacteriana (106).

O papel da placa bacteriana no desenvolvimento da doenca
periodontal foi sobejamente estudado e comprovado por estudos
clinicos, nos quais os fratfamentos mecdnicos e antibacterianos se
mostraram eficazes na prevencdo da referida doenca (85, 92, 106).
Na compreensdo da etiologia da doenca periodontal, € importante
atentar para que a placa bacteriana € um biofime, isto &, um
conjunto de células e microcolonias envolvidas numa matriz
altamente hidratada, que consiste num exopolimero anionico (85).
Num biofilme sdo conferidas propriedades as bactérias, que ndo se
enconfram nessas mesmas bactérias, quando estas se enconfram
suspensas apenas num fluido (85). Estas propriedades podem ser
classificadas em quatro grandes categorias: comunicacdo
intercelular, transferéncia génica, resisténcia antimicrobiana e
regulacdo da expresséo de genes (85).

Verifica-se ainda alguma controvérsia no que toca ao modo como a
placa bacteriana causa a doenca periodontal. Determinados autores
defendem que esta e provocada pela generalidade da placa
(hipdtese da placa ndo especifica), enquanto que outros autores
defendem que a referida doenca periodontal estd dependente da
presenca de agentes periodontopatogenicos especificos (hipdtese da
placa especifica) (85). Apesar desta Ultima hipdtese ser considerada
I6gica, a mesma possui uma grande questdo, de dificil defesa — note-
se que a doenca periodontal ocorre em locais onde j& existem

colonias bacterianas, logo é possivel que a doenca seja causada
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quer pela proliferacdo anormal de bactérias residentes, quer pela
colonizacdo por agentes patogénicos exdgenos — portanto a divida
persiste relativamente & origem dos agentes periodontopatogenicos
especificos (70, 72, 85).

Os microrganismos patogénicos que colonizam o sulco periodontal na
cavidade oral encontram-se geralmente organizados em seis grupos

(complexos), os quais se apresentam infimamente relacionados (107).

Neste contexto, Socransky et al. (1998) examinaram as relacoes
existentes entre as espécies bacterianas na placa subgengival com a
doenca periodontal cronica. Utilizando o método Checkerboard DNA-
DNA Hybridization avaliaram 13.261 amostras de placa subgengival.
Os autores demonstraram a existéncia de associacdes entfre as
espécies bacterianas estudadas, as quais foram agrupadas da
seguinte forma: complexo vermelho, composto por P. gingivalis, T.
forsythia e Treponema denticola; complexo laranja, composto por
subespecies de Fusobacterium nucleatum (Fusobacterium nucleatum
ssp.  nucleatum, Fusobacterium nucleatum ssp.  polymorphum,
Fusobacterium nucleatum Ssp. vincentii), Fusobacterium
periodonticum,  Prevotella intermedia,  Prevotella  nigrescens,
Peptostreptococcus micros, Campylobacter showae, Campylobacter
rectus, Campylobacter  gracilis,  Eubacterium  nodatum e
Streptococcus constellatus; complexo verde, formado por 3 espécies
de Capnocytophaga (Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga
ochracea, Capnocytophaga sputigena), Eikenella corrodens e A.
actinomycetemcomitans sorotipo a; complexo amarelo, formado por
especies de Streptococcus (Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii, Streptococcus
infermedius) e complexo roxo, composto de Actinomyces

odontolyticus e Veillonella parvula. Este mesmo estudo demonstrou,
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ainda, a existéncia de relacdes entre os complexos, de forma que, por
exemplo, o complexo laranja precede a colonizacdo do complexo
vermelho. Também foram observadas as relacoes existentes entre
certos complexos e aspetos clinicos da doenca periodontal (108)
(FIGURA 6).

P. gingivalis
B. forsythus
T. denticola

C. gracilis

C. rectus

C. showae
E. nodatum

F. nuc. nucleatum
F. nuc. polymorphum |
P. intermedia
P. micros

P. nigrescens
S. constellatus

Actinomyces
species
V. parvula
A. odontolyticus

S. mitis
S. oralis
S. sanguis
Streptococcus sp.
S. gordonii
S. intermedius

E. corrodens
C. gingivalis
C. sputigena
C. ochracea
C. concisus
A. actino. a

Figura 6: Hierarquizacdo do nivel de risco para desenvolvimento de
periodontite associado as espécies bacterianas.

Fonte: Dumitrescu, AL, 2010 (Sem autorizacdo do autor).

Os microrganismos patogénicos que foram associados a doenca
periodontal pertencem maioritariaomente ao grupo das bactérias
Gram-negativas anaerdbias, incluidas nos complexos laranja e
vermelho (109).

Embora seja sobejamente descrito que a microflora que coloniza o
sulco gengival na periodontite € muito semelhante a presente em

casos de peri-implantite (73, 97, 100), existem alguns investigadores
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que acreditam que as bactérias periodontopatogénicas dos
complexos vermelho e laranja estdo sobretudo envolvidas na
rejeicdo/perda do implante (73, 88). Segundo estes autores, caso no
momento da cirurgia de colocacdo do implante ocorra colonizacdo
de uma elevada quantidade de bactérias anaerdbias Gram-
negativas, sobretudo dos grupos Fusobacterium, Spirochaetes,
Bacteroides, Prevotella (Prevotella infermediaq, Prevotella
nigrescences), a Prophyromonas gingivalis, o Aggregactibater
actinomycetemcomitans, desenvolve-se uma peri-implantite e o
implante acaba por ser rejeitado e perdido (73). Este grupo de
investigacdo reforcou ainda o fato de determinados microrganismos,
que apesar de apresentarem caracteristicas semelhantes qos
microrganismos periodontopatogénicos, que se encontram presentes
na placa bacteriana que envolve os dentes em situacdes de saude
gengival, foram associados a patologia peri-implantar (73). Destacao-
se ainda no estudo de Persson GR et al., 2013, que foram encontradas
dezanove espécies de bactérias, em contagens mais elevadas, em
implantes com peri-implantite, incluindo Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Campylobacter gracilis, Campylobacter
rectus, Campylobacter showae, Helicobacter pylori, Haemophilus
influenzae, Porphyromonas gingivalis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus anaerobius, Streptococcus intermedius,
Streptococcus mitis, Tannerella forsythia, Treponema denticola e
Treponema socranskii  (p <0,001). Apds a andlise da curva
caracteristica de operacdo do receptor identificado para a T.
forsythia, P. gingivalis, T. socranskii, Staph. aureus, Staph. anaerobius,
Strep. intermedius e Strep. mitis na peri-implantite, compreendendo
30% da microbiota total, terminaram por concluir que a Tannerella
forsythia e Staphylococcus aureus eram bactérias que estdo

associadas com a peri-implantite (110).

Dissertagdo De Mestrado Em Cirurgia Oral | Carlos Hernandez Pintado 53 ||




Estudo in vitro dos efeitos do Ozono nas superficies implantares

Apesar destas pequenas diferencas quanto a microflora peri-
implantar, a colonizagcdo das bactérias no sulco peri-implantar ocorre
de uma forma muito similar & ocorrida no sulco gengival dentdrio (73).
Assim, as bactérias aderem inicialmente & parte supragengival do
implante e/ou dos componentes protéticos e posteriormente

colonizam em direcd@o ao sulco peri-implantar (73)

Os primeiros colonizadores implantares sdo os coccos e 0s bacilos
Gram-positivos anaerdbios facultativos, tais como os Streptococcus
oralis (Streptococcus mitis, Streptococcus gordonii e Streptococcus
sanguis). Este grupo de bacilos Gram-positivos anaerdbios facultativos
possuem a capacidade de produzirem a IgA protease, fato que
justifica, segundo alguns autores, a sua permanéncia e abunddancia

no sulco peri-implantar (111).

Fato assente € que logo que se dé inicio d acumulacdo da placa
bacteriana, comeca o recrutamento de neutrdfilos para o sulco peri-
implantar, devido sobretudo aos péptidos quimiotdaticos libertados
pelas bactérias (112).

Alguns estudos (Graves & Cochran 2003, Schierano et al., 2008, Vaz et
al., 2012) apontam mesmo que o dano tecidular peri-implantar é
provocado mais pela resposta imunoldgica do que propriamente pela
acdo bacteriana direta (55, 113, 114).

Enquanto as bactérias danificam o epitélio celular, promovem em
simulténeo a libertacdo de citocinas, que atraem leucdcitos,
especialmente neutrdfilos, os quais, por sua vez, perpetuam a
producdo de citocinas. E &, precisamente, quando esta
concenfracdo de neutrdfilos e a barreira epitelial ndo forem
suficientes para travarem a placa bacteriana que se dard inicio ao
processo inflamatdrio, conhecido como peri-mucosite. Este processo,

tal como j& foi repetidas vezes referido, ainda que reversivel, poderd
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evoluir com destruicdo 6ssea e dar lugar ¢ entidade entdo designada
de peri-implantite (112).

No estudo da doenca peri-implantar a andlise do fluido crevicular
peri-implantar (PICF) tem vindo a ter um incremento, enquanto
método de estudo da resposta imunoldgica, sobretudo pela fato de
constituir uma técnica rdpida, eficaz e ndo invasiva (115). Diferentes
moléculas pro-inflamatdrias podem ser encontradas no  PICF,
nomeadamente citocinas. Estas Ultimas, constituem proteinas
secretadas pelas células imunitdrias, que intervém na funcdo de
diversos tipos celulares. SGo também consideradas como mensageiros
infracelulares solUveis, que surgem no PICF, como resultado da
intferacdo das células da mucosa peri-implantar com os leucocitos. Por
este motivo sdo consideradas por algumas investigacdes recentes
como potentes indicadores de diagndstico da destruicdo do tecido
peri-implantar (115, 116).

Dentro  destas moléculas  pré-inflamatdrias, que  poderdo

eventualmente ser encontradas no PICF, revelam-se de particular
inferesse a IL-1B, o TNF-a, diversas outras citocinas pro-inflamatoérias

(que participem na destruicdo tecidular e na producdo de
metaloproteinases da matriz (MMP) e a prostaglandina E2 (112). Ao
contrdrio destes autores, existem outros que acreditom que a
informacdo dada pela andlise do PICF ainda possui muitas reservas
quanto a validade de algumas moléculas, enquanto marcadores de

diagndstico de patologia peri-implantar (116).
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OBJETIVOS E JUSTIFICACAO DO ESTUDO

Na realidade da literatura internacional ainda ndo existem estudos
suficientes que promovam ou contestem os efeitos do Ozono na
superficie dos implantes e consequentemente na sua validade
enquanto agente bactericida peri-implantar.

Deparamo-nos com o fato de ainda persistrem dulvidas pertinentes,
que importa esclarecer, quanto ao efeito in vitro, do Ozono na
superficie dos implantes e na flora oral para se poderem avancgar para
estudos in vivo sobre os efeitos do Ozono na microflora peri-implantar
e consequente aplicabilidade deste tipo de dispositivos de Ozono na
terapéutica de patologia peri-implantar infeciosa.

O objetivo geral desta dissertacdo de candidatura ao grau de Mestre
apresentada d Faculdade de Medicina Dentdria da Universidade do
Porto foi estudar o impacto da aplicacdo do Ozono numa superficie
de implantes, como forma de avaliar o potencial do Ozono no
tratamento da doenca peri-implantar, devido ao seu potencial
antimicrobiano. Como objetivos especificos, propusemo-nos avaliar o
impacto de uma aplicacdo Unica na estrutura da superficie implantar
de TitGnio e o efeito em tempo progressivo, quando aplicado o Ozono
nessa mesma superficie. De forma complementar procuramos avaliar
qual o efeito antimicrobiano numa cultura de bactérias associadas a

peri-implantite apds aplicagcdo do Ozono.

Apresentam-se desta forma trés questdoes de investigacdo, as quais se

pretenderd dar resposta com este estudo:

1. Quais os efeitos estruturais provocados pela aplicacdo do
Ozono numa superficie implantar tratada quimicamente com um

ataque acido?
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2. Quais os efeitos estruturais da aplicacdo progressiva do Ozono
na mesma drea de uma superficie implantar tratada quimicamente

com um ataque dcido?

3. Quais os efeitos antimicrobianos da aplicacdo do Ozono numa

superficie implantar tfratada quimicamente com um ataque dcido?
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MATERIAL E METODOS

« ESTUDO IN VITRO DOS EFEITOS DO OZONO NAS SUPERFICIES
IMPLANTARES »
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O presente estudo decorreu no periodo de Novembro de 2010 a Abril
de 2013 no dmbito do Mestrado em Cirurgia Oral, tendo sido realizado
em colaboracdo com as Universidade do Minho e Universidade
Catdlica Portuguesa, as quais possuiaom todas as condigcoes
indispensaveis para fornecimento dos materiais € ensaios a serem

realizados.

SELECAO DA AMOSTRA

A amostra deste estudo foi composta por uma totalidade de 20 discos

de TitGnio com uma superficie tratada quimicamente por aplicagcdo
de um ataque dcido, desenvolvida pelo Centro de Tecnologia e
Materiais (CTM2) da Universidade do Minho.

A determinacdo da dimensdo da amostra, isto €, do nUmero de discos
a incluir no estudo foi baseada em literatura internacional publicada
recente e relacionada (35, 117).

A selecdo dos meios de cultura e das bactérias a serem cultivadas
sobre os discos de Titdnio também foi igualmente baseada em

literatura internacional publicada recente e relacionada (117).

PREPARACAO DOS DISCOS DE TITANIO

A preparacdo dos discos de TitGnio foi efetuada na integra no

laboratério do Departamento de Engenharia Mecdnica da
Universidade do Minho, sob direcdo do Prof. Doutor Luis Augusto

Rocha.
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Foram utilizadas 20 amostras/discos de TitGnio com 1 cm? de drea
(Figura 7).

Estas sofreram um fratamento de superficie, que incluiu uma
preparacdo quimica, por aplicacdo de um ataque dacido (acido

fluoridrico + acido nitrico + dgua na proporcdo 1:1:1).

Figura 7 — Amostras de Titanio sem preparacdo.

A preparacdo das amostras/espécimenes de Tit@nio foi efetuada de
acordo com o protocolo que se descreve de seguida.

- Preparacdo de uma solucdo dcida contendo HNO3, HF e HO em

proporcoes iguais (1:1:1): apds se pipetarem 10ml de HO, 10ml de HF

e 10ml de HNO3, estes foram adicionados e misturados em goblet de

plastico com uma vareta de homogeneizacdo.

- Atague dcido das amostras de Titdnio: as amostras de Titdnio foram

colocadas num recipiente de pldstico e de seguida foram
adicionados os 30ml da solu¢do dcida, com agitagcdo leve do

recipiente (Figura 8).
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Figura 8 — Colocacdo das amostras de Titdnio em recipiente de

pldstico.

Aguardou-se o periodo necessdrio para que ocorresse a libertacdo de
vapores de coloracdo amarela do recipiente e apds o inicio desta
libertacdo, respeitou-se o periodo de espera de 4 a 5 segundos, para
que a libertacdo dos vapores fosse completa. Esta libertacdo de
gases foi efetuada numa Hotte, que permite o cumprimento das

normas de seguranca na extracdo de gases (Figura 9).

Figura 9 — Libertacdo de vapores de coloracdo amarela do recipiente

com as amostras de Titdnio (procedimento realizado numa Hotte).
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Imediatamente depois adicionou-se dgua, de forma abundante, co
recipiente que continha as amostras e a solucdo dcida, com a
finalidade de interromper a reacdo (Figura 10).

Toda a solucdo final, presente no recipiente com as amostras, foi
vertida para fora do referido recipiente e continuou-se a adicionar
dgua no mesmo recipiente, de forma a eliminar quaisquer vestigios do

dAcido.

- Limpeza das amostras: os espécimes de Titdnio foram colocados num

goblet com propanol para se proceder a limpeza dos mesmos. Logo
de imediato aplicou-se o ultrassom durante 15 minutos (min.) e passou-

se a secagem dos espécimes de Titénio (Figura 11).

Figura 10 - Adicdo de dgua ao recipiente com a solucdo e as

amostras.
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BN 128

Figura 11 - Colocacdo das amostras num goblet com propanol e

procedimento de limpeza das amostras por ultrassom.

APLICACAO DO OZIONO

A aplicacdo do Ozono, nos espécimes de Titdnio a serem testados, foi

efetuada com o Ozono na forma de gds, com recurso Qo
equipamento KaVo HealOzone ® (KaVo Dental GmbH, Alemanha).
Este equipamento gera o seu agente ativo a partir do Oxigénio
existenfe no ar ambiental. Esse oxigénio €& levado & zona de
tratamento e/ou drea de intervencdo terapéutica, através do vacuo
exercido pelo dispositivo de silicone que possui. Uma vez decorrido o
tempo de atuacdo, proposto pelo fabricante nos diferentes
protocolos de tratamentos que possui, este equipamento aspira
completamente todo o Ozono e, apds o seu uso, volta a decompd-lo

em Oxigénio. O mecanismo de funcionamento e modo de acdo do
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equipamento HealOzone ® encontra-se ilustrado na Figura 12 (Figura
12).

Da globalidade das 20 amostras de Titdnio preparadas, foram
selecionadas aleatoriamente, 12 para a readlizacdo da andlise do
efeito da aplicacdo do Ozono nas suas superficies (Figura 13). Esta
andlise de superficies foi efetuada através de microscopia eletronica
de varrimento (MEV) (Figura 14). Este tipo de andlise de microscopia
utiliza um feixe de eletrdes que varre a amostra e produz imagens de
alta resolucdo da superficie da referida amostra. As imagens de MEV
possuem uma aparéncia tridimensional caracteristica e sdo Uteis para
avaliar a estrutura superficial de uma amostra. Adicionalmente, de
modo a aumentar a condutividade das amostras foi realizada a
deposicdo de ouro/platina através de sputter coater (Figuras 15, 16,
17).Trata-se de um procedimento que foi realizado para prevenir a
acumulacdo de campos elétricos estdticos na amostra, devido a
iradiacdo elétrica durante a producdo da imagem. Os recobrimentos
usualmente utilizados podem ser também de platina, tungsténio e
grafite. Outra razdo para a metalizacdo, mesmo guando hd
conducdo mais do que suficiente, € a melhoria do contraste, embora
seja uma condicdo mais comum em microscopios eletronicos de

varrimento por emissdo de campo (field emission SEM).
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Ozono: 2.100
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Intercambio:
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1. Secador de ar: com sensor de humidade automatico controla a estabilidade da
humidade do ar e ao mesmo tempo mantem uma concentragdo homogénea do
Ozono no dispositivo de silicone.

2. O sensor de pressao diferencial: regista as perdas de vacuo e ativa o gerador
de Ozono.

3. O gerador de Ozono,de sistema fechado, gera o Ozono a partir do Oxigénio do
ar.

4. A concentragao de Ozono, de 2.100 ppm e com um intercAmbio de
aproximadamente 100 x/s transmite-se ao dispositivo de silicone, que se
mantém hermético.

5. O separador de humidade impede que a humidade aceda ao neutralizador de
Ozono.

6. O neutralizador de Ozono descompde 0 ozono em oxigénio e a saida do ar
neutro no consultdrio.

7. Abomba de vacuo controla a baixa pressao para que o Ozono ndo possa sair
por alguma causa relacionada com o sistema.

Figura 12 - llustracdo do mecanismo de atuacdo do equipamento
HealOzone ® (KaVo Dental GmbH, Alemanha).
Fonte: HealOzone ® (KaVo Dental GmbH, Alemanha) (Adaptado,

com autorizacdo do autor).
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Figura 13 — Aplicacdo de Ozono afravés do HealOzone® na superficie

de Tit@nio preparada quimicamente com um ataque dcido.

Figura 14 — Microscopio eletronico de varrimento (MEV) (JEOL-5600 Lv

microscope (Tokyo, Japan).
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Figura 15 — Sputter Cooter para obtencdo de recobrimento de ouro

das amostras de Tité@nio (Polaron, Bad Schwalbach, Germany).

Figura 16 - Colocacdo de 6 amostras de TitGnio previamente
preparadas com Ozono para deposicdo de ouro através de Sputter

Coater (Polaron, Bad Schwalbach, Germany).
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Figura 17 — Deposicdo de ouro na amostras de TitGnio afravés de

Sputter Coater (Polaron, Bad Schwalbach, Germany).

A distribuicdo dos discos de Titdnio para a andlise dos efeitos do
Ozono sobre a superficie estudada encontra-se esquematizada na
Figura 18 (Figura 18). Estas 12 amostras foram divididas em 4 grupos,
compostos por 3 discos em cada grupo: o grupo 1, composto por
discos sem aplicacdo do Ozono; o grupo 2, formado por discos com a
aplicacdo de 30 seg de Ozono e avaliacdo imediata da superficie por
MEV o grupo 3, constituido por discos com aplicacdo de 60 seg de
Ozono e andlise imediata dos efeitos na superficie por MEV, o grupo 4,
formado por discos com aplicacdo de 60 seg de Ozono e avaliacdo

posterior dos seus efeitos na superficie em estudo.
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Grupo 1 — sem tratamento

Grupo 2 - aplicagao do Ozono 30”

Grupo 3 - aplicagao do Ozono 60”

Grupo 3 - aplicagao do Ozono 60”

Figura 18 — Esquematizacdo da distribuicdo dos discos de Titénio em 4
grupos para aplicacdo do Ozono com o equipamento HealOzone ® e

posterior andlise da superficie.

ANALISE DO EFEITO DO OZONO NO BIOFILME
ORAL

O efeito do Ozono na formacdo de biofime foi testado através da

inibicGdo da formacdo de biofime de Staphylococcus aureus (S.
aureus) (ATCC 25293). Para tal, discos de Titdnio com 1 cm?2 de drea
foram colocados em contacto, em microplacas de 24 pocos (Figura
19), com inoculo de S. aureus crescido overnight (1x108 UFC/ml)
durante 30 min. Seguidamente, cada disco foi tratado com jato de
Ozono durante 40 segundos (seg), usando o HealOzone® (KaVo
Dental GmbH, Biberach, Germany) e incubados durante 48 h a 37 C
em Tryptic Soy Broth (Difco®), suplementado com glucose a 1%
(Sigma-Aldrich®). Paralelamente, dois confrolos foram também
avaliados. No primeiro, controlo positivo, os discos foram inoculados e
seguidamente incubados sem qualquer tratamento. No segundo,
controlo negativo, os discos ndo foram inoculados e seguidamente
foram sujeitos ao Ozono e a uma posterior incubacdo. Apds 48h os

discos foram recuperados e apods diluicdes decimais (Figura 20 e Figura
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21), o nUumero de unidades formadoras de coldonias (UFC) foi
determinado atfravés do método da gota (Figura 22), como descrito
por Miles & Misra (118), em Plate Count Agar (Merck®). As placas
forom incubadas a 37°C durante 24h. Todos o0s ensaios foram
realizados em duplicado.

Em termos de avaliacdo da capacidade de inibicdo de crescimento
de unidades formadoras de coldnias do S. aureus, a mesma foi
efetuada aplicando a seguinte férmula:

Z%inibicdo = 100-(LOG UFCamostra com ozono/LOG UFCamostra sem 0zoN0) X
100.

Figura 19 — Microplaca de 24 pocos representativa da metodologia

utiizada na avaliacdo do efeito de Ozono sobre biofilmes bacterianos.
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Figura 20 - Fotografia exemplificativa do processo de diluicdo decimal

para enumeracdo de microrganismos vidveis.

Figura 21 - Detalhe de placas inoculadas para enumeracdo de

microrganismos vidveis.
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Figura 22 — Detalhe de placa de petri exemplicando o plagueamento

pelo método de Miles & Misra.
Paralelamente foi também feita a andlise observacional da superficie

das amostras de Titdnio com as culturas de Staphylococcus aureus,

com recurso d microscopia electronica de varrimento.

TIPO DE ESTUDO E ANALISE ESTATISTICA

As amostras dos discos de Titénio, apds finalizado o tratamento de
superficie, foram todas codificadas e afravés de um algoritmo de
selecdo aleatdria, distribuidas nos grupos correspondentes conforme o

esquema da Figura 23.
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3 discos — sem aplicacao de
Ozono
3 discos — aplicagao de Ozono 30

12 Discos seg + MEV imediata
3 discos — aplicagcdo de Ozono 60
+ seg + MEV imediata
3 discos - aplicagao de Ozono 60
8 Discos seg + MEV apés 7 dias
4 discos — cultura 4 discos — cultura
de S.aureus, sem de S.aureus com
aplicacao de aplicacao de
Ozono Ozono 40seg
Paralelamente
4 discos — cultura de 4 discos — cultura de
S.aureus, sem aplicagdo = S.aureus com aplicagao
de Ozono + MEV de Ozono 40seg + MEV

Figura 23 — Diagrama de distribuicdo dos discos de Titdnio para as

respetivas andlises efetuadas.

Assim, foram utilizados 12 discos para o estudo observacional de
avaliagcdo dos efeitos da aplicacdo do Ozono nas superficies dos
discos de Titanio e foram utilizados 8 discos para realizacdo de um
estudo comparativo do efeito da aplicacdo do Ozono na inibicdo do
crescimento do Staphylococcus aureus nos discos de Titanio.

No estudo comparativo, os dados foram fratados, recorrendo ao
software estatistico Graphpad PRISM, versdo 4.0 (GNU, General Public
License) (119). Este software, através da andlise dos dados, permite a
selecdo do teste estatistico mais adequado para a respetiva
comparacado.

Paralelamente a este estudo comparativo, foi também realizado, um
estudo observacional por microscopia electronica de varrimento, da

superficie dos mesmos 8 discos de Titénio.
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Todas as observacdes efetuadas das amostras em microscopia
eletronica de varrimento foram efetuadas sempre pelos mesmos dois
observadores, devidamente calibrados, de forma independente e

para as quais estavam duplamente cegos .
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RESULTADOS

« ESTUDO IN VITRO DOS EFEITOS DO OZONO NAS SUPERFICIES
IMPLANTARES »
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EFEITO DO GAS OZIONO NA SUPERFICIE DE
TITANIO

A andlise a superficie dos discos de Titdnio, tratada com um ataque
dcido, efetuada através do microscopio eletronico de varrimento
(MEV), evidenciou, na generalidade dos grupos das amostras (12
amostras, divididas em 4 grupos, cada um com 3 discos), uma
microestrutura caracteristica das superficies de Titdnio obtidas,
encontrando-se cavidades sobrepostas com micro pocos, devido ao
tratamento de condicionamento dcido. A avaliacdo por MEV permitiu
também verificar que a rugosidade da superficie dos discos TitGnio
ndo revelou diferencas morfoldgicas entre os 4 grupos deste estudo
[grupo 1 - discos sem aplicacdo do Ozono (Figuras 24A, 24B, 25C),
grupo 2 - discos com a aplicacdo de 30 seg de Ozono e avaliacdo
imediata da superficie por MEV (Figuras 25A, 25B, 25C), grupo 3 -
discos com aplicacdo de 60 seg de Ozono e andlise imediata dos
efeitos na superficie por MEV (Figuras 26A, 26B, 26C), grupo 4 - discos
com aplicacdo de 30 seg de Ozono e avaliacdo posterior dos seus
efeitos na superficie (Figuras 27A, 27B, 27C). Assim, apurou-se que na
generalidade das amostras, as superficies dos discos de TitGnio ndo
apresentaram alteracdes topogrdficas, com ou sem o protoloco de
aplicacdo do Ozono gasoso definido para este estudo, com o
equipamento HealOzone®, tal como ilustrado nas Figuras 24A, 24B,
24C, 25A, 25B, 25C, 26A, 26B, 26C, 27A, 278, 27C.

Também foi possivel observar que ndo foram detetados quaisquer
artefactos estranhos, nem nenhuma caracteristica topogrdafica
diferente, nas amostras das superficies de TitGnio sem tratamento com

Ozono.
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188k

Figura 24A - Imagem de MEV de superficie de disco de Titdnio sem
tratamento com Ozono (grupo 1). (Ampliacdo 250x; Voltagem 25kv;
Spot Size: 38).

Figura 24B — Imagem de MEV de superficie de disco de Titdnio sem
tratamento com Ozono (grupo 1). (Ampliacdo 750x; Voltagem 25kv;
Spot Size: 37).
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25k 18k

Figura 24C - Imagem de MEV de superficie de disco de Titdnio sem
tratamento com Ozono (grupo 1). (Ampliacdo 1000x; Voltagem 25kv;
Spot Size: 37).

S8 K

Figura 25A — Imagem de superficie de disco de Titdnio com tratamento
de Ozono durante 30 seg (grupo 2). Ampliacdo 500x; Voltagem 25kv;
Spot Size: 38).
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181

Figura 25B — Imagem de MEV de disco de superficie de Titdnio com
tratamento de Ozono durante 30 seg (grupo 2). Ampliacdo 1000x;
Voltagem 25kv; Spot Size: 38).

- 18wum

Figura 25C - Imagem de MEV de superficie de disco de TitGnio com
tratamento de Ozono durante 30 seg (grupo 2). (Ampliacdo 2500x;
Voltagem 25kv; Spot Size: 38)
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Figura 26A — Imagem de superficie de disco de TitGnio com tratamento
de Ozono durante 60 seg (grupo 3). (Ampliacdo 250x; Voltagem 25kv;
Spot Size: 38).

Figura 26B — Imagem de Mev de superficie de disco de TitGnio com
tratamento de Ozono durante 60 seg (grupo 3). (Ampliacdo 750x;

Voltagem 25kv; Spot Size: 38).
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18 mm

Figura 26C - Imagem de MEV de superficie de disco de TitGnio com
tratamento de Ozono durante 60 seg (grupo 3). (Ampliacdo 1000x;
Voltagem 25kv; Spot Size: 38).

Figura 27A — Imagem de superficie de disco de TitGnio com tratamento
de Ozono durante 30 seg e andlise topogrdfica apds 7 dias (grupo 4).

(Ampliacdo 500x; Voltagem 25kv; Spot Size: 38).
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Figura 27B — Imagem de superficie de disco de TitGnio com tratamento
de Ozono durante 30 seg e andlise topogrdfica apds 7 dias (grupo 4).

(Ampliacdo 1000x; Voltagem 25kv; Spot Size: 38).

Figura 27C - Imagem de MEV de superficie de disco de TitGnio com
tratamento de Ozono durante 30 seg e andlise topografica apds 7

dias (grupo 4). (Ampliacdo 2500x; Voltagem 25kv; Spot Size: 38).
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EFEITO DO GAS OIONO NA CULTURA DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Para a avaliacdo dos efeitos do Ozono sobre culturas bacterianas de
Staphylococcus aureus foram utilizados os 8 discos de Titdnio, da
amostra de 20 espécimenes tratadas com ataque dacido, segundo o
protocolo descrito no capitulo dos Matericis e Métodos, pelo
Departamento de Engenharia Mecdénica da Universidade do Minho.
Estes discos foram divididos em dois grupos de estudo com o mesmo
nUmero de espécimenes em cada um (4): grupo ‘A’ ( controle positivo
- sem aplicacdo do Ozono) e grupo ‘B’ (com fratamento de Ozono
durante 40 seg).

Uma vez terminado o periodo de incubacdo dos discos de Titénio,
durante as 48 h a 37 C em Tryptic Soy Broth (Difco®), suplementado
com glucose a 1% (Sigma-Aldrich®), obtiveram-se os resultados de
contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) de
Staphylococcus aureus para o grupo do controlo positivo e para o
grupo de aplicacdo de 40 seg de Ozono, presentes nas Tabela 4 e
Tabela 5. Da observacdo destas Ultimas, destacaram-se os valores
obtidos de UFC de 2,00E+05 (Tabela 5) com a diluicdo 1,00E-02 (Tabela
5) no grupo de aplicacdo de 40 seg de Ozono e os valores obtidos de
UFC de 4,05E+07 com a diluicdo 1,00E-04 (Tabela 4) no grupo de

controlos positivos.
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Tabela 4: Contagem das colonias de Staphylococcus aureus no grupo

de controlos positivos (grupo A).

Controlo Positivo

Amostra Contagem Diluicdo UFC Log
Al 15 1,00E-05 7,50E+07 7,88
A2 58 1,00E-04 2,90E+07 7,46
A3 53 1,00E-04 2,65E+07 7,42
A4 81 1,00E-04 4,05E+07 7,61
Média
7,59
Desvio Padrao
0,177226666

Controlo positivo — grupo de discos sem aplicacdo de Ozono (grupo
A); Amostra — Disco de Titanio; Contagem — contagem do numero de
coldnias; Diluicdo - diluicGdo de contagem; UFC - unidade formadora
de coldnias, Log — logaritmo de contagem de UFC; Média — média dos
logaritmos das UFCs , Desvio Padrdo — desvio padrdo em relacdo a

meédia dos logaritmos das UFCs.
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Tabela 5: Contagem das coldénias de Staphylococcus aureus no grupo

tratado com 40 seg de Ozono (grupo B).

Tratamento 40 seg

Amostra  Contagem Diluicdo UFC Log

B1 42 1,00E-02  2,10E+05 5,32

B2 26 1,00E-02  1,30E+05 5,11

B3 25 1,00E-02  1,25E+05 5,10

B4 40 1,00E-02  2,00E+05 5,30
Média
5,21
Desvio Padrao
0,103546077

Tratamento 40 seg - grupo de discos com aplicacdo de Ozono
durante 40 seg (grupo B); Amostra — Disco de Titanio; Contagem -
contagem do numero de coldnias; Diluicdo - diluicdo de contagem;
UFC - unidade formadora de coldnias, Log — logaritmo de contagem
de UFC; Média — média dos logaritmos das UFCs , Desvio Padrdo -

desvio padrdo em relacdo a média dos logaritmos das UFCs.

De forma a explicitar mais claramente os resultados obtidos
relativamente ao nUmero de unidades formadoras de coldnias de
Staphylococcus aureus nos 2 grupos estudados (grupo A - controlos
positivos e grupo B - tratamento com Ozono a 40 seg), resumem-se 0s

respetivos resultados nas tabelas 6 e 7.
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Tabela é - Unidades formadoras de colénias versus controlo positivo.

UFC/ml log Tratamento
75000000 7,875061263
29000000 7,462397998 = Controlo
26500000 7,423245874  Positivo
40500000 7,607455023

UFC/ml - unidade formadora de coldnias por mililitro, log — logaritmo
da UFC/ml, Tratamento controlo positivo — grupo de discos sem

aplicacdo de Ozono (grupo A).

Tabela 7 - Unidades formadoras de coldnias versus tratamento com

Ozono.
UFC/mi log Tratamento
210000 5,322219295
130000 5,113943352 Tratamento
125000 5,096910013 com
200000 5,301029996 Ozono

UFC/ml — unidade formadora de coldnias por mililitro, log — logaritmo
da UFC/mIl, Tratamento com Ozono — grupo de discos com aplicacdo

de Ozono durante 40 seg (grupo B).

Aplicando a féormula descrita no capitulo dos materiais € métodos
para determinacdo da percentagem de inibicdo de crescimento
bacteriano, encontraram-se diferentes percentagens de inibicdo de
crescimento de Staphylococcus aureus , as quais estdo presentes na
Tabela 8.
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Tabela 8 - Percentagens de inibicdo de crescimento de colénias de

Staphylococcus aureus.

% Inibicdo
32,41678869
31,47050916
31,33852631
30,31795811

Média 31,38594557
Desvio Padrao 0,85880427

% InibicGo - percentagem de inibicGo de crescimento do
Staphylococcus aureus, Média - valor médio da percentagem de
inibicGdo de crescimento do Staphylococcus aureus, Desvio Padrdo —
desvio padrdo em relacdo a média da percentagem de inibicdo de

crescimento do Staphylococcus aureus .

Verificou-se que houve uma inibicGo de crescimento do
Staphylococcus aureus de 31,4% no grupo de aplicacdo do Ozono
durante o periodo de 40 seg (grupo B). O tratamento com Ozono da
superficie dos discos de Titénio conduziu a uma reducdo de cerca de

2,5 ciclos logaritmicos, tal como evidenciado na Tabela 8.
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Controlo Positivo Tratamento 40 s

Figura 28 — Contagem de microorganismos vidveis (log UFC/ml) de
Staphylococcus aureus nos dois grupos de estudo ( grupo A - controlo
positivo, sem aplicacdo do Ozono; grupo B - com tratamento com

Ozono durante 40 seg).

O tratamento com Ozono, por 40 seg (grupo B), reduziu a formacdo
de unidades formadoras de coldnias nas superficies dos discos de
TitGnio utilizados neste estudo. O teste de Mann Whitney, selecionado
pelo software Graphpad PRISM, versdo 4.0 (GNU, General Public
License) indicou uma diferenca significativa entre os dois grupos —
grupo de controlo positivo (grupo A) e grupo de aplicacdo de Ozono
durante 40 seg (grupo B) - relativamente as unidades formadoras de
colonias bacterianas (p=0,0286; p<0,05), no senfido de que o valor foi

significativamente inferior no grupo com a aplicacdo do Ozono a 40

seg (grupo B).

Apods a andlise observacional da superficie das amostras de Titdnio
com as culturas de Staphylococcus aureus, efetuada em paralelo,
através de microscopia eletronica de varrimento, destacaram-se os
seguintes resultados: no grupo de controlo positivo (grupo A - sem

aplicacdo do Ozono) claramente a imagem de MEV evidenciou
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maior populacdo microbiona do que a presente no grupo com

aplicacdo do Ozono durante 40 seg (grupo B) (Figuras 29 e 30).

Figura 29: Imagem de MEV da superficie de disco de TitGnio com
S.aureus sem tratamento com Ozono (grupo A). (Ampliacdo 800x;

Voltagem 20 kv e Spot Size 41).
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Figura 30: Imagem de MEV da superficie de disco de Titnio com S.
aureus e tratamento com Ozono durante 40 seg (grupo B).

(Ampliacdo 1000x; Voltagem 20 kv e Spot Size 41).
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DISCUSSAO

« ESTUDO IN VITRO DOS EFEITOS DO OZONO NAS SUPERFICIES
IMPLANTARES »
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Grande parte dos casos de insucesso € mesmo de perda dos
implantes dentdrios podem ocorrer por peri-implantite e/ou fracasso
da osteointegracdo (55, 99). Uma vez que a infecdo bacteriana tem
sido apontada como uma das principais fatores etioldgicos
associados a peri-implantite (73, 102), provavelmente a reducdo da
colonizacdo bacteriana, bem como a prépria eliminagcdo de
bactérias das superficies dos implantes dentdrios, podem constituir a
chave para se evitar a instalacdo de uma peri-implantite e/ou da sua
resolucdo.

Nesse sentido, o nosso estudo demonstrou que o Ozono gasoso POssUi
uma eficdcia no controlo das bactérias aderentes a uma superficie de
implantes desenvolvida por ataque dacido [HNO3, HF e HO em
proporcoes iguais (1:1:1)], in vitro, sem provocar qualgquer dano na
topografia superficial do Titanio (Figuras 24A, 24B, 24C, 25A, 25B, 25C,
26A, 26B, 26C, 27A, 27B, 27C). O que estd de acordo com um dos
parcos estudos existentes com similaridades aos presentes no Nosso
(35).

A adesdo das bactérias sobre os implantes de Titdnio ja foi
sobejamente descrita e fundamentada, tanto in vivo como in vitro. Os
principais fatores que influenciavam essa adesdo bacteriana eram a
energia livre da superficie, a composicdo quimica e, em particular, a
rugosidade da superficie do material do implante (120-123). Em
diferentes ensaios, pela visualizacdo das imagens de MEV, observou-se
que as superficies rugosas de implantes promoviom uma adesdo
bacteriana superior em comparagcdo com as superficies lisas (68).
Sendo a superficie utilizada na nossa investigacdo, uma superficie
obtida por um ataque dcido, que promove uma aparéncia
carateristica em observacdes de superficie por MEV, com cavidades
sobrepostas com micro pocos (Figuras 24A, 24B, 24C, 25A, 25B, 25C,
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26A, 26B, 26C, 27A, 27B, 27C), portanto, com rugosidade, 0s nossos
resultados estGdo em concorddncia com o fato da adesdo bacteriana
ocorrer mais faciimente em superficies rugosas. Na nossa investigacdo
também se verificou que a adesdo bacteriana do S.aureus foi obtida
em todos os discos inoculados.

No entanto, ndo podemos deixar de salientar que a microflora oral é
varidvel, de acordo com diversos fatores a que a cavidade oral estd
exposta. Enfre vdarios salientaram-se a dieta, a acdo da saliva, do
fluido gengival, da concentracdo de Oxigénio e de outros fatores, dos
quais se destacam as doencas sistémicas, a utilizacdo de diversos
antibidticos, medidas de higiene geral e oral e o préprio genoma do
individuo (55).

Alguns estudos revelaram que o Ozono gasoso foi capaz de eliminar
as bactérias S.aureus de superficies dentdrias e reportaram o mesmo
efeito significativo do gds Ozono contra diversas bactérias orais (42,
124, 125).

Devemos destacar com humildade, que o fato do Ozono se fter
mostrado eficaz na nossa investigacdo contra o S.aureus, ndo significa
que a sua eficdcia seja semelhante contra a diversidade da
microbiota oral e sobretudo contra a microbiota carateristica da peri-
implantite.

Para se promover a eliminacdo e/ou reducdo das bactérias presentes
nas superficies de implantes, a nivel subgengival, foi sugerido, durante
varios anos, o recurso a instrumentos mecdanicos (126). Contudo, outros
autores defenderam que a aplicacdo destes instrumentos danificava
a estrutura da superficie do implante e promovia a contamina¢cdo ou
adesdo de pod abrasivo na superficie implantar (126).

No nosso estudo in vitro, 0 Ozono gasoso ndo promoveu alteracdes na
topografia da superficie dos discos (demonstrada pela andlise por
MEV) e em simultGneo evidenciou uma afividade bacteriostatica

eficaz. Uma vez que se verificou uma inibicdo significativa do
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crescimento do Staphylococcus aureus de 31,4% no grupo dos discos
de Titdnio onde se efetuou a aplicacdo do Ozono durante 40 seg.
Estes resultados estdo em conformidade com os presentes em outros
estudos in vitro, que demonstraram que o Ozono apresentou um efeito
antfibacteriano, em bactérias suspensas em dgua pura. Contudo,
nestes estudos similares, o efeito antibacteriano do Ozono revelou-se
menos eficaz, quando as células foram incluidas num biofilme ou em
material orgdnico (44, 47).

A eficdcia reduzida por parte do Ozono gasoso, na acdo sobre as
lesdes de cdrie dentdria, foi descrita por dois estudos in vivo, com
recurso ao mesmo equipamento (HealOzone®) (127, 128). Estes
autores sugeririom que as interacdes com o material orgdnico
reduziom a atividade antimicrobiana de gas Ozono in vivo (127, 128).
Este, de fato, poderd constituir um problema comum da aplicagcdo do
Ozono gasoso na cavidade oral, ou seja, a presenca de material
orgdnico poderd impedir a realizacdo de desinfeccdo rdpida e eficaz
de superficies colonizadas por bactérias, nomeadamente de dentes e
implantes. Outros investigadores, porém, revelaram eficacia do Ozono
gasoso na  eliminagcdo do S.aureus de superficies dentdrias e
descreveram um efeito similar do Ozono confra outras bactérias orais
(42, 125).

J& um outro estudo, de Irmgard et al., 2011, demonstrou que a
aplicacdo de Ozono gasoso, durante um periodo de tempo de 24 seg
em células de S. sanguinis, aderido & superficie de Zirconia promoveu
a morte de cerca de 1% das referidas bactérias (35).

Perante esta controvérsia, acreditamos que a eliminacdo bacteriana
pelo Ozono poderd estar muito dependente da presenca do referido
material orgdnico mas também da manutencdo do vacuo sobre as
superficies de aplicacdo do Ozono. SGo emergentes mais estudos in
vivo para determinacdo da eficacia o Ozono na eliminacdo de outras

bactérias orais, tendo em consideracdo as varidveis material
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orgdnico, os tempos de aplicacdo do Ozono e os dispositivos que
geram o vAcuo.

Pode ser hipotetisado que, um periodo de aplicacdo de Ozono
gasoso superior ou a aplicacdo de uma dose mais elevada de Ozono,
poderiam ter potenciado o efeito do Ozono sobre S. aureus aderido as
superficies dos discos de Titdnio utilizados na nossa investigacdo. O
tempo de aplicacdo do Ozono gasoso, por nds aplicado, foi de
acordo com as instrucdes do fabricante (HealOzone®).

No entanto, em relacdo a toxicidade potencial de Ozono, realcamos
que ndo se deva alcancar uma concentracdo acima dos niveis
permitidos, tanto no trato respiratério dos pacientes como no ar
circundante do médico dentista. Na realidade, vdrias diretrizes
recomendaram limites de seguranca de 0,1 ppm de Ozono no ar,
para uma exposicdo continua de 8 h (16). Realcamos também o fato
de, até a data, ndo se encontrar disponivel nenhum equipamento de
administracdo de Ozono gasoso, que permita a aplicagcdo do gds na
bolsa periodontal, sem inalagcdo de gds por parte do paciente.

Um tempo de aplicacdo mais prolongado do Ozono gasoso, ndo foi
abordado neste estudo, mas ndo deixa de representar uma drea para
futuras pesquisas, nas quais € também nossa pertenca a comparagcdo
dos efeitos das aplicacdes de Ozono em diferentes superficies de

implantes de Tit@nio.
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CONCLUSOES

« ESTUDO IN VITRO DOS EFEITOS DO OZONO NAS SUPERFICIES
IMPLANTARES »
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A aplicacdo do Ozono, com recurso ao equipamento HealOzone®,
em discos de Titdnio, com uma superficie tratada com um ataque
dcido (&acido fluoridrico + dacido nitrico +adgua na proporgcdo 1:1:1),
ndo resultou em nenhuma alteracdo na topografia da referida
superficie, o que sugere que a aplicacdo do Ozono ndo promova
nenhuma alteracdo superficial topogrdafica, se aplicado em implantes

in vivo, com a mesma superficie.

A aplicacdo do Ozono, com recurso ao equipamento HealOzone®,
em discos de Titdnio, com uma superficie tratada com um ataque
dcido (dcido fluoridrico + dcido nitrico + dgua na proporcdo 1:1:1),
numa superficie revestida com elevado nimero de S.aureus (1x108
UFC/ml) conduziu a um efeito bacteriostatico.

Ainda que com resultados in vitro promissores, a potencial relevancia
deste equipamento (HealOzone®) e de outros similares, na
terapéutica da peri-mucosite e peri-implantite, necessita de mais
estudos in vitro e in vivo. Nos estudos in vitro € importante a avaliagcdo
da eficdcia do Ozono contra bactérias associadas a peri-implantite e
peri-mucosite e a utilizacdo de outras superficies de implantes. Nos
estudos in vivo € emergente testar a eficdcia do Ozono no tratamento
da patologia peri-implantar, sendo determinantes as investigacoes
com diferentes superficies de implantes, comercialmente disponiveis,
com recurso a identificacdo das vdarias bactérias patogénicas peri-
implantares por PCR e G caraterizacdo de marcadores inflamatorios e

composicdo idnica do fluido peri-implantar.
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LINHAS DE INVESTIGACAO
FUTURAS

« ESTUDO IN VITRO DOS EFEITOS DO OZONO NAS SUPERFICIES
IMPLANTARES »
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Como ¢é sabido o Ozono possui um papel critico na estrutura térmica
da estratosfera, bem como quadro ecoldgico para a vida na
superficie da Terra. Pelas suas propriedades, o Ozono, em qualquer
das suas fases, aquosa ou gasosos, constitui um desinfetante de
grande utiidade, com uma vasta gama de aplicabilidades.
Sobretudo, este agente tem-se revelado um potente agente
antimicrobiano, fidvel e eficaz, contra bactérias, fungos, protozodrios e

virus.

Note-se que j& durante o periodo da | Guerra Mundial, o Ozono
gasoso foi ufilizado no tratamento de vdrias lesdes presentes em
soldados, das quais se destacam: a gangrena gasosa pos-traumdatica,
as feridas infetadas, as queimaduras e fistulas. A terapia com Ozono
foi aceite como terapéutica alternativa em medicina nos EUA j& em
1880, sendo amplamente utilizada até ao periodo de 1932.
Hodiernamente, a terapia com Ozono € uma opc¢do de fratamento
na drea médica reconhecida em 16 Paises a nivel Mundial. Contudo,
especificamente em medicina dentdria, ainda se encontra numa fase
muito embriondria, onde a maioria dos estudos existentes sdo apenas
in vitro, tornando-se, por isso, emergente a necessidade de realizacdo
de mais estudos para avaliacdo dos efeitos do Ozono e suas
aplicabilidades, que sejam sobretudo ensaios clinicos, principalmente

in vivo.

Na realidade, os resultados desta e de outras investigacdes in vitro,
embora se tenham revelado positivos, urge a necessidade de
promocdo de ensaios onde se analisem os efeitos do Ozono na
cavidade oral. A peri-implantite ainda é uma patologia de dificil
resolucdo e cujo nUmero de casos tem tido um incremento. De fato o

alargamento do conhecimento, sobre toda e qualguer arma
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disponivel para o tratamento da peri-implantite, constitui uma mais
valia nos dias de hoje na medicina dentdria e quicd a instituicdo de
terapéuticas com o Ozono poderiam vir a constituir mais um pequeno

passo No auxilio da resolucdo desta patologia.
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RESUMO

« ESTUDO IN VITRO DOS EFEITOS DO OZONO NAS SUPERFICIES
IMPLANTARES »
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O Ozono € considerado um dos mais potentes agentes
antimicrobianos, disponiveis para aplicacdo em medicina e medicina
dentdria. A aplicacdo do Ozono como terapia estd atualmente
instituida e difundida, tanto em medicina como em medicina
dentdria, como uma alternativa as terapias antimicrobianas
convencionais e como terapéutica coadjuvante na maioria dos Paises
Europeus. A aplicacdo do Ozono em medicina dentdria tem sido
descrita e proposta em diversas dreas, nomeadamente em dentisteria
operatdria, em endodontia, em medicina oral e também em cirurgia
oral.

A Uutilizacdo de implantes dentdrios pela comunidade de médicos
dentistas tem vindo a assumir uma importédncia cada vez maior, dada
a evolucdo, diversidade e disponibilidade dos sistemas de implantares
na atualidade.

A microbiota que se forma sobre superficies de implantes dentdrios
pode ser altamente resistente a agentes antimicrobianos e pode
mesmo causar infecdes de dificil resolucdo, tais como alguns casos de
periodontite ou peri-implantite. A peri-implantite € considerada uma
resposta inflamatdria exacerbada do hospedeiro as bactérias,
associada a perda do suporte dsseo do implante.

O objetivo geral desta dissertacdo foi estudar o impacto da aplicacdo
do Ozono numa superficie de implantes, com o equipamento
HealOzone®, como forma de avaliar o potencial futuro do Ozono no
terapéutica da doenca peri-implantar.

A amostra deste estudo foi composta por um total de 20 discos de
TitGnio com uma superficie tratada quimicamente com ataque dacido.
Apos finalizacdo da preparacdo, as amostras foram todas codificadas
e afravés de um algoritmo de selecdo aleatdria, distribuidas em 2

grupos: um grupo com 12 discos e outro grupo com 8 discos. No grupo

106 Dissertagdo De Mestrado Em Cirurgia Oral | Carlos Hernandez Pintado




Estudo in vitro dos efeitos do Ozono nas superficies implantares

de 12 discos foi efetuada a andlise do efeito da aplicacdo do Ozono
nas superficies dos discos de Titanio, afravés de microscopia eletronica
de varrimento (MEV). No grupo com 8 discos foi realizado um estudo
comparativo do efeito da aplicacdo do Ozono na inibicdo do
crescimento do Staphylococcus aureus nos discos de Titanio.
Paralelamente, nos mesmos 8 discos de Titdnio com cultura de S.
aureus, foi feita a andlise da superficie, com recurso d MEV. Os 12
discos foram divididos em 4 grupos de 3 amostras: grupo 1- sem
qualguer tratamento com Ozono, grupo 2 - com aplicacdo de 30
segundos (seg) de Ozono e andlise imediata por MEV, grupo 3 - com
aplicagcdo de 60 seg de Ozono e andlise imediata por MEV, grupo 4 -
com aplicacdo de 30 seg de Ozono, armazenamento durante 7 dias
seguido de andlise por MEV.

As outras 8 amostras foram inoculadas com S. aureus, e separadas em
2 grupos, de 4 discos cada: grupo A - sem aplicacdo de Ozono, grupo
B - tratadas com Ozono.

No grupo dos 12 discos, os resulfados da andlise observacional da
MEV demonstraram uma microestrutura caracteristica das superficies
de TitGnio, com cavidades sobrepostas com micropocos, devido ao
tratamento de condicionamento dcido, portanto sem diferencas
entfre os 4 grupos. No grupo dos 8 discos verificou-se uma inibicdo de
crescimento do S. aureus de 31,4% apds a aplicacdo do Ozono. O
tratamento da superficie dos discos de Titdnio com Ozono conduziu a
uma reducdo de cerca de 2.5 ciclos logaritmicos.

O estudo da superficie dos mesmos 8 discos revelou uma reducdo
evidente do S. aureus nos discos de TitGnio, em particular no grupo de
aplicacdo de 40 seg do Ozono e a auséncia de alteracdes na
topografia da superficie.

Concluiu-se que a aplicacdo do Ozono em discos de Titdnio ndo
condicionou nenhuma alteracdo da superficie dos discos e que a

aplicacdo do Ozono em discos de Titdnio conduziu a um efeito
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bacteriostatico, demonstrando-se assim a potencial relevancia deste

equipamento na terapéutica da peri-implantite.
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Ozone is considered one of the most potent antimicrobial agents
available for use in medicine and dentistry. The application of Ozone
as therapy is currently established and widespread, both in medicine
and in dentistry as an alternative to conventional antimicrobial therapy
and as complementary therapy in most European countries The
application of ozone in dentistry has been described and proposed in
several areas, particularly in operative dentistry, endodontics, oral
medicine and oral surgery also.

The application of ozone in dentistry has been described and
proposed in several areas, particularly in  operative dentistry,
endodontics, oral medicine and oral surgery also.

The microbiota that forms on surfaces of dental implants can be highly
resistant to antimicrobial agents and may even cause infections
difficult to solve, such as some cases of periodontitis or peri-implantitis.
The peri-implantitis is considered an exacerbated inflammatory
response of the host to the bacteria associated with the loss of bone
support of the implant.

The general aim of this thesis was to study the application of ozone on
the implant surface with the equipment HealOzone ® as a way to
assess the future potential of ozone in the freatment of peri-implant
disease.

The sample studied comprised a total of 20 disks with a titanium surface
treated with chemical acid attack. After completion of the
preparation, all samples were coded and through a selection
algorithm randomly distributed into 2 groups: one group with 12 disks
and the other group with eight disks. In the group of 12 disks, the
analysis of the effect of application of ozone on the surface of titanium
disks, using scanning electron microscopy (SEM) was performed. In
parallel, in the same 8 fitanium disks with S. aureus, the analysis of the

surface using the SEM was performed. The 12 disks were divided into 4
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groups of three samples: Group 1 - group without any treatment with
ozone and analysis by SEM, 2 - group with application of ozone for 30
seconds (sec) and immediate analysis by SEM, 3 - group with
application of ozone for 60 sec and immediate analysis by SEM, 4 -
group with application of 30 sec Ozone, storage for 7 days and
followed by SEM analysis..

The other 8 samples were inoculated with §. aureus, and separated
info 2 groups of 4 discs each: group A - without application of Ozone
Group B - treated with ozone.

In the group of 12 discs, the results of observational analysis by SEM
showed a microstructure characteristic of the titanium surface showing
overlapping cavities with microwells due to the acid conditioning
treatment, so no differences among the 4 groups were observed. In
the group of 8 disks there was an inhibition of growth of S. aureus of
31.4% after application of ozone. The surface treatment of the titanium
disks with ozone led to a reduction of about 2.5 log cycles.

The study of the surface of these 8 discs showed a clear reduction of S.
aureus present on the ftitanium disks, particularly in the group with
application of 40 sec of ozone and the absence of changes in surface
topography

It was concluded that the application of ozone in conditioned titanium
discs does not change any surface of disks and that the application of
ozone on fitanium discs led to a bacteriostatic effect, thus
demonstrating the potential relevance of this device in treatment of

peri-implantitis.
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