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RESUMO

A infiltracdo de fluidos organicos e de bactérias na interface implante/pilar
protético € responsabilizada pela ocorréncia de mau odor e, provavelmente, por
inflamac&o nos tecidos perimplantares. O propdésito deste trabalho foi avaliar in vitro
a capacidade do conjunto implante/pilar protético de dois sistemas de conexao
conica fabricados no Brasil (Conex@o® e Titanium Fix®) de impedir o transito
bidirecional de Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis, assim como mensurar
o microvalamento presente nos dois sistemas através da microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e analisar pela MEV a configuragdo interna dos conjuntos de
ambas as marcas. Para avaliar a infiltragdo do microvalamento interno para caldos
Brain Heart Infusion (BHI), foi feita a inoculagédo de 0,3pl de uma mistura dessas
bactérias na parte interna de dez implantes de cada marca, seguida da adaptagéo
do seu pilar protético com o torque recomendado pelos fabricantes; os conjuntos
foram imersos no BHI e ap6s 48 horas de incubagéo foi verificado se houve turvagdo
do caldo. Neste teste foi constatada a infiltragdo em nove dos dez implantes da
marca Conexdo e em quatro dos nove da marca Titanium Fix, pois um destes foi
descartado por ter sido contaminado externamente no momento da inoculagéo da
suspensdo bacteriana. A infiltragdo de fora para dentro foi testada em outros dez
conjuntos de cada marca, montados da mesma forma que os anteriores e colocados
em BHI contendo a mistura de bactérias; apds incubagdo durante 48 horas, os
conjuntos foram separados, Sul de solugdo fisiolégica estéril foram inseridos no
interior de cada implante e o material do seu interior coletado com pontas de papel
absorvente estéril e semeado em Agar BHI para verificar o desenvolvimento de
colénias das bactérias-teste. Nesse teste os 20 conjuntos das duas marcas
avaliadas apresentaram alto grau de infiltragdo. Os microvalamentos implante/pilar
dos conjuntos testados mostraram dimensdes bastante variaveis, em média 3,42um
nos da marca Conex3o® e 3,59um nos da marca Titanium Fix®, mas essa diferenca
ndo foi estatisticamente significante. A analise da configuragdo interna dos conjuntos
contribuiu para esclarecer a razdo da diferenga na infiltragdo observada nas duas

marcas.

Palavras-chave: Implantes dentarios. Infiltragdo. Bactérias.



ABSTRACT

The infiltration of organic fluids and bacteria in the prosthetic interface
implant/pillar are responsible for halitosis and most likely the inflammation on the peri-
implant tissue. The purpose of this investigation was to evaluate in vitro the capacity of
the implant/pillar prosthetic compound of two systems of conic connection produced in
Brazil (Conexao® and Titanium Fix®) of avoiding the bidirectional flow of Escherichia coli
and Staphylococcus spp and to measure through a scanning electron microscopy (SEM)
the micro gap present on both systems, as well as to analyze through SEM the internal
configuration of both brands. In order to evaluate the infiltration of the internal micro gap
to the Brain Heart Infusion {BHI) solution we proceeded with the insertion of 0,3ml of a
mixture of these bacteria on the inner part of ten implants from each brand followed by
the adaptation of their prosthetic pillar with a torque recommended by the manufactures.
Then the compounds were submerged in the BHI solution and after forty-eight hours, it
was verified whether there had been any disturbance of the environment. This test
confirmed the infiltration in nine out of ten imptants from the Conex&o® brand and in four
out of nine from the Titanium Fix® brand because one compound was discarded since it
was externally contaminated during the inoculation with the bacterial solution. The
outwards-in bacterial infiltration was tested in ten other implant/pillar compounds from
each brand built in the same way as the former and placed in BHI solution containing the
bacterial mixture. After the forty-eight hours of incubation, the compounds were
separated and 5ml of sterile physiological solution were inserted in the interior of each
implant. Then the material from their interior was collected with sterile absorbing paper
points and planted in Agar BHI to check for the possible development of colonies of the
tested bacteria. Through this test it was proven that all of the twenty implants from both
brands tested presented a high level of infiltration. The pillar/implant micro gaps of the
compounds utilized in this experiment had varying dimensions of about 3,42mm on
those from the Conex3o® brand and 3,59mm on the ones from the Titanium Fix® brand;
however, this difference was not statistically significant. The internal configuration
analysis of the compounds done at the scanning electron microscopy (SEM) served to
clarify the reason for the difference in infiltration present on both brands.

Key words: Dental implants. Infiltration. Bacteria
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1 INTRODUGAO

O desenvolvimento do biofilme perimplantar é associado a deficiéncias na
higiene bucal e tem mostrado uma direta relagdo com o risco de insucesso em
Implantodontia. Em sitios afetados por perimplantite severa é detectada uma
complexa microbiota contendo altas proporgées relativas de patégenos periodontais
convencionais como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis, Treponema
denticola, Eubacterium nodatum, Prevotella intermedia, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Micromonas micros e Campylobacter rectus e, em casos
refratarios ao tratamento, alguns microrganismos superinfectantes exégenos como
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae e Pseudomonas
aeruginosa, ou de baixa freqiiéncia na boca como Candida albicans e
Staphylococcus aureus (DE LORENZO; SIMIONATTO; DE LORENZO, 1997; DE
LORENZO e CAVENAGUE, 2004).

Estudos in vivo e in vitro processados na década de 1990 comegaram a
demonstrar a infiltragcdo de fluido e de bactérias do biofilme perimplantar na unido
implante-pilar do sistema Branemark® (PERSSON et al., 1996; QUIRYNEN et al.,
1994; QUIRYNEN; VAN STEENBERGHE, 1993; TRAVERSY; BIREK, 1992) e que
essa ocorréncia & a responsavel por mau odor e, possivelmente, por mucosite
perimplantar e perimplantite (MCARTHY: GUCKES, 1993; STEFLIK et al,, 1991). As
bactérias que colonizam a superficie exierna do implante sdo mais acessiveis aos
mecanismos de defesas do hospedeiro do que as que contaminam as superficies
internas (microvalamentos, ocos dos parafusos etc.), razéo pela qual elas podem
persistir por periodos extensos de tempos e criar um meio ambiente condutivo para
infecgBes perimplantares recorrentes (LISGARTEN, 1999).

Os varios sistemas de implantes dentais osseointegrados podem ser
classificados dentro de duas amplas categorias: submersos (dois estagios) e néo
submersos (um estagio). O submerso necessita a colocagdo da porgéo coronaria do
implante no nivel da crista alveolar ou abaixo dela. O ndo-submerso requer a
colocagdo do topo do implante acima do nivel dessa crista. Nesse sistema, a
interface implante/pilar ndo esté localizada no nivel da crista dssea porque o
implante emerge do tecido gengival para a cavidade bucal (O'MAHONY; MACNEILL;
COBB, 2000). Em alguns dos sistemas submersos, pode existir um microvalamento
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no nivel da crista alveotar onde se encaixam o pilar e o corpo do imptante (DIBART
et al.,, 2005), usualmente associado com aumento da inflamagao e perda da crista
dssea alveolar (BROGGINI et al., 2003).

Vérios tipos de conexdes do implante com o pilar protético tém sido sugeridos
para a reducao ou eliminagio de microvalamentos que permitem a introdugdo de
bactérias, mas muitos pesquisadores ainda tém relatado essa ocorréncia, sobretudo
em implantes com conex&o em forma de hexagono externo.

Aparentemente, Jansen; Conrads e Richter (1997) e Dibart et al. {2005) foram
os Unicos pesquisadores que testaram se ocorre infiltragdo bacteriana na interface
dos componentes do sistema de conexdo cbnica. Os primeiros constataram que
essa penetragdo ocorre nos sistemas Astra®, Ankylos® e Bonifit® e os segundos
mostraram que n&o ocorre infiltrag&o no sistema Bicon®.

A necessidade de esclarecer esse impasse justifica a realizagdo de novas
pesquisas, como a que estamos apresentando.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A quest&o da ocorréncia de infiltragdo de fluidos organicos e principaimente
de bactérias entre os componentes dos implantes de dois estagios ganhou
importancia clinica a partir da publicagdo de dois trabalhos no inicio da década de
1990.

Em uma analise retrospectiva da perda de implantes de varios tipos, Stefiik et
al. (1891) concluiram que uma das causas do insucesso de implantes dentéarios
pode ser sua ma adaptagdo com o pilar protético, visto que nesta area pode ocorrer
desenvolvimento bacteriano e comprometimento dos tecidos perimplantares
adjacentes.

McArthy e Guckes (1993) relataram que os portadores de pilares Estheticone
angulados se queixavam de sabor e odor desagradaveis e relacionaram esse
problema com a presenga de residuos organicos e de colonizagdo bacteriana dentro
do conduto de acesso do parafuso do pilar ou no espago existente entre o pilar da

protese e o cilindro de ouro.

2.1 Estudos in vitro sobre infiltragdo microbiana nos microvalamentos de

outros sistemas de conexdo de implantes dentarios

Traversy e Birek (1992) relataram que ocorre infiltragdc bidirecional de
fluidos efou penetracdo de Streptococcus sanguis (atualmente S. sanguinis) na
interface implante/pilar do sistema Branemark®. Essa infiltragdo foi demonstrada pelo
uso de uma solugdo padréo de paranitrofenol e de cultivo desse colonizador inicial
encontrado em grande numero tanto no biofilme dental como no perimplantar. A
invasdo dessa espécie bacteriana foi confirmada posteriormente por dois
pesquisadores brasileiros. Cravinhos (2003) analisou a contaminagdo dessa bactéria
na interface implante/pilar em 30 implantes de trés sistemas comercializados no
Brasil: Colosso®, Conect® e Globtek® (dois de hexagono interno e um de hexagono
externo). Inoculou 0,1ul de uma solugéo contendo essa bactéria na superficie interna
de cada implante e logo apés o pilar protético foi adaptado e parafusado com um
torque de 30Ncm. A composi¢do implante/pilar protético foi, entdo, colocada em

caldo infusdo de cérebro e coragao (BHI) e levada a uma estufa bacteriolégica por



17

14 dias, sendo que a cada 24 horas, era observado se havia turvagio do meio.
Todos os implantes apresentaram evidéncias de infiltragdo bacteriana, mas néo
foram observadas diferengas, estatisticamente significantes, entre os sistemas. O
autor ainda concluiu dizendo que a troca de fluidos através dessa interface pode
comprometer a estabilidade dos implantes a longo prazo. Amaral (2003) avaliou a
contaminacéo dessa espécie bacteriana na interface implante/pilar protético,
buscando correlaciona-la com as dimensées dos espacos da referida interface.
Foram utilizadas 50 composigbes de implantes com seus respectivos pilares
protéticos (Conic®, Master Porous®, Serson®, INP® e Implac®, todos com hexagono
externo com excegdo do Serson® que tem hexagono interno), divididos em grupos
de dez unidades. A analise microbiol6gica foi realizada ap6s a inoculagédo de S.
sanguinis na parte interna do implante, seguida da adaptagdo de um pilar protético
parafusadc manualmente a um torque de 32N. A composigdo foi inserida em um
caldo BHI que foi incubado em uma estufa bacteriolégica durante 14 dias, sendo
realizada uma leitura diaria para verificagdo da contaminagao. Passados os 14 dias,
os implantes foram levados para analise em microscopio eletrdnico de varredura
(MEV), com aumento variando de 30 a 2000x, para verificar os tamanhos dos
espacos na interface implante/pilar protético. Os resultados foram submetidos ao
teste de proporg¢ao no nivel de significancia de 5% para comparag¢do do percentual
de implantes contaminados e dos tamanhos dos espagos encontrados. Todos os
grupos avaliados apresentaram alto grau de infiliragdo bacteriana na interface
implante/pilar protético, com excec¢ao dos implantes Serson®, que apresentaram um
resultado menor e estatisticamente significativo, em relacdo aos demais grupos.
Com relagdo as dimensdes dos espagos na interface implante/pilar protético, nédo
houve correlagdo com a contaminagio bacteriana observada nos sistemas de
implantes estudados.

Outro pesquisador brasileiro (BARBOSA, 2006) avaliou a infiltragdo de
Streptococcus sobrinus entre os componentes de 20 implantes da marca SIN®
divididos em dois grupos de dez unidades, um analisado pela técnica checkerboard
DNA-DNA hybridization e, o outro, pelo metodo de cultivo. Em condicdes assépticas,
foram inoculados 3pi de um cultivo dessa bactéria em caldo sacarose-bacitracina na
rosca interna de cada implante, conectando-se o pilar protético com torque de
32Ncm. Os conjuntos foram colocados individualmente em tubos de ensaio
contendo 5,0 ml desse caldo de cultura e incubados durante 14 dias; a ocorréncia de
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turvagéo foi observada a cada 24 horas. Os microrganismos desenvolvidos foram
analisados pelos dois métodos. Para comparacéo inicial entre as técnicas, os 20
implantes utilizados no experimento foram criteriosamente limpos, esterilizados,
testados quanto a presenga de DNA remanescente e divididos em dois grupos de
dez unidades, um analisado pela técnica de DNA-checkerboard e, o outro, pelo
metodo de cultivo. Seguindo 0o mesmo processo de assepsia do meio, foram
inoculados 3l da solugéo contendo S.sobrinus na rosca interna de cada implante.
Logo em seguida, os microrganismos foram recuperados e analisados pelos dois
meétodos. Ao final do periodo de 14 dias, observou-se a turvagdo do meio de cultura
em seis conjuntos implante/conectores. A freqiiéncia de contaminagédo dos conjuntos
foi de 0,3. Houve redugéo significante, tanto pelo método DNA-checkerboard como
pelo metodo de cultura tradicional, em relagdo a contagem dos microrganismos
provenientes do interior dos conjuntos implante/conectores apés o periodo de
imersdo em caldo sacarose-bacitracina. Tanto no periodo inicial quanto apos 14
dias, o DNA-checkerboard detectou maiores contagens de S. sobrinus em relagéo
ao grupo analisado pela técnica de cultura (p < 0,05).

Quirynen et al. (1994) imergiram 32 conjuntos implante/pilar do sistema
Branemark® em caldos de cultivo contendo sangue e bactérias isoladas do biofilme
de pessoas com doengas periodontais, sendo 16 parcialmente imersos (para exame
da infiltracdo na interface implante/pilar) e 16 completamente imersos (para se
observar a infiltragdo em ambas as interfaces — implante/pilar e prétese/pilar). Apés
sete dias de incubagdo anaerodbica, os microorganismos da parte interna do implante
foram coletados e incubados anaerobicamente em placas de agar-sangue. Em
ambos os casos foram enconirados bactérias, inclusive varias patogénicas, mas o
nimero era bem menor nos parcialmente imersos.

Jansen; Conrads e Richter (1997) relataram a ocorréncia de infiltragdo de
Escherichia coli em 13 diferentes combinagbes implante/pilar geradas de nove
sistemas de implantes (Astra®, Ankylos®, Bonifit® com pilar conico, Bonifit® com pilar
Octa, Branemark®, Calcitek®, Frialit-2®, Ha-Ti® com base de coroa, Ha-Ti® com poste
telescopico, IMZ® com TIE®, IMZ® com IMC-Insert® e Semados®) em dez conjuntos
de cada tipo. A interface dos trés primeiros é cnica, do Ha-Ti® com base de coroa, &
plana e conica na parte interna, e a do restante & piana. Quando o Frialit-2® foi
suprido com um anel de silicone, houve menos casos de infiltragdo. A largura do
microvalamento marginal entre os componentes pré-fabricados medidos com MEV
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foi menor que 10pum em todos os sistemas. Steinebrunner et al. (2005) avaliaram a
infiltragdo dessa espécie bacteriana na interface implante-pilar, associada a um
simulador mastigatério em dois eixos de carga. Os autores teorizaram que o
carregamento dinamico diminuiria a estabilidade das conexfes de implante-pilar,
conduzindo a penetragédo bacteriana através do microvalamento. Testaram cinco
sistemas de implantes (Branemark® com hexagono externo; Frialit-2/Hermetics® com
hexagono, haste guia e borracha de silicone integrados; Replace Select® , tubo a
tubo com fixagdo provida de ressalto e fenda: Camlog®, tubo a tubo com fixagao
provida de ressalto e fenda; Screw-Vent®, hexagono interno com fixagao por fric¢ao)
com oito combinagbes de pilar-implante padrdes para coroas Unicas de molar. A
parte interna dos implantes foi inoculada com suspensdo de E. coli e estes,
conectados a supra-estrutura com o torque recomendado. Os espécimes foram
imersos e incubados em uma solugdo nutriente e carregados com 1.200.000 ciclos
de 120N no simulador mastigatério. Foram constatadas diferencas significantes
entre os sistemas de implantes em relagdo ao nimero de ciclos mastigatérios
necessarios para que ocorresse a penetracio bacteriana: 172.800 para Branemark®,
43.200 para Frialit-2/Hermetics®, 64.800 para Replace Select®, 345.600 para
Camlog® e 24.300 para Screw-Vent®. Para os autores, o grau de penetragdo num
sistema de implantes especifico seria uma condigdo multifatorial dependente da
precisdo de ajuste entre o implante-pilar, o grau de micromovimentos entre os
componentes e a for¢ga de torque usada para conecta-los. Demonstraram que esse
teste pode ser uma ferramenta sensivel para as empresas aperfeicoarem seus
implantes e componentes protéticos, visando prevenir a penetracdo bacteriana em
condicbes de carregamento dinamico. No Brasil, Cury et al. (2006) avaliaram a
infiltragdo de E. coli na interface implante/intermediario protético, associando
intermediarios de diferentes fabricantes nacionais. O implante utilizado foi o Frialit-2%®
e a conexdo testada foi o hexagono interno. A penetra¢doc do microrganismo foi
detectada na parte interna dos implantes de todos os grupos, exceto o controle
(conjunto estéril). Entretanto, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre
os grupos. O uso de intermediarios proteticos de diferentes fabricantes néo
aumentou a infiltragao.

Guindy et al. (1998) testaram a infiltragdo de Staphylococcus aureus em
montagens completas de implantes Ha-Ti® (conexdo com hexagono interno)
incluindo suas coroas pré-fabricadas retidas a parafuso, através ou do
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microvalamento marginal ou do espaco do parafuso transversal de fixagéo da coroa.
Na primeira etapa do experimento, os espécimes foram colocados no interior de
caldos Tryptic Soy Broth (TSB) contaminados com essa baciéria e incubados a
37°C. Cada espécime era removido, diariamente e desinfetado com alcool etilico a
70%; ap6s a abertura dos conjuntos, foram coletadas amostras do interior com
pontas de papel absorvente estéril, isto repetido durante cinco dias (120 horas).
Estas pontas eram colocadas em caldo TSB e era verificada a turvagdo do mesmo.
Posteriormente, numa segunda etapa, foram colocados 2ui do caldo de cultura
contaminado no interior do hexagono interno do implante e no oco do parafuso do
pilar. Os conjuntos foram montados e imersos individualmente em caldos TSB
estéreis por duas vezes: uma, com o conjunto coroafimplante completamente imerso
(imersdo do microvalamento marginal e espago do parafuso transversal da coroa
pré-fabricada) e num segundo tempo, quando o conjunto foi parcialmente imerso
(imersdo de somente o microvalamento marginal da coroa pré-fabricada). No
periodo de 24 a 120 horas foi observada infiltragao bacteriana do ambiente para o
interior do conjunto e vice-versa. A principal via de penetra¢do bacteriana foi
possivelmente o espa¢o do parafuso transversal e ndo o microvalamento marginal
das coroas pré-fabricadas.

Gross; Abramovich e Weiss (1999) avaliaram o grau de microinfiltragéo na
interface implante/pilar de cinco sistemas, fazendo uma avaliagdo comparativa de
torques de fechamentc variados. Usando sondagem de tragos de corantes
direcionados por sistema de pressdo de 2atm, a infiltragdo na interface dos
implantes Branemark® (hexagono externo); Sulzer Calcitek® (interface em chaveta);
3i® (hexagono externo); ITI® (coénica) e Steri-Oss® (hexégono externo) foi
determinada espectrofotometricamente. Os resultados indicaram que fluidos e
pequenas moléculas s&o capazes de passar pela interface de todos os conjuntos
implantes/pilares estudados. Os autores concluiram que presumivelmente in vivo,
fluidos contendo subprodutos bacterianos e nutrientes requeridos pelas bactérias
podem passar através do microvalamento da interface, contribuindo, em parte, para
o mau odor e perimplantite.

Piattelli et al. {2001) compararam a penetragdo de fluidos e de Pseudomonas
aeruginosa em dois diferentes sistemas de implantes: um com pilares cimentados
(Bone Sistem®) e outro com pilares parafusados (3i®), ambos com conexo tipo

hexagono interno. Foram usados 12 de cada tipo no estudo. A pesquisa foi realizada
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em trés passos: mensuragdo dos microvalamentos pelo uso de MEV, analise da
penetragéo de fluido e analise da penetracdo de bactérias. Foi possivel observar que
quando os pilares eram parafusados, os microvalamentos tinham uma média de 2 a
7um enquanto nos cimentados, a interface media 7um, entretanto estava
completamente preenchida pelo cimento de fixagio. A penetragdo de fluido foi
verificada utilizando papel absorvente no interior do implante e uma solugéo corante
na parte externa do mesmo. No grupo dos pilares parafusados foi possivel observar
a presenca de azul de toluidina no nivel da interface implante/pilar e nas roscas
internas, pois o papel foi manchado em todos os casos. No dos pilares cimentados,
o papel absorvente ndo foi manchado pelo azul de toluidina. A penetragio do
corante ndo foi observada em nenhuma das interfaces e nem no interior dos
implantes. Em todos os conjuntos parafusados foi observada penetragéo bacteriana
na interface implante/pilar. Nenhuma bactéria foi detectada no interior dos implantes
com pilares cimentados. Os autores concluiram que os implantes com pilares
cimentados ofereceram melhores resultados em relagéo a permeabilidade de fluidos
e bactérias.

Proff et al. (2006) investigaram a capacidade de P. gingivalis, um patdégeno
implicado em perimplantites severas, penetrar e permanecer vivo no
microvalamento implante/pilar de um sistema de implante de titdnio usado para
ancoragem ortodontica. Testaram também a efetividade da gutapercha para
selamento do microvalamento. Doze implantes de titanio (Straumann® com interface
plana, diametro 3,3mm e comprimento 5,5mm) foram providos com pilares num
torque definido (20Ncm), seis dos quais foram selados com gutapercha antes de
serem parafusados no pilar. Em seguida, os implantes foram colocados em um caldo
nutriente que continha P. gingivalis. Apés uma incubagéo durante 24 a 72 horas,
coletaram amostras do interior dos implantes e cultivaram-nas. Houve evidéncia de
que a penetracéo dessa espécie no interior do implante, mesmo apoés a “vedagio”,
ocorreu t&o cedo quanto apds 24 horas. A sobrevivéncia da bactéria é possivel no
interior do implante, de tal forma que o desenvolvimento de um reservatério de
bactérias é suposto.

Duarte et al. (2006) usaram suspens@o de Enterococcus faecalis para testar a
capacidade de selamento de dois materiais em cinco diferentes superficies
implante/pilar: quatro conexdes do tipo hexagonal externa (Conex&o®, Titamax ®, EX

. " . ® ~ . .
Serson Implant® e Titanium Fix®) e uma conex&o do tipo hexagonal interna
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(Colosso®). Sessenta implantes foram divididos em cinco grupos experimentais,
sendo testadas dez interfaces para cada grupo. O grupo-controle foi composto de
duas interfaces de cada grupo. Na primeira fase, 2ul de caldo BHI foram depositados
no interior dos implantes. Um selante “varnish” ou “silicon” foi aplicado na porcao
cervical dos implantes dos grupos experimentais. O grupo-controle ndo recebeu
qualquer dos selantes. Os pilares foram apertados com uma chave de torque
manual com 20Ncm, imersos em 4mi de caldo BHI e incubados a 37°C por 72 horas
para excluir contaminagéo. Na segunda fase, 100ul de suspensdo de E. faecalis
foram depositados dentro dos caldos de cultura. A capacidade de selamento foi
verificada apés sete, 14, 21, 35, 49 e 63 dias. Os pilares foram removidos e foram
usadas pontas de papel estéril para coletar material de dentro dos corpos dos
implantes. Este material foi transferido para novos tubos com caldo BHI para verificar
a presenga de turvagdo em 24 e 48 horas. Ndo houve diferengas significantes
estatisticamente entre os dois materiais para cada perfodo de tempo. Os implantes
Colosso® mostraram o menor nivel de capacidade de selamento (seis implantes
contaminados), enquanto os Titanium Fix® mostraram o mais alto nivel (somente
dois). Os autores concluiram que os materiais testados n3o foram capazes de
prevenir a contaminagdo por 63 dias; a contaminagao bacteriana foi verificada apés
14 e 35 dias nos grupos-controle e experimentais, respectivamente; embora os
materiais testados tenham mostrado similares capacidades de selamento, os
implantes dentais mostraram contaminag&o bacteriana independente de suas

configuragbes hexagonais, externa ou interna.

2.2 Estudos in vivo sobre infiltragdo microbiana nos microvalamentos de

outros sistemas de conexdo de implantes dentarios

Examinando por microscopia de contraste de fase diferencial a parte apical de
dois parafusos dos pilares colocados havia trés meses em nove pessoas, Quirynen
e van Steenberghe (1993) observaram que todos abrigavam uma quantidade
significativa de células bacterianas, principalmente cocbides (86,2%) e bastonetes
sem mobilidade (12,3%), enquanto bastonetes mdveis (1,3%) e espiroquetas (0,1%)
foram observados apenas esporadicamente. A origem dessa contaminagdo seria

uma infiltragdo na interface implante/pilar.
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Sennerby e Lekholm (1993) mostraram que a contaminagdo dos pilares
protéticos pode causar inflamac&o nos tecidos moles, num trabalho realizado em 20
pilares removidos duas semanas apds terem sido instalados. Os pilares, apos
passarem por limpeza em ultrassom com butanol e etanol e autoclavados, foram
implantados sob a pele de ratos, onde permaneceram por seis semanas. Os
pesquisadores constataram inflamagio e destruicdo dos tecidos em torno dos
pilares, independentemente do método de limpeza e esterilizagdo utilizado e
diferentemente do grupo-controle, no qual os pilares n&o haviam sido contaminados.
Essa mesma situagdo clinica pode ocorrer com os tecidos perimplantares em
humanos.

Persson et al. (1996) examinaram a microbiota presente na superficie interna
dos componentes de 28 implantes do sistema Branemark® (hexagono externo)
instalados em dez parcialmente desdentados e que suportavam proteses parciais
fixas por um periodo de um a oito anos. As préteses foram testadas para verificar
mobilidade e removidas. Os parafusos dos pilares foram removidos e classificados
como estaveis, facilmente removidos e frouxos. As amostras coletadas da superficie
interna dos implantes foram semeadas em placas com &gar-sangue e identificadas.
As superficies internas de diferentes componentes dos implantes Branemark® apos
periodos variaveis de fungdo na cavidade bucal, apresentaram uma microbiota
heterogénea e predominantemente anaerobia. Nao pdde ser observada relagdo
entre o tipo e o comprimento do pilar, a estabilidade do pilar, a perda 6ssea e o tipo
e o numero de microrganismos encontrados nas amostras. A microbiota era
constituida principalmente de estreptococos anaerobios e facultativos, bastonetes
anaerébios Gram-positivos tais como os géneros Propionibacterium, Eubacterium e
Actinomyces e bastonetes anaer6bios Gram-negativos incluindo os dos géneros
Fusobacterium e os atuais Prevotella e Porphyromonas. Os pesquisadores
sugeriram que essa presenga de bactérias é o resultado de uma contaminacgéo dos
componentes do implante e pilar durante os estagios de instalagdo dos mesmos
efou uma transmissdo de microrganismos do ambiente bucal durante a fungéo
subseqliente a instalagéo da prétese.

Callan; O'Mahony e Cobb (1998) examinaram a localizagéo da interface
implante/pilar, refativa a crista 6ssea como um, potencial fator causal de perda 6ssea
cristal associada a implantes. A avaliagéo clinica de 350 implantes individuais em
255 pacientes indicou uma relagéo direta entre a localizagdo subgengival da



UNISA - Universidade Santo Amarg
Bibhioteca Campus |
24

interface implante/pilar e a perda de osso suporte cristal. Além disto, o exame pela
microscopia eletronica de varredura de 45 implantes que falharam mostrou
significante acumulo de placa bacteriana nas interfaces implante/pilar, protese/pilar e
na colar polido/superficie coberta com plasma-spray subjacente. A interface entre
implante/pilar examinada, foi sempre caracterizada por um microvalamento que
variou de 30 a 135um e os autores alegaram que em alguns casos ©
microvalamento pode ter sido forgadamente aumentado pela manipulagio durante a
remogao cirurgica.

Keller; Bragger e Mombelli (1998) compararam as caracteristicas clinicas e
microbioldgicas da area em torno de implantes que suportavam supra-estruturas
cimentadas e parafusadas, para investigar a relagdo entre as microbiotas:
perimplantar, da superficie interna da supra-estrutura removivel e a periodontal dos
mesmos pacientes. Em 15 parcialmente desdentados com implantes 1TI® usados
como suportes para reconstrugdes de coroas e pontes, amostras microbianas foram
tomadas da bolsa periodontal mais profunda de cada quadrante, dos sulcos em
torno dos implantes e da superficie interna da supra-estrutura parafusada. Foram
realizados cultivos das amostras usando técnicas anaerdbicas continuas. Cinco
pacientes apresentavam ambos 0s tipos de supra-estruturas: parafusadas (grupo P)
e cimentadas (grupo C). Nestes individuos, a média total de contagem cultivavel foi
significantemente mais alta nas amostras do grupo C do que nas do P. Além disso, a
microscopia de campo escuro revelou que as amostras perimplantares do grupo P
produziram mais alta propor¢gdo de ceélulas cocoides e auséncia de grandes
espiroquetas. P gingivalis foi detectado em 10% das amostras periodontais e em
somente uma perimplantar. P. intermedia foi detectado em 33% das periodontais e
em 30% das perimplantares. Fusobacterium spp teve uma prevaléncia de 58% nas
amostras periodontais e foi recuperado de 50% das amostras perimplantares. A.
actinomycetemcomitans nao foi detectado em qualquer amostra periodontal ou
perimplantar. Foi demonstrada uma significante relagédo entre a freqliéncia de
microrganismos nas amostras perimpiantares e em amostras da superficie interna
da supra-estrutura. Além disso, houve uma significante correlag&o entre a incidéncia
de microrganismos na amostra dental e nas perimplantares do grupo P e nas
amostras da superficie interna da supra-estrutura. Estes achados indicam que a
infiltragdo microbiana através do microvalamento entre a supra-estrutura e o pilar
tem um papel importante na colonizaggo bacteriana da parte interna das coroas e
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pontes parafusadas. O estudo, além disso, confirmou o impacto da microbiota dental
na colonizac&o dos implantes. Este fator parece ser mais importante do que o modo
de fixacdo da supra-estrutura.

Orsini et al. (2000) removeram um bloco ésseo de uma pessoa que, cinco
meses antes de seu falecimento, havia recebido dois implantes osseointegrados
com interface plana. Um microvalamento de 1 a Sum estava presente entre o
implante e o cicatrizador e este espago era preenchido por bactérias e calculo;
bactérias estavam também presentes na porcdo mais apical do interior oco do
implante. Na analise histolégica se constatou infiltrado inflamatorio nos tecidos
adjacentes a jungéo implante/cicatrizador. Para os autores, os espagos entre todos
os componentes dos implantes podem atuar como condutores e reservatorios para
bactérias que podem causar inflamagdo dos tecidos moles perimplantares.

Rimondini et al. (2001) avaliaram a contaminacgéo interna do parafuso de
retengdo pilar/implante apdés carga oclusal e reconsirugdo cimentada
provisoriamente com e sem arruela (vedagéo). Oito implantes de dois componentes,
selados com uma arruela de silicone e nove sem o selamento foram colocados em
sete pacientes com aito padrdo de higiene bucal. A contaminagdo microbiana foi
mais freqientemente observada nos implantes ndo-selados. Nenhuma diferencga nos
morfotipos bacterianos foi observada entre os selados e n&o-selados. Os cocos
foram os morfotipos mais representativos, enquanto bastonetes foram vistos
raramente. Os autores concluiram que a microinfiltragdo ocorre na interface
implante/pilar, mas é limitada em pacientes com alto padréo de higiene e que essa
contaminagdo pode ser reduzida pelo uso de instrumento de vedagéo (arruela).

Em sua dissertacdo de Mestrado na Universidade de Santo Amaro, Oliani
(2004) avaliou a eficacia da solug&o de clorexidina a 2% no controle da proliferagéo
bacteriana na interface coroa/pilar protético de proteses dentais parafusadas em
fixacbes de hexagono externo. Foram removidas as coroas e dois pilares de coroas
do tipo Multi-unit de quatro pacientes portadores de dois implantes cada. Apés a
desinfeccdo da é&rea interna de cada coroa, foram coletadas duas amostras da
microbiota desta regido, com ponta de papel absorvente estérii para serem
analisadas em laboratério. Apés a primeira coleta, antes da recolocagdo das
proteses, uma interface coroa/pilar protético foi tratada com solugéo de clorexidina a
2% e a outra ndo (controle). Apds 30 dias, foi feita a segunda coleta em dois
pacientes e 90 dias ap6s a primeira coleta, nos outros dois, para identificagio das
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espécies patogénicas A. actinomycetemcomitans, C rectus, E. corrodens, F.
nucleatum, P. gingivalis, P. intermedia e T. forsythensis em cultivos anaerdbios. Para
detecgdo dos DNA dessas espécies e de T. denticola, foi utilizada a reagio em
cadeia da polimerase (PCR) diretamente das amostras clinicas. Nas duas amostras
coletadas ap6s 30 dias das areas (controles) no tratadas com clorexidina, a PCR
evidenciou a presenga do DNA de T. denticola. Das espécies-alvo da pesquisa, nas
amostras tratadas com clorexidina foi identificado F. nucleatum na primeira (por
cultivo) e em nenhuma das outras. Apés 90 dias foram identificados P. gingivalis e P.
intermedia em todas as amostras, embora em menor quantidade nas tratadas com
clorexidina. Estes resultados sugeriram que a clorexidina pode inibir a
proliferagao de P.gingivalis e P. intermedia, mas n3o de F. nucleatum, na interface
coroalpilar protético nos primeiros 30 dias. No entanto, ndo & capaz de evitar a
colonizagcdo de P. gingivalis e P. intermedia tal como foi observado nos resultados
das amostras de 90 dias. Resultados muito parecidos foram obtidos, no mesmo ano,
por Ferrari, também na Universidade de Santo Amaro, ao analisar a infiltragac entre
o corpo do implante e o pilar intermediario. Este estudo teve como objetivo a
identificacdo de oito espécies de periodontopatdgenos no interior de implantes de
hexagono externo e avaliar o uso de solugdo de clorexidina a 2% no controle
bacteriano neste espaco. Os resultados demonstraram a presenca de F. nucleatum
e T. denticola nas amostras coletadas 30 dias apds a aplicagdo de clorexidina e de
T. denticola e P. intermedia nas que nao receberam essa aplicagéo. Aos 90 dias foi
detectada a presenca de C. rectus nas amostras dos espagos sem clorexidina e de
P. gingivalis e P. intermedia indiferentemente da aplicagdo ou nao do antisseptico.
Callan; Cobb e Williams (2005) investigaram, por analise de DNA, a presenca
de A. actinomycetemcomitans, T. forsythensis, C. rectus, E. corrodens, F. nucleatum,
P. gingivalis, P. intermedia e T. denticola na superficie interna da interface
implante/cicatrizador e roscas do parafuso do cicatrizador de implantes em posicao.
Apés a osseointegra¢do, amostras bacterianas foram coletadas da interface
implante/cicatrizador e roscas do parafuso com pontas de papel estéril. Todas as
amostras coletadas das roscas do parafuso dos cicatrizadores foram negativas para
todos os microrganismos-alvo. A percentagem total de resultados positivos de cada
microrganismo nas amostras das superficies internas foi 41,9% de A.
actinomycetemcomitans, 60,5% de T. forsythensis, 44,2% de C. rectus, 60,5% de E.
corrodens, 48,8% de F. nucleatum, 46,5% de P. gingivalis, 55,8% de P.intermedia e
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51,2% de T. denticola. Os microrganismos colonizaram essas superficies dentro de
25 dias seguintes a cirurgia de segundo estagio e colocagio do cicatrizador. Por
outro lado, as amostras obtidas das roscas dos parafusos de 11 cicatrizadores foram
negativas. Esses resultados pareceram suportar aqueles de outras investigagbes
que demonstraram a translocagdo de bactérias da dentigdo residual para os
implantes.

Covani et al. (2006) examinaram a distribuicdo de bactérias na superficie
interna e externa de implantes que falharam, usando andlise histolégica em dez
implantes de titanio puro e cinco com cobertura de hidroxiapatita. O critério para a
remogdo dos implantes foi radiolucéncia perimplantar e mobilidade clinica. A
remogéo foi feita mantendo os pilares com o objetivo de observar a infiltragdo
bacteriana no nivel da interface implante/pilar e na superficie do implante. Os
parafusos dos pilares estavam apertados em todas as situagdes clinicas. As células
bacterianas eram cocos e filamentos que estavam aderidos a superficie do implante
com uma orientagdo perpendicular ao longo eixo do mesmo. Todos os espécimes
incluidos neste estudo apresentavam bactérias no nivel da interface implante/pilar. A
analise histolégica no nivel da interface de implantes de dois estagios identificou
uma pesada colonizagdo bacteriana. Segundo os autores, esses achados
pareceram suportar estudos anteriores que mostraram penetragio de bactérias no
nivel do microvalamento, que pode legitimar a hipétese que o microvalamento no
nivel 6sseo pode apresentar um risco para a perda 6éssea causada pela colonizagéo
bacteriana.

Heijdenrijk et al. (2006) avaliaram a viabilidade do uso de um sistema de
implantes de duas pecas e estudaram o impacto do microvalamento entre o implante
e pilar. Os implantes instalados em 60 desdentados foram divididos em trés grupos:
implantes em um procedimento n&do-submerso, em procedimento submerso
tradicional e de uma peca em procedimento n&ao-submerso tradicional. Avaliacbes
clinica e radiografica foram realizadas imediatamente apoés instalacio das préteses e
anualmente por cinco anos. Amostras perimplantares foram coletadas 12, 36 e 60
meses ap6s os implantes terem sido submetidos & carga, com pontas de papel
estéril, e analisadas, por cultivos, para verificar presenga de patégenos periodontais.
Apés cinco anos de funcionamento, nenhuma diferenca significante clinica,
radiografica ou microbiolégica foi encontrada entre os trés grupos e nenhuma
associagso foi encontrada entre o nivel do microvalamento e a quantidade de perda
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o0ssea. Na opinido dos autores, os implantes designados para procedimentos de
implantagdo submersa podem também, serem usados em procedimentos n&o
submersos e podem ser tdo previsiveis quanto, quando usados em procedimentos
submersos ou como os implantes de uma pega. O microvalamento ao nivel da crista
em implantes de duas pegas néo pareceu ter um efeito adverso na quantidade de
perda éssea periimplantar.

No seu trabalho de Mestrado na Universidade de Santo Amaro, utilizando a
PCR, Sartori (2006) constatou que a insergdo de uma placa de silicone entre o pilar
protético e a base de 15 implantes de hexagono externo n&o conseguiu evitar a
penetracdo de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia e T.
forsythensis num periodo de observagéo de 30 e 90 dias.

2.3 Estudos in vitro sobre infiltragdo microbiana nos microvalamentos de

implantes dentarios com sistema de conexéo conica

Existem muito poucos estudos na literatura que foram processados para
investigar o selamento da interface implante/pilar a infiltragdo microbiana
proporcionado pelos sistemas de implantes dentais fabricados com conexdo conica.

Jansen; Conrads e Richter (1997) testaram essa hip6tese inoculando 0,5 pl de
E. coli na extremidade de pilares protéticos das marcas Astra® Ankylos® e Bonifit®,
montando os sistemas e colocando-os num caldo nutriente que cobria as margens
implante/pilar. A ocorréncia de infiltragéo dessa bactéria foi determinada por cultivo.

Dibart et al. (2005) avaliaram o selamento do sistema Bicon® a infiltragso
bidirecional de bactérias. Vinte e cinco (25) conjuntos de implantes e pilares foram
divididos em dois grupos para as duas fases do experimento. Na primeira foi testada
a penetracdo de bactérias na interface implante/pilar. Para tanto, dez conjuntos
foram imersos, durante 24 horas, em um meio de cultura contendo uma mistura de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (denominagéo atual), Streptococcus oralis
e Fusobacterium nucleatum. Os pilares foram entao separados dos implantes e a
presen¢a de bactérias foi avaliada usando o MEV. Na segunda fase os autores
testaram se as bactérias inoculadas no interior do implante infiltram para fora. Os
pilares foram inoculados com uma goticula de 0,1ul de um “agar mole” (liqiefeito a
45°C em banho-maria) contendo a mistura bacteriana. A seguir foram montados nos
implantes e os conjuntos incubados em caldos nutritivos estéreis por 72 horas; em
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seguida foi retirada uma amostra, que foi semeada para se avaliar a presenc¢a de
bactérias. Na fase 1, nenhuma bactéria foi detectada no interior de qualquer dos
implantes. Na fase 2, nenhuma bactéria foi detectada no caldo ou no agar nutritivo.

Os autores concluiram que a conexao conica usada nesses implantes ndo permite a
infiltracdo bacteriana.

2.4 Estudos para mensurar os microvalamentos de implantes dentarios com
sistema de conexdo conica

No estudo de Jansen; Conrads e Richter (1997), os microvalamentos da
interface implante/pilar com conex&o conica das marcas Ankyios®, Astra® e Bonefit®
foram avaliados por andlise processada em microscopio eletrdnico de varredura. A
medi¢éo foi realizada em um conjunto de cada tipo, selecionado aleatoriamente, em
quatro regides, com magnificacdo de 775 vezes numa vista de angulo paralelo a
parte mais externa da zona da interface. Todos os pilares cdnicos mostraram um
microvalamento marginal agudo, em ponto, claramente visivel (independente do
tamanho absoluto), tal que sua largura podia facilmente ser medida. Os
microvalamentos dos conjuntos Astra® e Bonefit® tiveram uma constante largura de
1 a 2um enquanto a discrepancia marginal para o pilar Ankylos® foi de 4um, e
ligeiramente ampliado em um lado do implante.

Conforme Dottori (2003), o microvalamento mediu 0,0pm em dois conjuntos
implante/intermediario do sistema Ankylos®, um conectado ao pilar Cercom (em
titanio) e outro com o pilar Cercom Balance (em zircbnia), ambos de conex&o cénica
e adaptados com um torque de 15Ncm. A autora n@o esclareceu se foi analisado
mais de um ponto em toda a interface de cada conjunto.

J4 no estudo de Dibart et al. (2005), a medida do microvalamento
proporcionado pela interface do sistema Bicon®, também pela microscopia eletrdnica

de varredura mostrou ser menor que 0,5um.
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3 PROPOSIGAO

Em virtude da caréncia de pesquisas sobre o tema, neste trabaiho nos
propusemos a:

a) avaliar in vitro se a interface com conexdo conica do conjunto
implante/pilar protético utilizada por duas marcas fabricadas no Brasil
(Conexao® e Titanium Fix®) consegue impedir a infiltragdo bacteriana
bidirecional (de dentro para fora e vice-versa).

b) utilizar a microscopia eletrdnica de varredura (MEV) para avaliar as
medidas dos microvalamentos existentes entre os implantes e pilares
protéticos dessas marcas;

c) utilizar a MEV para analisar a configuragao interna dos conjuntos das duas
marcas testadas, com a finalidade de auxiliar no esclarecimento das

eventuais diferengas na infiltrago bacteriana entre 0os componentes das
duas marcas.
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De acordo com a Proposi¢&o, o nosso primeiro objetivo foi testar a capacidade

4 MATERIAL E METODOS
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A constatag&o da pureza do cultivo misto foi feita pela verificagdo da presenca
apenas de coldnias compativeis com os microrganismos-teste e de suas morfologias
celulares pelo método de coloragdo de Gram.

4.1 Cuidados gerais de assepsia

Para a execugdo de todos os testes que compuseram a pesquisa, foram
tomadas medidas, como a desinfec¢do da bancada de trabalho com alcool-iodado a
1%, o forramento da bancada com campos cirurgicos estéreis e a paramentagéo da
operadora com luvas, gorro e mascara, para evitar a contaminagdo das pecas dos
implantes por microrganismos existentes no meio ambiente. Os experimentos
bacteriologicos foram realizados na area de prote¢do proporcionada pelo calor
emanado pelas chamas de fogo de dois bicos de Bunsen.

Todos os materiais utilizados, incluindo a morsa e instrumentais como o

torquimetro’ e as chaves para torque’ ©? (Figura 2) foram previamente autoclavados
a 121°C durante 20 minutos.

Figura 2 — Torquimetro Con‘exéof@r chaves quadradas Titanium Fix® e Conex&o® (da
esquerda para a dlrelzita_) e extensor de chave quadrada Conex&o®(terceira
da esquerda para a direita). Vis&o de topo das chaves e extensor, no detalhe.
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4.2 Testes microbioldgicos preliminares

Previamente aos experimentos bacterioldgicos, testamos a viabilidade
bacteriana entre os componentes do implante durante 48 horas e o estado de
esterilidade das pontas de papel absorvente usadas na coleta de material e dos
implantes utilizados.

Para avaliarmos o primeiro quesito, 0,3ul de uma mistura em volumes iguais
de uma suspensdo das duas bactérias foi inoculado no interior oco do implante, o
pilar foi assentado cuidadosamente e ajustado com os torques recomendados pelos
fabricantes: 35Ncm para os implantes da Titanium Fix® e 20Ncm para os da
Conexdo®. Apés incubacdo em estufa bacteriolégica por 48 horas a 37°C, o
conjunto foi aberto, o conteudo interior foi coletado com uma ponta de papel
absorvente estéril nimero 50 utilizado em Endodontia® semeado em caldo BHI para
a constatacio da presencga ou auséncia de coldnias.

Embora no rétulo constasse que as pontas de papel absorvente estavam
estéreis, constatamos que estavam contaminadas e, por esta razédo, antes de seu
uso foram todas autoclavadas e posteriormente foi confirmada sua esterilidade pela
auséncia de desenvolvimento bacteriano em caldo BHI°.

A confirmagdo do estado de esterilidade dos implantes das duas marcas
comerciais utilizadas também foi possivel de ser determinada pela auséncia de
desenvolvimento nos caldos BHI onde foram incubados.

Também foi realizado um experimento-piloto para se verificar a quantidade do
inéculo bacteriano que poderia ser inserido no interior dos implantes das duas
marcas comerciais, sem que houvesse extravasamento para as partes externas, o
que resultaria em resultado falso positivo. Para tanto, o conjunto implante/pilar
protético foi depositado em caldo BHI, tendo-se constatado, pela auséncia de
desenvolvimento, que 0,3pl era uma quantidade adequada para esse proposito.

Vinte e seis (26) conjuntos de cada marca foram utilizados para o
experimento, sendo cinco para os testes preliminares (um para o teste de
esterilidade do conjunto, um para o teste de viabilidade da bactéria e trés para se
definir a quantidade apropriada de indculo a ser inserido no interior do implante);
dez para cada uma das duas fases do experimento (testes de infiltragdo de dentro

® Tanari®, Tanariman Industrial Ltda, Brasil
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para fora e de fora para dentro) e um como controle negativo. As caracteristicas
gerais dos componentes desses implantes e os torques recomendados para sua
conexao estdo colocados na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos componentes dos implantes testados e os
torques recomendados para sua conex3o.

Produto Implante Pilar Protético interface Conicidade Torque
Conexao®  Master AR Pilar Speed 1,0 CM.  Cénica 13 ~ 20Ncm
Morse Porous
@ 3,75 x 10,0mm
Titanium Fix® Self-Tapping Implant Abutment Cone Conica g° 35Ncm
Cone morse Morse 4.0mm
@ 4.0 x 10.0mm (CMAC4)

4.3 Analise da infiltracao bacteriana da interface implante/pilar para o meio

externo

Cada implante foi retirado do seu invélucro e firmemente posicionado numa
morsa de bancada adaptada para o formato do implante, numa posicdo vertical,
imitando as condi¢des existentes na boca.

Com uma microponteira® acoplada a uma micropipeta’ de precisdo calibrada
para 0,3ul (Figura 3), foi aspirada a suspens&o de bactérias contida em um pote
Dappen esterilizado, que foi entdo inoculada na parte interna do implante (Figura 4),
com o cuidado de néo tocar em sua borda. Em seguida o pilar protético foi adaptado
ao implante com chave manual e dado o torque final, novamente de acordo com as
instrugbes e forga recomendadas pelos fabricantes (Figura 5).

6 Biosphere® Filter Tips 10ul type Gilson/Biohit Sarstedt
7 P2 Gilson® Fixed Volume 0,1 a 2ul , World Headquarters Gilson, Inc. USA



Figura 3 — Micropipeta e microponteira utilizadas; o detalhe mostra a calibragéo para
0,3pl.

Figura 4 — Inser¢éo do indculo bacteriano no interior do implante.
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Figura 5 — Torque de 20 Ncm sendo dado num conjunto da Conexao®.

Com o objetivo de verificar se houve contaminagcao externa na manobra de
insercdo da mistura de bactérias no interior do implante, uma ponta de papel
absorvente numero 50 estéril foi umedecida em soro fisiolégico estéril e passada

pela interface em todo o perimetro externo do conjunto (Figura 6).
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Figura 6 — Verificacdo de contaminag&o externa com uma ponta de papel absorvente.

Em seguida, a ponta de papel foi colocada numa placa contendo BHIA® e
apos 48 horas foi verificado se houve ou ndo a contaminagédo da superficie (Figura
7). Em caso positivo a amostra seria descartada, o que ocorreu em um dos dez

implantes Titanium Fix®.
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Figura 7 — Semeadura das pontas de papel que foram passadas na interface em BHIA,
para a verificagdo da contaminacao externa.

As unidades implante/pilar foram imersas, individualmente, em dez tubos de
cultura contendo 4ml de caldo BHI estéril (Figura 8) e a incubac&o processada a
37°C por 48 horas. Apos este periodo foi verificado se houve turvagdo do meio,
traduzindo a contaminag&o bacteriana. Ainda que néo tivesse havido a turvagdo do
meio, 10ul do caldo de todos os tubos foram pipetados e semeados na superficie de
um BHIA, para certificacdo de uma possivel infiltracdo. O desenvolvimento mostraria

que a bactéria era proveniente da parte interna do implante, ou seja, da interface

testada.
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Figura 8 - Conjuntos implante/pilar imersos em caldos BHI estéreis.

Este procedimento foi realizado com dez implantes de cada fabricante. Um
outro implante n&o foi inoculado com bactérias no seu interior, teve o pilar
devidamente assentado em posigdo, imerso também no caldo BHI estéril e foi usado

como controle negativo.

A sequiéncia desses procedimentos esta expressa no Fluxograma 1.
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FLUXOGRAMA 1

Inoculagdo da mistura de bactérias no interior do implante

!

Montagem dos conjuntos implante/pilar protético

|

Imerséo dos conjuntos em caldos de cultivo estéreis

4

Incubacéo em estufa a 37°C durante 48h

|

Verificag&o de turvacéo do caldo

§

Semeadura em agar nutritivo dos conjuntos que nao turvaram o caldo,

para confirmagdo da auséncia de bactérias

Incubagdo em estufa a 37°C durante 24h

|

Avaliacao do desenvolvimento de colbnias das bactérias-teste
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4.4 Analise da infiltragio bacteriana do meio externo para a interface
implante/pilar

Dez implantes e pilares protéticos de cada fabricante foram usados na
execucdo dessa fase.

Cada conjunto implante/pilar protético foi montado da mesma forma que na
primeira fase da pesquisa (Figura 9), porém sem bactérias no seu interior. Cada
conjunto montado foi completamente imerso em um tubo de ensaio contendo caldo
BHI previamente inoculado com uma suspens&o da mistura, em volumes iguais, das

duas bactérias (Figura 10) e a seguir, incubado a 37°C por 48 horas.

Figura 9 — Conexao manual inicial do pilar ao implante.
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Figura 10 - Conjuntos implante/pilar imersos no caldo de cultura contaminado.

Apos esse tempo, 0s conjuntos foram removidos dos meios de cultivo. Os
meios foram vertidos num depésito de vidro previamente esterilizado e os dez
conjuntos de cada marca foram colocados sobre gazes estéreis depositadas no
interior de uma placa de Petri esterilizada, para uma absorgéo prévia (Figura 11);
posteriormente foram bem secos com gaze esteril friccionada em toda sua extenséo,
para prevenir a penetragdo do remanescente do meio inoculado presente na

interface durante a separag¢ao dos componentes.
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Figura 11 — Conjuntos removidos do caldo BHI contaminado e colocados sobre gazes
esterilizadas, para absor¢ao inicial.

O conjunto implante/pilar protético foi firmemente posicionado na morsa e o
pilar foi desconectado com uma chave apropriada por nés confeccionada em
aluminio (Figura 12). A morsa foi adaptada de acordo com a forma dos implantes,
para que os mesmos ndo girassem quando em posi¢cao ao serem submetidos aos
torques recomendados pelos fabricantes. Apds a separagdo dos componentes, a
parte interna do implante foi preenchida com Spl de solugao salina estéril, a fim de
se obter uma suspensdo dos microrganismos aderidos a superficie interna do
implante. Dez segundos apés, a solugdo salina foi absorvida por uma ponta de papel
absorvente estéril por dez segundos (Figura 13) e a mesma foi passada
cuidadosamente nas paredes laterais sem que houvesse toque na borda do
implante.

As amostras foram semeadas em BHIA e apds 48 horas de incubagéo a 37°C

foi verificado se houve ou ndo desenvolvimento de colbnias.
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Figura 12 — Destorque dos pilares com chave confeccionada de acordo com a forma
da extremidade do pilar. Visdo em detalhe da ponta da chave.

Figura 13 — Coleta do contetdo do oco do implante com ponta de papel absorvente
esteéril.
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A seqliéncia desses procedimentos esta expressa no Fluxograma 2.

FLUXOGRAMA 2

Montagem dos conjuntos implante/pilar protético

|

Imersao dos conjuntos em caldo de cultivo

contendo as duas bactérias

|

Incubacgdo em estufa a 37°C durante 48h

]

Coleta, com ponta de papel absorvente estéril, do soro fisiolégico

inoculado dentro do oco do implante

l

Semeadura em agar nutritivo

]

Incubacao

]

Verificacdo do desenvolvimento de coldnias das bactérias-teste

4.5 Analise da medida do microvalamento interno em microscépio eletronico

de varredura

Nesta fase do experimento, depois de terem sido retirados do meio de cultura
onde foi testado o extravasamento de dentro para fora, os 20 implantes utilizados
neste teste de infiltragdo foram esterilizados em autoclave para serem
posteriormente manipulados. A primeira tentativa de medicdo das interfaces foi
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frustrada, pois as mesmas se encontravam obliteradas por matéria organica,
possivelmente meio de cultura e bactérias. Ap6s a desconexao de cada conjunto, foi
realizada uma limpeza mecanica pela agao de detergente enzimatico e de lavagem
em aparelho de uitrassom com agua morna. Em seguida, as pegas do conjunto
foram individualmente autoclavadas a 121°C durante 20 minutos, novamente
conectadas com o torque recomendado pelo fabricante com o cuidado de conectar
cada pilar ao seu implante correspondente.

Apos este procedimento eles foram levados ao microscépio eletrbnico de
varredura® do Laboratério de Plasma Térmico do Departamento de Fisica da
Universidade Federal do Espirito Santo. Inicialmente, foi feita uma avaliagdo da peca
como um todo (Figura 14). Em seguida o foco foi direcionado a interface
implante/pilar e a visualizagdo executada com aumentos que variaram de 17 (viséo
geral da interface) a 5000 vezes (detalhe do microvalamento). Em cada interface
foram selecionados quatro pontos, onde foram realizadas as mensuragdes, obtendo-
se uma média em cada implante e de cada grupo.

As Figuras 14 a 19 mostram alguns detalhes desses exames.

& Shimadzu® SSX- 550 Superscan Scanning Electron Micros



AccV Probe Mag WD Det
15.0 k¥ 50 =x24 38 SE

AccY Probe Mag ‘WD Det No. I 50um
150kY 40 x270 41 SE 2 UFES

Figura 15 — Microscopia eletrénica de varredura: aumento de 270 vezes no local a
ser medido.
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AccV Probe Mag WD Det
150V 40 %20 47 SE 2 UFES

Figura 16 — Microscopia eletrénica de varredura: tomada em 30° do conjunto
da Titanium Fix® com um aumento de 20 vezes.

Figura 17 — Microscopia eletronica de varredura: tomada de cima do conjunto da
Titanium Fix®.

48



49

S

Figura 18 - Microscopia eletrénica de varredura: visdo aproximada do conjunto
Titanium Fix®.

3 F i
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Figura 19 - Microscopia eletronica de varredura: detalhe do conjunto Titanium Fix®.
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4.6 Analise da configuragio interna dos conjuntos implante/pilar

Para verificar se a configuragao interna dos conjuntos tinha contribuido para
a diferenga de comportamento entre os grupos na analise da infiltragdo de dentro
para fora um conjunto de cada marca foi selecionado aleatoriamente, incluido em
resina (Figuras 20 e 21), desgastado até a metade com um esmeril e polido no torno
em todas as direcées para a remogdo das rebarbas do metal. Apds este

procedimento, foi levado e examinado no microscopio eletrénico de varredura.

Figura 20 — Configuragéo interna do conjunto da Conexao® incluido no bloco de resina.
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Figura 21 — Configuragao interna do conjunto da Titanium Fix® incluido no bloco de
resina.

4.7 Analise estatistica

A analise estatistica constou de duas partes fundamentais.

Na primeira foi avaliada a infiltragdo bacteriana da interface implante/pilar
das duas marcas testadas para o meio externo. Para tanto, foi utilizado o teste exato
de Fisher para um nivel de significancia de 5%.

Na segunda, foi utilizado o teste t para analisar os dados obtidos na

mensurag¢ao das dimensoes dos microvalamentos de ambos os grupos.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise da infiltragdo bacteriana da interface implante/pilar para o meio
externo

Na avaliagéo deste quesito foi descartado um implante Titanium Fix® em que
foi constatada turvagao do caldo BHI devido & contaminagao da parte externa no ato
da inoculacao da suspensao bacteriana.

Assim, pudemos observar que ocorreu turvagao (Figura 26) nos caldos BHI
em que haviam sido colocados nove dos dez (9/10) conjuntos de conexdo cénica
Conexao® e, na realidade, nos quatro dos nove (4/9) conjuntos Titanium Fix®
analisados, cujos espagos internos tinham sido contaminados com suspensao de E.
coli e S. epidermidis. A semeadura em BHIA confirmou a presenca das bactérias-
teste nos casos positivos e a auséncia nos negativos.

No teste exato de Fisher para um nivel de significancia de 5%, o valor P foi
igual a 0,0495, o que indica uma diferenca significativa entre os niveis de infiltracéao

atraves da interface entre os implantes das duas marcas testadas.

Figura 22 - Turvagao do caldo BHI em que foi semeado o conjunto 3T da TitanumFix® .
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5.2 Analise da infiltragdo bacteriana do mei>» externo para a interface
implante/pilar

Foi constatada a presenca das bactérias-teste m © material coletado do interior

de todos (20/20) os implantes das duas marcas testad =s (Figura 23).

Figura 23 — Desenvolvimento bacteriano, em BHIA observado nas pontas
coletoras de material do interior oco dosimplantes.

Os resultados globais das analises microbioldgicas estdo condensados na
Tabela 2.
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Tabela 2 - Positividades dos testes de infiltragio bacteriana no micro-espago de 20
implantes de conex&o conica das marcas Conexao® e Titanium Fix® fabricadas

no Brasil.
Marca Infilracao Bacteriana da Infiltragdo Bacteriana do
Interface Implante/pilar para Meio Externo para
o Meio Externo a Interface Implante/Pilar
Conexac® _ ~  ___910 . 10H0o
Titanium Fix® 4/09 10/10

5.3 Analise da medida do microvalamento interno em microscopio eletrénico
de varredura

Nas Figuras de 24 a 27 podemos verificar alguns detalhes dessas medigoes.

Os dados da Tabela 3 demonstram que as medidas das larguras dos
microvalamentos variaram muito entre os conjuntos de um mesma marca e entre os
quatro pontos de um mesmo conjunto. Por outro lado, com certa freqiiéncia
observamos que quando um microvalamento era pequeno ou mesmo inexistente em
um ponto, do lado oposto era bem maior, o que parecia ocorrer em fungdo de uma
exceniricidade no momento do parafusamento. No nosso entendimento, uma vez
que havia contato de um passo de rosca de um lado, isso néo se dava
uniformemente nos quatro lados, fazendo com que as medigbes fossem bastante

varidveis entre 0s pontos.
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AccV Probe Mag WD
15.0 kV 50 70 44

Figura 24 - Microscopia eletrénica de varredura: aumento de 70 vezes em um dos
pontos a serem medidos, em 90°.

AccY Probe Mag WD  Det MNo.
15.0 kY 40 %350 40 SE 2

Figura 25 - Microscopia eletrénica de varredura: aumento de 350 vezes em um dos
pontos a serem medidos.



AccY Probe Mag WD Det No.
15.0 kV 50 % 70 43 SE 2

AccVY  Probe Mag WD Del No. F— 2um
150kV 40 %5000 46 SE 2 UFES

Figura 27 — Microscopia eletrdnica de varredura: aproximagdo maxima (aumento
de 5.000 vezes) utilizada em um dos pontos a serem medidos.
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Tabela 3 ~ Resultado da medida das interfaces implante/pilar com conexdo cénica das

marcas Conexao e Titanium Fix® no microscopio eletrénico de varredura, em quatro
locais de cada conjunto (A, B, C e D) com as respectivas médias.

AMOSTRA A B c D Média
1C 495 375 0,10 1,57 2,59
2C 278 270 1,41 4,73 2,91
3C 164 272 1,07 0,00 1,36
4C 275 0,40 0,92 4,74 2,20
5C 375 4,04 0,10 2,46 2,59
6C 256 1,00 0,00 0,00 0,89
7C 428 551 5,32 1,12 4,06
8C 451 387 5,59 13,00 6,74
oC 182 1,55 1,71 1,82 1,73
10C 068 9,18 21,00 573 9,15
AT 708 A 469 320 497
2T 595 535 6,15 4,51 5,49
3T 6,38 2,60 563 4,58 4,80
AT 360 3,20 5,94 2,36 3,78

5T 1,73 3,93 4,74 6,79 4,30
6T 306 0,00 2,53 5,50 2,77
7T 494 135 4,69 241 3,35
8T 0,00 1,07 2,19 0,56 0,96
oT 447 4,06 4,19 2,01 3,68
10T 184 1,44 1,29 2,48 1,76

Na Tabela 4 sdo encontrados os resuitados relativos a analise estatistica,

pelo Teste t, das dimensdes dos microvalamentos presentes nos implantes de
conexao cénica das duas marcas testadas.

Tabela 4 - Analise estatistica das dimensdes dos microvalamentos dos dois sistemas
testados — Teste t.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Conex&o® Titanium Fix®

Media 3,42 359
Variancia 6,77 206
Desvio Padrao 2,60 1,43
Observacdes 10 10
Variancia agrupada 4,413

Gl 18

Statt -0,175

P(T<=t) uni-caudal 0,431

t critico uni-caudal 1,734

P(T<=t) bi-caudal 0,863

t critico bi-caudal 2,101

De acordo com os dados dessa tabela, o valor p = 0,863 foi maior que o nive!

de significancia estabelecido em 0,05, o que nos leva a concluir que nédo existe
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diferenca significativa entre as dimensées dos microvalamentos entre implantes/ pilares
protéticos do sistema Conexao® (média de 342 pum) e Titanium Fix® (media de
3,59um).

A meédia dos valores dos microvalamentos dos dois sistemas testados esta

demonstrada no Grafico 1.

8,00 -

micrometros

6,00 - T

4,00 1
3,42

2,00 4

0,00 - T
Conexao Titanium Fix

Conexdes

Grafico 1 — Demonstragdo da média dos valores, em um, dos microvalamentos dos
dois sistemas testados.

5.4 Analise da configuragao interna dos conjuntos no microscépio eletrénico
de varredura

Nas Figuras 28 a 37 colocamos algumas imagens do exame, em microscopio
eletrénico de varredura, da configuracao interna dos conjuntos.

Essa analise permitiu-nos verificar a existéncia de irregularidades em relacao as
superficies em contato em ambas as marcas estudadas, de um lado em relagéo ao
outro. Quanto as roscas dos parafusos, os conjuntos Conexao® mostraram um
microvalamento maior e os Titanium Fix®, em alguns passos de roscas, mostraram
como se tivesse havido, em algumas éareas, a eliminagdo do microvalamento. Esta
ocorréncia talvez tenha sido provocada pela forga de torque que levou a uma forca de
tracao para cima que associada a irregularidades da rosca promoveu quase que um

amassamento desta superficie contra o passo de rosca imediatamente superior a ela.



AccV Probe Mag WD Det
15.0 kV 60 x25 35 SE

Figura 28 — Microscopia eletronica de varredura: vista e dimensdes da parte final do
oco do implante da Conexao®.

Accy Probe Mag WD Det ~ |——1 500um
150kY B0 x24 36 SE UFES

Figura 29 — Microscopia eletrénica de varredura: vista e medida da extensao do
parafuso da Conexao® que penetra no oco do implante.
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AccY Probe Mag WD Det
15.0 k¥ 50 =x24 34 SE

Figura 30 — Microscopia eletronica de varredura: vista e medida da parte final do
oco do implante da Titanium Fix®.

AccY Probe Mag wD Det
15.0 k¥ 60 x25 33 SE

Figura 31 — Microscopia eletronica de varredura: vista da extensdo do
parafuso do conjunto Titanium Fix® que penetra no oco do implante.
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AccY Piobe Mag ‘WD Det
15.0 k¥ 50 x24 35 SE

Figura 32 - Microscopia eletrénica de varredura: vista da area de compresséo
com medi¢des de espacos internos.

£ - - Jff'fi
hceV Probe Mag WD
150KV 60 240 34

Figura 33 — Microscopia eletronica de varredura: detalhe da compresséo do passo
de rosca sobre a parte superior.
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AccY Probe Mag WD Det
15.0 k¥ 5.0 35 SE

Figura 34 — Microscopia eletrdnica de varredura: vista e medidas dos espacos
internos do conjunto Titanium Fix®.

\ 1N

AccV Probe Mag WD Det
15.0 kV 6.0 x25 36 SE

Figura 35 - Microscopia eletronica de varredura: vista e medida dos espagos
internos do conjunto da Conexao®.



Prolee Hay WD Del

1h kW H w A 41 AF

Figura 36 — Microscopia eletrénica de varredura: vista em 30° do oco do
conjunto Titanium Fix®.

AccY Probe Mag WD Det
15.0 kY 50 x18 47 SE

Figura 37 — Microscopia eletrénica de varredura: vista em 30° do oco do
conjunto da Conex&o®.
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6 DISCUSSAO

O grau de penetragdo bacteriana entre 0os componentes de um implante
presumiveimente ¢ uma condigdo multifatorial que depende da precisdo de
adaptagéo entre ele e o pilar protético, do grau dos micromovimentos entre os
componentes e da forga de torque usada para conecta-los. Durante a fungao, forgas
oclusais transversas que incidem na restauracéo protética podem induzir torgdes ou
micromovimentos internos que fazem aumentar o microvalamento existente na
interface dos componentes e produzir um efeito de bombeamento entre o interior do
implante e os tecidos perimplantares (STEINEBRUNNER et al., 2005). Desta forma,
as bactérias que se infiltraram podem voltar a colonizar esses tecidos e as
patogénicas podem levar ao risco de doenga.

E importante ressaltar que mesmo que um sistema de conex3o ndo permita
a infiltragcao de bactérias contidas no biofilme que circunda o implante, podera haver,
no espaco entre o conector e o implante, a instalagdo de bactérias do meio ambiente
bucal se nao forem tomadas medidas adequadas de assepsia e antissepsia no ato
de colocacdo do conector. Muitas das espécies bacterianas que compbem a
microbiota bucal sdo dotadas de eficientes mecanismos de ades&o nao s6 aos
nossos tecidos, mas também a materiais neles inseridos (DE LORENZOQO, 2004).

Neste estudo testamos a ocorréncia de infiltragdo bidirecional de uma
suspensdo de Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis na interface entre
implantes e pilares de conexdc cdnica de duas marcas produzidas no Brasil:
Conexao® e Titanium Fix®. A infiltracdo da interface para o meio externo foi
constatada em nove dos dez implantes da Conexao® e em quatro dos nove da
Titanium Fix®: a contabilizacdo de menor nimero de amostras (nove) do sistema
Titanium Fix® ocorreu porque um de seus conjuntos foi descartado porque
constatamos a contaminagéo da parte externa no ato de inoculagéo da suspensé&o
das bactérias em seu interior. A ocorréncia de infiltragao do meio externo para a
interface foi observada em todos os 20 implantes testados, independentemente da
marca.

Conforme analisamos na Revisdo da Literatura, utilizando diferentes
sistemas de implantes e a identificagdo bacteriana por técnicas dependentes de
cultivo ou por testes moleculares, varios pesquisadores relataram a infiltragdo de
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bactérias nesse micro-espago de outros sistemas de conexdo. Alguns utilizara
metodologia in vitro (AMARAL, 2003; BARBOSA, 2006; CRAVINHOS, 2003; CURY
et al., 2006; DUARTE et al., 2006; GROSS; ABRAMOVICH: WEISS, 1999; GUINDY
et al,, 1998; JANSEN; CONRADS; RICHTER, 1997; PIATELL} et al., 2001; PROFF
et al., 2006; QUIRYNEN et al., 1994; STEINEBRUNNER, 2005; TRAVERSY; BIREK,
1992) e, outros, in vivo (CALLAN; O'MAHONY: COBB, 1998: CALLAN; COBB;
WILLIAMS, 2005; COVANI et al., 2008; FERRAR!, 2004; HEIDENRIJK et al., 2008;
KELLER; BRAGGER; MOMBELLI, 1998; OLIANI, 2004; ORSINI et al., 2000;
PERSSON et al., 1996; QUIRYNEN; VAN STEENBERGHE, 1993: RIMONDINI et al.,
2001, SARTORI, 2006; SENNERBY; LEKHOLM, 1993).

No entanto, o levantamento da bibliografia especializada nos permitiu
localizar somente duas pesquisas cujo escopo foi o de testar se os implantes com
conexdo conica permitem in vitro essa infiltragdo: a publicada em 1997 por Jansen;
Conrads e Richter e a publicada recentemente por Dibart et al. (2005). Por esse
motivo, na realidade, os nossos resultados s6 podem ser adequadamente cotejados
com os desses autores, embora as marcas testadas sejam diferentes. A equipe de
Jansen testou os sistemas Astra®, Ankylos® e Bonifit® , a de Dibart o sistema Bicon®
e nos os sistemas Conexao® e Titanium Fix®, ambos produzidos no Brasil.

Um importante aspecto a ser inicialmente considerado € que resolvemos
processar nosso estudo in vitro porque um de nossos escopos foi analisar se ocorre
infiltracdo bacteriana do interior para o exterior dos implantes. No nosso
entendimento, a execugdo dessa investigacao in vivo néo seria factivel, pois ficaria
muito dificil sabermos se a bactéria detectada no biofilme perimplantar seria
proveniente da interface interna ou se ja estaria anteriormente implantada nesse
habitat.

Varias bactérias tém se prestado isoladamente in vitro a analise da
penetragao em diferentes tipos de conexao implante/pilar. Strepfococcus sanguinis
(AMARAL, 2003; CRAVINHOS, 2003; TRAVERSY; BIREK, 1992), Streptococcus
sobrinus (BARBOSA, 2006), Pseudomonas aeruginosa (PIATELLI et al., 2001),
Enterococcus faecalis (DUARTE et al., 2006), Porphyromonas gingivalis (PROFF et
al.. 2006), Staphylococcus aureus (GUINDY et al., 1998) e Escherichia coli (CURY et
al., 2006; JANSEN; CONRADS; RICHTER, 1997; STEINEBRUNNER et al., 2005).
Outros pesquisadores preferiram utilizar misturas de varias bactérias, como as
isoladas do biofilme de pessoas com doencas periodontais (QUIRYNEN et al., 1994)
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© a de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Streptococcus oralis e

Fusobacterium nucleatum (DIBART et al., 2005).

Um dos critérios usados pela equipe de Dibart para escolher esses trés
Mmicrorganismos foi as diferentes dimensées de suas células. As do cocobaciio
Gram-negativo facultativo A. actinomycetemcomitans medem aproximadamente 0,4
X 1,0u, as do coco Gram-positivo facultativo S. oralis 0,5 a 1,5 um e as do bacilo
Gram-negativo anaerébio F. nucleatum 0,4 a 0,7 x 3,06 a 10,0 um (DE LORENZO;
MAYER, 2004; DIBART et al., 2005; MAIDEN; LA}; TANNER, 1992; TANNER; LAl
MAIDEN, 1992).

Nossa escolha recaiu sobre duas bactérias que apresentam dimensdes e
algumas caracteristicas bastante diferentes entre si e que se desenvolvem répida e
facilmente in vitro: E. coli e S. epidermidis.

E. coli foi escolhido sobretudo pelo seu largo emprego em pesquisas similares
e pela sua mobilidade em ambiente liquido, uma caracteristica ausente nas espécies
utilizadas por Dibart e colaboradores (2005). E um bacilo facultativo Gram-negativo
movel que mede 1,1 a 1,5um de largura e 2 a 6uym de comprimento. Além de ser
utilizado para testar in vifro a penetragao entre as pecas de implantes odontolégicos,
€& usado largamente quando se pretende testar os estados de esterilizagao,
desinfeccdo e contaminagdo. Pode ser eventualmente encontrado como transitorio
na boca até de individuos saudaveis, mas consegue se implantar principalmente em
pessoas com baixa resisténcia orgénica efou com o ecossistema bucal
desequilibrado. Assim, E. coli ja foi isolado, junto com outras bactérias e fungos
superinfectantes, de alguns sitios com perimplantite severa, provavelmente como
resultado da administracgéo inadequada de antibidticos (ALCOFORADO et al., 1991).

S. epidermidis foi escohido principalmente porque suas células apresentam
reduzidas dimensoées (didametro médio aproximado de 0,5um) e pela consideravel
resisténcia a estresses ambientais, uma caracteristica de varias espécies de seu
género. Sao cocos Gram-positivos facultativos que se desenvolvem melhor em
aerobiose e apresentam células dispostas isoladamente, ou formando pares ou
aglomerados tipicos semelhantes a cachos de uva. Apesar da baixa viruléncia, é
detectado em processos de osteomielite nos maxilares. Na boca humana, as
proporgdes de estafilococos aumentam consideravelmente principalmente em
portadores de doengas sistémicas graves, causando superinfecgdes principalmente
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em tecidos periodontais. Alcoforado et al. (1991) e Leonhardt; Renvert e Dahlén
(1999) detectaram niveis elevados de estafilococos também em sitios acometidos
por perimplantite severa.

Primariamente, nossa intengao era reproduzir a metodologia proposta mais
recentemente pela equipe de Dibart, mas esse proposito foi prejudicado porque nao
conseguimos reproduzir adequadamente o preparo do “agar mole” usado na
contaminagéao da porgao interna dos implantes. Assim, na primeira fase do nosso
experimento, passamos a adotar a contaminagao via inoculacao de minima por¢ao
de caldo de cultivo contendo as duas bactérias, introduzida no fundo do implante
com uma micropipeta provida de uma microponteira, substituida a cada insergéo,
com o cuidado de nao tocar as bordas para evitar que o0 excesso extravasasse,
contaminasse as partes externas do implante e fosse responsavel por resultados
falso-positivos. Ap6s varias tentativas (um dos testes-piloto), pudemos constatar que
0,3ul era a quantidade suficiente para esse proposito. A equipe de Jansen
contaminou a parte mais apical do parafuso do pilar, mas com um inéculo maior, de
0,5ul e perdeu varias amostras com este procedimento devido a contaminagéo
externa. No trabalho executado por Dibart e colaboradores, 0,1ul de um agar mole
contendo bactérias foi colocado no topo do pilar, uma distancia menor para as
bactérias percorrerem ate a interface.

Outra importante questdo a ser discutida diz respeito a medida do
microvalamento existente entre o corpo e o pilar protético dos implantes com
conexao cénica. Na pesquisa executada pela equipe de Jansen, os implantes Astra®
e Bonefit® apresentavam microvalamentos com 1 a 2um, enquantc no sistema
Ankylos® o valor encontrado foi de 4pm. Dottori (2003) descreveu que os
microvalamentos de dois conjuntos pilarfimplante do mesmo sistema Ankylos®
apresentavam 0,0 um, mas nao relatou o namero de pontos em que essa medigédo
foi realizada. Ja os do sistema Bicon® examinados pela equipe de Dibart
apresentavam microvalamentos menores que 0,5um, o que na opinido dos autores
impede a penetragéo bacteriana. Para eles, o selamento da interface se deve a uma
espécie de soldagem a frio que se consegue pela presenca de um chanfro de
120pm na porgao corondria do implante, que cria um sulco menor que 0,5um
quando reunida com o poste do pilar, ndo permitindo qualquer invasao bacteriana. O

conjunto é ainda reunido mediante uma suave batida do pilar contra o implante, isto
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€, O pilar nao é parafusado ao implante e sim justaposto, adaptado por fricgao;
assim, é obtida a dita soldagem a frio, como se fosse um amassamento das
superficies. No entanto, as conexdes das marcas por nés testadas, embora tambem
cOnicas, nao se adaptam so por justaposicdo e sim também por parafusamento.
Essa caracteristica pode ter acarretado uma excentricidade no momento do
parafusamento, conduzindo a microvalamentos de dimensdes bem variaveis em um
Unico conjunto e assim impedindo um assentamento mais preciso do pilar no
implante.

Uma outra contribuigdo de importancia do nosso estudo foi a medigdo do
microvalamento dos conjuntos em quatro pontos diametralmente opostos, o que nos
permitiu verificar as alteragdes das dimensdes dos microvalamentos em funcéao de
excentricidade de assentamento do pilar no implante. Jansen; Conrads; Richter
(1997) ja haviam feito essa avaliagdo em quatro locais diferentes, mas a grande
maioria dos pesquisadores nao fornece essa informagao, o que nos leva a acreditar
que tenham medido um sé local. Em nossa investigagdo, os microvalamentos
implante/pilar dos 20 conjuntos analisados apresentaram dimensdes bastante
variaveis. A média foi de 3,42pm nos conjuntos Conexao® e de 3,59um nos Titanium
Fix®, mas essa diferenga nao foi estatiscamente significante. Essa determinagéo, em
ambos os casos, parece-nos suficiente para explicar por que permitiram a infiliragao
bacteriana, que nao foi detectada no trabalho da equipe de Dibart, que testou
interfaces com medidas inferiores a 0,5um. Neste ponto, devemos relembrar que as
células de E. coli medem 1,1 a 1,5 um x 2 a 6pm e as de S. epidermidis tem
diametro de 0,5um, portanto com um tamanho bem menor que os microvalamentos
dos implantes por nds testados.

Um aspecto digno de nota & que esperavamos que a infiltracéo se desse de
forma semelhante entre os componentes das duas marcas testadas, mas foi
observada uma diferenga significativa na infiltragao de dentro para fora entre os
conjuntos de ambas as marcas. Entretanto, ao observarmos a configuragao interna
dos conjuntos, verificamos que em algumas areas dos Titanium Fix® pareceu-nos
que a superficie de um passo de rosca foi comprimida contra a imediatamente
superior, possivelmente nao deixando espaco entre elas, formando como se fosse
uma interrupgdo do microvalamento nestas areas. Também observamos areas com

espag¢ maiores nos conjuntos Titanium Fix®, com muitas reentrancias entre uma area
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inferior e uma superior, tendo talvez a bactéria de percorrer toda aquela area para
chegar numa parte superior para ganhar um caminho para o meio externo. Por
outro lado, o diametro da ponta da microponteira é de 0,8mm, enguanto que a do
fundo do vao dos conjuntos Titanium Fix® & de 1.41mm e dos da Conexao® é de
1,46mm. Portanto, & possivel gue quando da manobra de inser¢do do in6culo no
fundo do vao, a lateral da extremidade da microponteira tenha tocado nas paredes
internas mais para cima, favorecendo que a bactéria fosse deslocada desde local,
ganhando o meio externo num tempo menor. Pelas variagdes de dimensdes
observadas nos microvalamentos de ambas as marcas, ainda € possivel também,
que a falta de controle de qualidade dos sistemas tenha proporcionado conjuntos
mais ou menos selados.

Na tentativa de reproduzir as condicbes presentes in vivo fixamos os
implantes numa morsa de bancada e o torque para o acoplamento do pilar foi dado
com um torquimetro manual, de acordo com a recomendacao de cada fabricante:
35Ncm para os da marca Titanium Fix e 20Ncm para os da Conexdo. Uma
importante inovagao introduzida no nosso estudo & que cada implante retirado do
seu involucro foi firmemente posicionado, em posigdo vertical, numa morsa
adaptada para o seu formato, imitando as condigdes de sua insergdo na boca. Esse
procedimento permitiu que o torque fosse realizado de forma similar ao realizado
com o implante em posi¢do no 0sso receptor, diferentemente do adotado em alguns
estudos onde o implante &€ seguro por um pinga ou alicate em uma mao e o
torquimetro é seguro pela outra méo, portanto n&o simulando a situagéo clinica. Por
outro lado, o cuidado de seguir a recomendagéo de cada fabricante foi baseado em
varios autores que enalteceram a necessidade de um torque correto para reduzir o
micro-espaco interno. Goheen et al. (1994) valorizaram a importancia do torque para
melhorar a adaptagdo dos componentes protéticos sobre os implantes, pois torques
inadequados possibilitam a desadaptacéo que favorece a infiltragéo e a colonizagéo
bacteriana. De acordo com os resultados obtidos por Gross; Abromovich e Weiss
(1999), o grau de infiltragdo bacteriana depende do torque de fechamento, pois
constataram que quanto mais alta era a intensidade do torque, menor infiltragao
ocorria. Analisando sete sistemas diferentes de implantes, Weiss (2000) alertou para
a importancia do torque ideal imprimido ao parafuso que retém o conector protético;
o torque pode interferir no tamanho do micro-espaco entre implante e conector
protético quando da necessidade da retirada e colocagédo dos conectores por
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repetidas vezes na confeccio da protese. Essa manobra pode comprometer as
foscas do parafuso e das partes internas dos implantes provocando perda
progressiva do torque preconizado.

No nosso estudo, foi observada infiltragao bacteriana da interface para o meio
externo em quatro dos nove implantes Titanium Fix, mas a infiltracao do meio
externo para a interface foi observada em todos os dez.

Em suma, embora testando implantes de diferentes marcas, 0s nossos
resultados divergem dos obtidos por Dibart et al. (2005) e concordam com os de
Jansen; Conrads e Richier (1997), que demonstraram que mesmo os sistemas de
implantes com alto grau de precisio de adaptacao entre os componentes nao
podem prevenir completamente a penetragao e a colonizagdo bacteriana. Desta
forma a necessidade para modificagdo das interfaces de sistemas de implantes
comuns para melhor selar a area de contato implante/pilar passou a ser postulada.
Em fungéo desses resultados contrastantes, novas pesquisas se tornam necessarias
para esclarecer esse importante quesito.

Baseados nos nossos resultados e em dados existentes na literatura
especializada, acreditamos que uma solu¢éo para diminuir 0 acimulo de bacterias e
as complicagdes decorrentes de um processo inflamatério na crista alveolar € o
desenvolvimento de conexdes conicas mais precisas, com microvalamentos de
menores dimensdes, e desprovidas de parafusamentos, de forma a possibilitar um
selamento do tipo soldagem a frio que permita tanto um selamento a penetragéo de
bactérias como uma estabilidade as forgas mastigatorias, para resistir aos
micromovimentos nas interfaces e, assim, ao efeito de bombeamento do interior

para os tecidos circunvizinhos.
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7 CONCLUSAO

A utilizagdo do modelo experimental in vitro por nés adotado permitiu-nos

concluir que:

a)

b)

a ocorrencia de infiltragdo bacteriana da interface implante/pilar para o
meio externo (caldo de cultivo) foi significantemente maior nos
conjuntos Conexao® que nos Titanium Fix®. Por outro lado, a infiltracao
do meio externo para essa interface foi observada em todos os
conjuntos testados, independentemente da marca;

na avaliagao realizada pela microscopia eletronica de varredura (MEV),
a medida média dos microvalamentos implante/pilar no sistema
Conexao®, foi de 3,42um e no Titanium Fix® foi de 3,59um, uma
diferenga que nao alcangou significancia na andlise estatistica. Em
ambos o0s casos, esses microvalamentos sao mais que suficientes para
possibilitar a penetra¢ao de bacterias;

a andlise da configuragao interna de uma amostra de cada conjunto
pela MEV contribuiu para esclarecer o possivel motivo da diferenga
entre a infiltracdo nas duas marcas testadas.
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