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RESUMO

O uso de produtos antimicrobianos na interface pilar implante tem como principal
funcdo de controlar ou prevenir a infiltragdo microbiana na é&rea, e pode ser
considerada uma das principais causas e/ou progressao da periimplantite e possivel
perda do implante. Na literatura, h4 poucos estudos prévios sobre a infiltracao
microbiana na interface pilar e implante utilizando os antimicrobianos disponiveis no
dia-dia da clinica. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de antimicrobianos na
infiltracdo bacteriana na interface pilar e implante em pacientes. Foram selecionados
16 pacientes e instalados 47 implantes cone morse (Titaniumfix®) divididos em 4
grupos: 1A — grupo controle; 2B — grupo Blue®M ;3C-grupo Clorexidina e 4D — grupo
Proheal® e examinados em 4 tempos:TO-inser¢cédo dos implantes; T1-colocacéo dos
cicatrizadores; T2- instalacdo da protese; T3- controle apdés 1 més da instalacdo da
protese. Foram coletados material de dentro dos implantes nestes tempos e
analisados através da extracdo de DNA para ver a quantidade total de bactérias
através do exame gPCR-RT. Os resultados na avaliagdo intra-grupo, em todo os
grupos foram observados um aumento na quantidade totais de bactérias na interface
pilar implante com o passar dos tempos. No grupo controle foi estatisticamente
significante no T2 (p=0,0003) e T3 (p<0,0001) comparado ao TO. Nos grupos Blue®M
também ocorreu uma diferenca estatisticamente significativa em T2(0,0011) e
T3(0,00009)em relacdo a TO e no grupo Clorexidina observou um diferenca estatistica
significante em T3 (p=0,0011) comparado ao TO. No grupo Proheal® a diferenca
estatistica significativa foram observadas nos periodos T2 (p=0,0448) e T3 (p=0,0032)
quando comparado ao TO.Na andlise inter-grupo, comparacdo dos produtos em
relacdo ao mesmo tempo experimental, ndo houve diferencas estatisticamente
significantes. Concluiu-se clinicamente que os produtos antimicrobianos avaliados
nao diminuiram ou impediram a infiltracdo bacteriana na interface pilar e implante nos
tempos experimentais.

Palavras-chave: lodoformio,Espécies Reativas de Oxigénio,Clorexidina, Peri-
Implantite, Proteses e Implantes



ABSTRACT

The main function of the use of antimicrobial products at the implant abutment interface
is to control or prevent microbial infiltration, as according to studies this would be one
of the causes of peri-implantitis and subsequent loss of the implant. This study is
justified by the fact that there is little clinical research in the literature on microbial
infiltration at the abutment and implant interface using antimicrobials available in the
clinic on a daily basis. The objective of this study was to evaluate the effectiveness of
antimicrobials in bacterial infiltration at the abutment and implant interface in patients.
16 patients were selected and 47 Titaniumfix® implants were installed, divided into 4
groups: 1A — control group; 2B — BlueM® group; 3C — Chlorhexidine group and 4D —
Proheal® group and examined in 4 stages: TO — insertion of implants; T1 — placement
of healing pads; T2- installation of the prosthesis; T3- control after 1 month of
prosthesis installation. Material was collected from inside the implants at these times
and analyzed through DNA extraction to see the total amount of bacteria through the
gPCR-RT exam. The results in the intra-group evaluation, in all groups, an increase in
the total amount of bacteria at the implant abutment interface was observed over time.
In the control group, it was statistically significant at T2 (p=0.0003) and T3 (p<0.0001)
compared to TO. In the BlueM® groups there was also a statistically significant
difference in T2 (0.0011) and T3 (0.00009) in relation to TO and in the Chlorhexidine
group there was a statistically significant difference in T3 (p=0.0011) compared to TO.
In the Proheal® group, significant statistical differences were observed in periods T2
(p=0.0448) and T3 (p=0.0032) when compared to TO. In the inter-group analysis,
comparison of products in relation to the same experimental time, there were no
statistically significant differences. It was clinically concluded that the antimicrobial
products evaluated did not reduce or prevent bacterial infiltration at the abutment and
implant interface during the experimentais times.

Key words: lodoform,Reactive Oxygen Species,Chlorexdine, Peri-Implantitis,
Prostheses and Implants
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l.Introducéo

As reabilitacbes orais com o0 uso de implantes osseointegrados ha
implantodontia atual, apresentam resultados previsiveis e estaveis ao longo prazo,
com uma alta taxa de sucesso e sobrevivéncia, em torno de 90 a 98%(Pita et al ,2017,;
Mishra et al.,2017; Fernandes et al.,2023). Apesar das altas taxas de sucesso, podem
ocorrer falhas dos implantes, levando a fracassos do tratamento reabilitador. E diante
dessas situacfes o implantodontista devera estar preparado a elucidar seu paciente
sobre a probabilidade de fracasso, eventuais complicacées e métodos que permitem

minimiza-lo.

Dentre as falhas dos implantes, a peri-implantite é a principal complicacao
relacionada. A doenga peri-implantar consiste em uma condi¢do infecciosa e
inflamatoria que acomete os tecidos 6sseos e gengivais ao redor dos implantes. A
formacéo de biofilme bacteriano na superficie do implante é evento fundamental das
infeccdes peri-implantares, podendo até levar perda do implante dentério (Pita et
al.,2017; Caricasulo et al.,2018; Vinhas et al.,2020;Machtei et al.,2021). Entre as
hipéteses de estabelecimento da peri-implantite, acredita-se que a colonizacdo na
interface implante e pilar protético, devido a presenca de microgaps e
consequentemente a formacao progressiva de biofilme bacteriano na superficie do
implante, seja a principal (Carcuac et al.,2015; Garrana et al.2016; Lauritano et
al.,2020; Mattei et al.2021).

As dimensdes dos microgaps estédo diretamente relacionadas com uma maior
infiltracdo e/ou fluxo de residuos e bactérias que venham a colonizar essa regido. O
aumento do tamanho dos microgaps podem ser influenciadas por diversos fatores
como falta de adaptagao entre implantes e componentes protéticos, diminuicao dos
torques de apertamento dos parafusos ou componentes, micromovimentacdes e
deformagdes plasticas dos componentes durante os ciclos mastigatorios (Smith
eTurkyilmaz,2014; Canullo et al.,2015; Li et al.,2019; Velez et al.,2020; Matsuoka et
al.,2021; Gehrke et al.,2022; Yu et al.,2022).

Na literatura atual, ainda nao ha relato de sistemas de conexao de implantes

com uma vedacgao completa da interface implante e pilar protético. Embora o sistema
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de conexao cone morse seja considerado o mais estavel com menor microgap,
variando entre 10 a 135um, ainda apresenta infiltragcdo de microrganismos, mesmo
que em menor quantidade quando comparado a conexdes de hexagono externo e/ou
interno (Mishra et al.,2017; Sinjari et al.,2018; Ferrari Jr et al.,2022).

Frente a este desafio, varios pesquisadores procuram solucfes que auxiliem
na prevencdo ou controle bacteriano nesta regido com a utilizagdo de produtos
contendo substancias antimicrobianas como clorexidina, reativos de oxigénio,
iodoférmio (Cruz,2002; Cunha et al.,2019; Han,2019; Ferrari Jr et al.,2022).

Atualmente a clorexidina é um antisséptico padrdo-ouro para controle
bacteriano do biofilme oral, de amplo espectro tanto para bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, capaz de inibir a formagao de placa bacteriana mesmo em baixas
concentracbes (Haydari et al.,2017; D’Ercole et al. 2020; Machtei et al.,2021).
Entretanto pesquisas prévias demonstraram efeitos adversos como alteracdo do
paladar do paciente, manchamentos de restauracdes e citotoxicidade celular (Sinjari
et al.,2018; Fiorillo,2019; Alsahaf et al.,2023).

O Blue®M é um antimicrobiano de amplo espectro que usa como base o
oxigénio ativo, recentemente introduzido no mercado odontolégico, com poucos
estudos (Dryden,2018; Santos et al.,2023). J4 o Proheal® é uma pomada a base de
iodoférmio, muito utilizado na endodontia pela sua acdo bacteriostatico e bactericida
(Cruz,2002; Cruz et al.2011).

Apesar desses produtos serem ja utilizados na Implantodontia com essa
finalidade, a maioria das evidéncias cientificas sdo provenientes dos estudos em
modelo in vitro, com a dificuldade de transladar os resultados para clinica diaria.

Portanto, a realizagdo deste estudo se justifica pelo fato de haver poucas
pesquisas clinicas na literatura sobre a infiltragdo microbiana na interface pilar e
implante utilizando os antimicrobianos disponiveis na pratica diaria da clinica, com o
intuito de diminuir ou até mesmo impedir essa infiltragao, pois os resultados podem

contribuir para a manutengao da saude dos tecidos peri-implantares a longo prazo.
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2.Revisao da Literatura

2.1. Microgap nainterface pilar implante

Com o intuito de avaliar o microgap existente na interface pilar implante varios
autores como Rismanchian et al. (2012) avaliaram o tamanho dos microgaps e a
infiltracdo bacteriana de diferentes conexdes de implantes marca Straumann®.
Utilizaram 36 implantes e 4 tipos de pilares (2 solidos e 2 fundido). Primeiramente
realizaram a introducédo de microrganismo (Escherichia coli) na parede interna dos
implantes e depois colocaram os pilares com torque de 35N. Imergiram cada implante
com seu pilar numa solucéo de cultura dentro de um microtubo. A analise do microgap
foi através de microscopia eletrdnica de varredura. Analisaram o vazamento
bacteriano que poderia ocorrer nestes tipos de conexdes através da inoculacédo de
microrganismos dentro do implante. Concluiram que independentemente do tipo de
pilar, ndo tiveram reducéo significativa no tamanho microgap e todos eles nédo

apresentaram reducao na infiltragéo bacteriana.

Num estudo transversal apds 5 anos de carga funcional, Cannulo et al. (2015),
avaliaram a flora bacteriana presente nas conexdes pilar implante de 40 pacientes. As
analises microbiolégicas foram realizadas nas regiées dos sulcos periimplantares,
interior das conexdes e superficies dos pilares. Foram divididos em 4 grupos: controle
(hexagono externo); teste 1(hexagono interno com colar duplo); teste 2 (hexagono
interno com colar externo) e teste 3 (cone morse) Estas andlises foram realizadas com
gPCR em tempo real para bactérias totais e 10 tipos de bactérias. Concluiram que
ap0s 5 anos todas as areas observadas estavam contaminadas com o0s

microorganismos, principalmente dentro das conexdes dos implantes.

J& Scarano et al. (2016) avaliaram o0s microgaps e espacos internos dos
implantes através da microtomografia tridimensional de raio X, onde eles observaram
as superficies de contato pilar implante, microgaps e o volume interno em diferentes
implantes. Utilizaram para este estudo 40 implantes, divididos em 4 grupos sendo 10
para cada grupo: o grupo 1:hexagono interno aparafusado(Universal 1l HI Implacil de
Bortoli), o grupo 2:cone morse(Universal llcone morse = Implacil de Bortoli), grupo 3:

cone morse( Ankylos plus-Dentisply), grupo 4: trilobular aparafusado(Nobel
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Biocare).As imagens adquiridas foram analisadas em um modelo 3D. No grupo 1
apresentaram varios espacos na interface pilar parafuso, nos outros grupos ndo se
observaram espagos ou separagao entre na conexao interna pilar implante. O volume
interno foi maior no grupol1(9304mms3) e menor no grupo 2(5014mms3). Os autores
concluiram que a microtomografia € um método eficaz para andlise das superficies

das conexdes dos implantes.

Outra forma de avaliar o microgap foi realizado por Black et al. (2017) num
trabalho in vitro para medir a capacidade de vedacdo dos implantes cone morse na
interface pilar-implante sob diferentes valores de torque do parafuso do pilar usando
pilares de titanio e zirconia. Utilizaram 42 implantes sendo 21 pilares de titanio e 21
pilares de zirconia, divididos em 4 grupos(n=10) com torques de 20 e 35 Ncm e
controle com torque de 10Ncm. A microinfiltracédo foi quantificada pela contagem das
bactérias das unidades formadoras de colbnias. Os resultados deste estudo néo
indicaram diferenca estatisticamente significativa na capacidade de vedacéo entre os
pilares de titanio e zircbnia, com conexdes conicas internas, apos o aumento do torque
do parafuso do pilar. Concluindo que a capacidade de vedacdo ndo muda com o

torque.

Dias et al. (2018) avaliaram também o0s microgap nos implantes cone morse na
conexao pilar e o implante, e analisaram o vazamento bacteriano em quatro sistemas
de implantes (Neodent, Ankylos,,Nobel Biocare, Conexao) de conexao conica. Para
verificar o vazamento bacteriano foram inoculados microorganismo (Escherichia coli)
dentro da parte interna dos implantes. As amostras foram cortadas longitudinalmente
para analisar o exame microbiol6gico e o microgap foram analisados por microscopia
eletrbnica de varredura e a microtomografia foi utilizada para avaliar a circularidade
da plataforma do implante para validar qualitativamente os achados microscopicos.
Os autores concluiram que todos os implantes tiveram vazamento bacteriano e pela

microtomografia mostrava falha no seu contorno na conexao entre o pilar e implante.

Bagegni et al. (2021) avaliaram o efeito da carga ciclica dinamica in vitro no
microgap da interface pilar implante com diferentes alturas de pilar. Foram utilizados
48 implantes dividos em 2 grupos: 24 hexagono interno(H) e 24 cone morse(C). E
ainda subdividos em 3 grupos cada: Ficando assim H1, C1 -10mm; H2 , C2-14mm e

H3,C3 — 18mm. Todos foram submetidos a carga ciclica em um simulador de



16

mastigacdo. Os microgaps foram inspecionados antes e ap0s a carga ciclica,
utilizando uma microtomografia computadorizada e microscopia Optica. Os resultados
mostraram que os pilares sofreram intrusdo diminuindo os espagos. Os autores
concluiram que independente da altura todos os pilares apés a carga ciclica diminuem

0 microgap.

Em 2022, Greco & Napimoga realizaram um trabalho in vitro para investigar a
capacidade de selamento e a infiltracdo bacteriana dos implantes cone morse da
marca Plenum® com plataforma regular e slim. Utilizaram 38 implantes, onde 14
desses implantes foram inseridos os microrganismos (Escherichia coli) dentro do
implante e instalados os pilares. Os outros 24 foram colocados os pilares de acordo
com o fabricante e depois colocados em um meio de cultura com 0s mesmos
microrganismos a 37°C por 14 dias. Concluiram que os implantes da marca Plenum®
obtiveram um selamento e impedimento infiltracdo bacteriana total, onde ndo houve o
extravasamento bacteriano dos microrganismos que estavam dentro do implante e os

implantes que foram mergulhados n&o tiveram contaminagéo interna.

Fernandes et al. (2023) avaliaram o microgap e a microinflitracdo bacteriana
analisando as interfaces implante-parafuso de cobertura e implante-pilar de
cicatrizacdo e avaliaram também a resposta biolégica na interface de um agente
selante a base de silicone. As interfaces dos microgaps foram analisados com
microscopia eletrénica de varredura e a microinfiltracdo bacteriana foi avaliada apo6s
colonizagdo com Enterococcus faecalis em acompanhamento de 30 dias. Concluiram
que a interface implante-pilar de cicatrizacdo e implante-parafuso de cobertura do
sistema testado, apesar do baixo microgap, permitiram microinfiltracdo bacteriana
apos colonizagdo interna. O uso de um agente selante ndo irritante a base de silicone

nao selou efetivamente o sistema.

Avaliando o aparecimento de microgaps , a infiltragdo bacteriana , a perda de
torque do parafuso que poderiam favorecer e as deformacgdes , Simionato et al. (2023)
verificaram in vitro duas conexdes conicas internas com angulagéo de 11,5°(Alvim) e
16°(Grand Morse-Neodent/ Straumann) com a conexao hexagonal externa (Titamax-
Neodent/ Straumann) como comparativo apés ciclagem termomecanica utilizando
saliva como contaminante. Para andlise da perda de torque, deformacdo e o

deslocamento utilizaram o microCT e microscopia eletrbnica de varredura
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(MEV). Concluiram que todos 0s grupos apresentaram contaminacdo e que o
ambiente na interface pode favorecer o desenvolvimento e o crescimento bacteriano
e ainda ndo houve deformacdo na interface pilar implante apds a ciclagem

termomecanica.

2.2. Antimicrobianos utilizados na interface pilar implante.

Diante do problema da colonizacdo do microgap na interface pilar e implante,
diversos produtos contendo substancias antimicrobianas tém sido utilizados na
Implantodontia na tentativa de prevenir e/ou reduzir a contaminacdo. Dentre os
produtos antimicrobianos utilizados na implantodontia, a clorexidina é o antisséptico
considerado como o padrdo ouro(Jones,1997; Haydari et al.,2017), € um composto
sintético da familia da bisguanida, que tem uma acéo bacteriostatica e bactericida de
amplo espectro que age tanto em bactérias Gram positivos como em Gram negativos,
fungos e alguns virus lipofilicos. Por outro lado, tem apresentado alguns efeitos
colaterais dependendo do uso e da dosagem como manchamento, alteracdes nas
sensacdes gustativas, dor na mucosa oral, lingua e/ou gengiva, sensacéo de secura,
descoloracao, perda de paladar e sensacao de dorméncia Além de efeitos citotoxicos
sobre as células fibroblastica (Alsahhaf et al.,2023).

Recentemente foi langado no mercado odontolégico, o Blue®M (Bluem Europe
BV, Zwolle, Overissel, Holland) que tem o principio ativo a base de oxigénio. Estudos
de caso clinicos com Blue®M relataram um alto poder bactericida e cicatrizante nos
processos infecciosos e cirdrgicos. A sua composicdo contém perborato de sédio,
salicilato de metila, a enzima glicose oxidase derivada do mel, xilitol e
lactoferrina(Mattei et al.,2021). As aplicacbes em odontologia variam desde 0 uso em
poOs-operatorio de cirurgias oral menor, em Ulceras bucais, periodontites, peri-
implantite e irrigagdo de canais radiculares durante a endodontia, segundo o

fabricante.

Outro produto comercializado no mercado nacional com a finalidade de
vedacao da interface pilar implante € o Proheal®, uma pomada a base de iodoformio,
O0leo de caléndula e lanolina. Na endodontia, o iodoférmio € aplicado na
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descontaminacdo dos canais radiculares, por apresentar uma acdo desinfectante e
detergente por sua capacidade de oxidacdo e do poder redutor do iodo sobre as
secrec¢des bacterianas(Cerqueira et al.,2008). O Proheal® € um agente cimentante de
preenchimento com agéo antisséptica indicada na prevencéo e redug¢do contaminagao
microbiana do interior dos implantes dentarios, componentes cirlrgicos, protéticos e
préteses temporarias e definitivas implanto-suportadas. Indicado também para o
controle microbiano exercendo acdo antiaderente de biofilme nas superficies de fios
de sutura, dentes tempordrios de resina acrilica, superficies de dentes naturais sob
mock-ups e superficies de dispositivos utilizados na cavidade oral, como cimento

cirdrgico, epiteses entre outros, segundo o fabricante.

Diante disso, a revisdo a seguir tem a finalidade de apresentar pesquisas com
produtos comumente utilizados na Implantodontia para solucionar ou minimizar o

problema de contaminacédo bacteriana da interface pilar e implante

Cruz em 2002 avaliou a eficiéncia da pomada de iodoférmio (Proheal®) ao
longo de 5 anos. Através de um ensaio clinico, cego, randomizado e boca dividida
foram avaliados um grupo de 50 pacientes de ambos os sexos, com idade entre 25 e
80 anos que haviam realizados cirurgias de implantes e sendo acompanhados 12, 18,
24, 30, 36 e 60 meses. Cada paciente teve pelo menos dois implantes colocados: um
sem a pomada, que atuou como grupo controle e o0 outro, que atuou como grupo teste,
com a pomada aplicada no parafuso de cobertura. Ao todo, 176 implantes foram
analisados, n=79 do grupo controle e n=97 do grupo teste. Os investigadores
procuraram sintomas clinicos como inflamacgéo, fistula, mau cheiro e perda do
parafuso de cobertura. Também foi observada a qualidade organoléptica das
propriedades da pomada e testaram sua atividade antisséptica usando uma cultura
bacteriana. Obtiveram os seguintes resultados no grupo teste: os sintomas estavam
ausentes em todos os implantes, enquanto no grupo controle apresentaram O0s
sinais/sintomas de colonizacdo bacteriana, como: mau cheiro em 47 implantes; 20
implantes com eritema claro ao redor da plataforma; 07 implantes com parafusos
frouxos, sendo que destes quatro com exposi¢cao do cover-screw e um sem tampa e
14 com fistula. Além destes, 11 implantes tiveram tecido inflamatério ao redor do
parafuso de cobertura, sem sinal externo de inflamacdo mostrado apdés a sua

exposicdo. Dentre esses implantes 4 ndo apresentaram mau cheiro. O numero total
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de implantes com sinais/sintomas de colonizacdo bacteriana no grupo de controle
foram de 52. As propriedades organolépticas da pomada foram reduzidas apos trés
anos, mas permaneceu presente, assim como sua atividade antisséptica. O autor
conclui que a pomada foi eficaz no controlar a contaminagéo bacteriana do ambiente
interno dos implantes durante o periodo osseointegracédo e permaneceu em vigor por
um periodo de cinco anos. As propriedades organolépticas diminuiram apos trés anos,
mas a atividade antisséptica foi mantida durante todo o periodo de estudo de cinco

anos.

Apos alguns anos em 2011, Cruz et al. realizaram uma revisao da literatura dos
dispositivos ou medicamentos utilizados até o presente momento visando controlar a
contaminacdo bacteriana. Estudos elegiveis foram identificados entre 1991 e 2011
nas bases de dados eletrénicos: PubMed, EMBASE, OVID, Cochrane Lybrary. Em
adicao, foram pesquisados diretamente os seguintes perioddicos: International Journal
of Oral & Maxillofacial Implants, Journal of Clinical Periodontology, Journal of
Prosthetic Dentistry e Journal of Periodontology. Também foram no Google
(www.google.com), e utilizaram como palavras chaves implantes dentarios, mucosite,
peri-implantite, fendas, contaminacdo microbiana/bacteriana, cone morse, anel de
silicone, implantes ndo submersos, timol, silica, polisiloxano, iodoférmio, lanolina,
caléndula, cera de abelha, nipazol e propilparabeno. Os autores concluiram que
existem varias formas de controlar a contaminacdo bacteriana nas conexdes dos
implantes. A contaminacéo ocorre apesar dos esfor¢os para elimina-la. No entanto,
conexdo cone morse, o anel de vedacado, o cimento fosfato de zinco e a pomada
Proheal® demonstraram capacidade de reduzir esta contaminacdo. A pomada

Proheal® se destacou novamente por obter um melhor desempenho.

Ja Ozdiler et al. (2018) compararam a infiltracdo bacteriana de implantes de
conexao interna conica com diferentes angulos de conicidade (5,4; 12; 45 e 60 graus)
e em seguida analisaram a eficiéncia de um agente desinfetante e um agente selante
de silicone na prevencéo. Usaram 21 conexdes pilar implante de 4 sistemas ((Ankylos
Implants, Dentsply; Bego Semados S Implants, Bego; Trias Implants, Servo-Dental;
DTI Implants, DTI) total de 84 implantes. Foram divididos em 3 grupos de cada sistema
de implantes. O primeiro grupo controle sem produto, segundo grupo selado com gel

de clorexidina 2% e o terceiro grupo selado com silicone (Kieroseal). O torque de
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insercao dos pilares foi de acordo com a recomendacao do fabricante. Cada grupo foi
parcialmente submerso numa suspensédo de microrganismo (E faecalis) e submetidos
a uma carga ciclica de 50N a 2mm do centro da coroa com total de 500.000 ciclos a
1Hz. O carregamento dinamico foi realizado por 4 dias. Apds isso foram
desconectados os pilares dos implantes, coletadas as amostras das roscas internas
dos implantes e analisadas. Concluiram que o gel de clorexidina e o selante de silicone

podem reduzir o fluxo bacteriano.

Han (2019) avaliou in vitro a eficacia do gel Blue®M na interface pilar-implante
em trés tipos de conexdes: hexagono externo, hexagono interno e cone morse da
marca Dentoflex®. Utilizou 45 implantes, 15 em cada conex&o. Foram divididos em 3
grupos: controle sem produto, gel de Blue®M, gel de clorexidina a 2%, os produtos
foram inseridos no interior do implante e colocados os pilares com torque de 35N de
acordo com o fabricante. Apés isso foram colocados num tubo com a cultura de
Porphylomonas gingivalis por 4 dias a 37°C. A analise foi por gPCR-RT. Concluiu que
0 gel de Blue®M é eficaz na diminuicdo da infiltracdo bacteriana por P. gingivalis

comparavel a clorexidina gel a 2%.

Em um estudo in vitro, Nascimento et al. (2019) avaliaram a eficacia de uma
pasta de iodoférmio e pilares revestidos de prata na prevencdo da colonizacédo
microbiana e o vazamento através da interface implante-pilar de implantes cone morse
e hexagono interno. Setenta e dois implantes sendo que 36 cone morse (n = 36) e
36 hexagono interno (n = 36) foram divididos em 3 grupos cada tipo de implantes na
qual foram tratados com pasta de iodoformio (n = 12), pilares revestidos com prata (n
= 12) ou controle (n = 12). Os resultados obtidos demonstraram que a contaminagao
fora reduzida nos implantes submetidos aos tratamentos antimicrobianos e as
contagens microbianas mais baixas foram registradas para implantes cone morse com
pilares revestidos de prata apesar do tempo de incubacdo ser somente por 7 dias.
Concluiram que a colonizagdo microbiana foi reduzida em ambas as conexdes (cone
morse e hexagono interno) submetidas aos tratamentos antimicrobianos apesar dos

tratamentos ndo serem seletivos na reducéo das espécies microbianas alvo.

De outra forma fazendo um estudo clinico em humanos, D’Ercole et al. (2020)
analisaram no pilar de cicatrizagcédo e ao redor nos tecidos moles peri-implantares a

presenca Porphyromonas gingivalis. Foram realizados experimentos com trinta
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pacientes (15 em cada grupo) para verificar o efeito da clorexidina 0,20% (CHX)
versus placebo, aplicada em cada etapa da reabilitacdo. Apos foi coletado e
quantificada por Reacdo em Cadeia da Polimerase (qPCR) no parafuso de
cicatrizacdo o que se tinha aderido de Porphyromonas gingivalis. Realizaram também
uma analise imuno-histoquimica da bidpsia gengival retirada na colocacédo do pilar
cicatrizador. Os resultados mostraram uma baixa presenca significativa de carga de
Porphyromonas gingivalis nos pilares de cicatrizagcdo pertencentes ao grupo CHX
0,20%. No geral, as diferencas em termos de numero de copias de DNA de
Porphyromonas gingivalis entre os dois grupos foram estatisticamente significativas
(p < 0,01). Todos os implantes apresentaram pontuacdes de placa e nivel de
sangramento baixo, mas o grupo placebo pareceu ter a expressdo mais alta de
marcadores de inflamacdo. Concluiram que o uso de CHX a 0,20% pode ser
recomendado em todos os procedimentos clinicos, pois reduz significativamente a
carga de Porphylomonas gingivalis e a resposta inflamatéria do hospedeiro ao redor

dos implantes.

Niveda e Kaarthikeyan em 2020 compararam o efeito do gel oral com oxigénio
ativo (Blue®M) e do gel de clorexidina no tratamento da periodontite, avaliando e
comparando as alteragcdes nos parametros clinicos, como profundidade da bolsa de
sondagem, sangramento a sondagem, niveis de insercao clinica. Foi realizado ensaio
clinico randomizado de boca dividida com 10 pacientes que sofriam de periodontite
moderada a grave. Todos receberam raspagem supra e subgengival e orientacao
sobre higiene bucal. Apés duas semanas foram aplicados aleatoriamente os produtos
Blue®M e gel de clorexidina Hexigel®, aléem dos procedimentos ja relatados. Nesta
segunda visita foram considerados os valores iniciais de todos os parametros
avaliados no estudo. O paciente foi chamado para reaplicacao e foi reavaliado quanto
aos parametros clinicos apés 3 semanas e 6 semanas. A profundidade média de
sondagem no dia inicial para o grupo Blue®M gel foi de 7,2 mm SD%0,42 mm e a
profundidade média de sondagem seis semanas apés a raspagem inicial e aplicacao
do medicamento foi de 4,7 SD+0,57 mm com um valor p significativo (0,042). A
profundidade média de sondagem no dia da administracdo do farmaco no grupo
Hexigel® gel foi de 7,0 mm SD%0,57 mm e a profundidade média de sondagem seis
semanas apos a administracdo do farmaco foi de 5,7 SD+0,64 mm. Os resultados,

percebe-se que ha uma diferenca significativa na reducéo da profundidade da bolsa
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de sondagem. O grupo Blue®M apresentou melhor potencial na reducdo da
profundidade de sondagem. Conclui que a oxigenoterapia topica é tao eficaz como a
clorexidina na reducgé&o das bolsas periodontais em conjunto com os procedimentos

basicos.

Ferrari Jr et al. (2021) avaliaram a atividade antimicrobiana de uma pasta a base
de iodoférmio e a clorexidina aplicada na superficie de trés tipos de conexdo implante
pilar. Foram utilizados 45 implantes dentarios na qual 15 eram cone morse (MT), 15
hexagono interno (IH) e 15 hexagono externo(EH) e 5 implantes de cada grupo foram
distribuidos em 3 grupos de acordo com o material antimicrobiano. O primeiro grupo
foi o de controle (GC), o segundo com clorexidina (CX) e o terceiro foi a pasta de
iodoférmio (PH). Os produtos foram adicionados internamente em cada implante de
seu grupo e em seguida os pilares foram adaptados e torqueados de acordo com o
fabricante e submergidos em uma solucdo com Porphylomonas gingivalis durante 5
dias. Apés foi feita a extracdo do DNA de cada implante e quantificado usando qPCR.
Todas as conexdes sofreram contaminagdes por Porphylomonas gingivalis.
Concluiram que a conexdo cone morse foi menos suscetivel a contaminacdo
bacteriana. O iodoférmio e a clorexidina séo eficazes no controle do crescimento de

Porphylomonas gingivalis nas conexdes testadas em comparag&o ao grupo controle.

Yu et al. (2022) avaliaram o uso de agente de vedacdo de silicone na
microinfiltracao na interface pilar implante, perda do torque do parafuso e desgaste da
rosca com carga ciclica em 3 sistemas de implantes em um trabalho in vitro. Utilizando
30 implantes divididos e separados em 2 grupos que seria selado e ndo selado.
Usaram 5 implantes para cada um dos 3 sistemas de implantes (Nobel®, Straumann®
e WEGO®) e em cada grupo. Uma solucao de azul de toluidina foi injetada dentro do
implante para avaliar microinfiltragdo na interface do pilar do implante antes de
apertar. Depois de apertar com o torque recomendado a 20N e um forca dindmica de
200 N em um eixo de 30 graus foi aplicado a 2 Hz por 48 horas. O parafuso do pilar
as morfologias foram observadas usando microscopia eletrénica de varredura. Os
resultados demonstraram que todos os implantes que utilizaram o gel de silicone

diminuiram a microinfiltragdo apés a carga ciclica e também reduziu a perda de torque.
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Fernandes et al. (2022) realizaram um estudo in vitro para avaliar o microgap
e a microinfiltracdo bacteriana de um sistema de implante tipo conexao hibrida
aparafusados com diferentes tipos de torque, o recomendado pelo fabricante 25N e
um reduzido 5N com e sem agente selante de silicone (Gapseal). Foram utilizados 20
implantes de 4.,0x11mm da marca- KLOCKNER Vega®, Barcelona, Espanha) e
pilares retos de titanio (comprimento total de 8 mm - KLOCKNER®, Barcelona,
Espanha). O microgap foi determinado por microscopia eletrénica de varredura e a
microinfiltracdo bacteriana foi avaliada in vitro, apés a coloniza¢do do sistema por
Enterococcus faecalis durante um periodo de 30 dias. Foram constatados a
microinfiltracdo bacteriana tanto com 25 N e 5N. Com a aplicacdo de um selador a
base de silicio (Gapseal) obteve uma capacidade de vedacdo tanto no torque
recomendado pelo fabricante como com baixo torque. Concluiram que a utilizacdo de
um agente de vedacao a base de silicone pode auxiliar na manutencao da eficacia da

vedagcdo mesmo em condi¢des de baixo torque.

Smojver et al. (2022) avaliaram a capacidade de selamento e a eficacia
antimicrobiana com diferentes materiais projetados para selar o microgap e seu
comportamento em diferentes tipos de conexao pilar implantes internos conicos e
retos. Cem implantes dentarios com pilares protéticos originais foram divididos em
dois grupos de cinquenta implantes de acordo com o tipo de conexao pilar implante.
Trés materiais de vedacao diferentes: GapSeal®(Hager e Werken , Duisburg,
Alemanha) € um material de vedacdo a base de silicone viscoso com timol,
Flow.sil®(Bredent GmbH e Co.KG, Senden , Alemanha) é um selante baseado em
polidimetilsiloxano com o adicdo de timol) e gel Oxysafe® (Hager e Werken ,
Duisburg, Alemanha ), que é um material que tem oxigénio ativo usado no tratamento
de periodontite e peri-implantite foram aplicados nos subgrupos de teste e dois
controles um com clorexidina e outro sem produto nenhum. A contaminacdo dos
conjuntos implante-pilar foi realizada por uma suspensao contendo Candida albicans
e Staphylococcus aureus por 14 dias. Concluiram que o tipo de conexao pilar implante
nao teve influéncia na microinfiltragcdo em relacao a infeccao microbiana. Nenhum dos

agentes de vedacao vedou totalmente contra a microinfiltracao.

Com o intuito de avaliar in vitro o colutério Blue®M que tem o oxigénio ativo em

sua composicdo em 2023, Santos et al. analisaram a capacidade antimicrobiana,
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efeito citotoxico sobre as células fibroblasticas do colutorio e sua influéncia na
expressao do gene gbpA contra a bactéria Streptococcus mutans. Foram divididos em
grupo sem produto, grupo com clorexidina a 0,12% como controle e o Blue®M foi
diluido 12,5%,25% e 50%. Na andlise da microscopia confocal a laser revelaram efeito
significativo do Blue®M no biofiime de S. mutans pré-formado nas superficies
dentinarias a partir da concentracdo de 25% e mais efetivamente com 50% e com
12,5% néo teve efeito. No caso da andlise da expressao do gene gbpA indicou uma
diminuicdo na expressdo do gene apos 15 min de tratamento com Blue®M na
concentracdo de 25%. Além disso, Blue®M exibiu baixos niveis de citotoxicidade
sobre as células. Concluiram que o Blue®M é um produto que pode fazer o controle
do biofilme, pois tem uma eficacia antimicrobiana, baixa toxicidade e consegue

modular o gene gbpA do Streptococcus mutans.
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3.0Objetivo

Avaliar a acdo antimicrobiana do gel Blue®M, gel de clorexidina a 2% e da
pomada Proheal® na infiltracdo bacteriana da interface implante e pilar protético em

pacientes.

3.1. Objetivo especifico

Detectar e quantificar o total das bactérias da interface implante e pilar protético
apos insercado do gel Blue®M, gel de clorexidina 2% ou a pomada de Proheal® em
pacientes, por método de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real(qPCR-RT),
desde o momento de instalagéo(TO0), colocacdo do cicatrizador (T1), instalacédo da
protese (T2) e apos 30 dias da instalacao da prétese definitiva(T3).
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade
Santo Amaro - Sao Paulo - Brasil (Plataforma Brasil -CAEE 57816422.4.0000.0081)
(Anexo 1)

Foram instalados 47 implantes em 16 pacientes selecionados que procuraram
atendimento reabilitador com implantes dentarios na clinica do Curso de
Especializacdo - SCpo6s Cursos — na cidade de Osasco — SP. Todos os pacientes
selecionados foram informados sobre o estudo e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). (Anexo 2)

4.1. Critérios de inclusdo e excluséao

Foram incluidos os pacientes maiores de 18 anos, de ambos 0s géneros, com
condi¢cbes sistémicas ASA I: Saudavel, ndo fumante, nenhum ou uso minimo de
alcool, ou ASA II: Apenas doencas leves, sem limitagBes funcionais significativas, de
acordo com American Society of Anesthesiologists(Doyle et al.,2023) sendo sem
comorbidades impeditivas a cirurgia e com possibilidade de implantacdo imediata de

implantes.

Foram excluidos os pacientes que apresentaram comorbidades, como
diabéticos e hipertensos descompensados, cancer, imunodeprimidos, em uso de
antirreabsortivos 0sseos, em quimioterapia, gravidas ou lactantes, pacientes com
doencas periodontais avancadas e aqueles que tinham necessidade de

procedimentos de reconstrucdo 6ssea previamente a instalacéo de implantes.

4.2. Planejamento clinico

Inicialmente todos os pacientes foram submetidos a anamnese e exame clinico
intraoral para verificar a necessidade de reabilitacdo com préteses sobre implantes
dentarios. No exame clinico, verificou-se a regidao desdentada para reabilitacdo

protética com implantes dentarios, analisando o espaco oclusal, higiene oral, e
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condicbes de saude dos elementos dentais presentes. Em seguida, foi solicitado
exames de Tomografia Computadorizada tipo Cone Beam (TCCB) com cortes de

2mm e exames de sangue laboratoriais de rotina.

O planejamento dos casos clinicos, reuniram informacdes dos exames
clinicos, TCCB, exames laboratoriais, fotos intra e extra-orais e enceramento
diagnostico, que possibilitaram determinar as dimensdes e o melhor posicionamento

tridimensional dos implantes.

Os periodos experimentais avaliados consistiram em quatro tempos clinicos,
sendo TO - cirurgia para instalacdo dos implantes, T1 — reabertura e instalacdo de
cicatrizador e T2 — instalacao da protese e T3 — 30 dias apés a instalacdo da protese.
Em todas as etapas, no inicio da consulta, foi realizado bochecho com solucdo de
clorexidina 0,12% (Periogard®, Colgate), por 1 minuto e ao final das consultas os
pacientes receberam instrugdes e orientagbes de higiene bucal. (Figural-

Fluxograma).

Fluxograma: Delineamento do estudo

PERIODOS EXPERIMENTAIS

IX-Remogdo do cicatrizador;

Delineamento do estudo I- Insercdo dos implantes; X-Coleta,
Il Coleta das Amostras: XlI-Prova e ajuste da proétese;
Ill-Insercdo do produto de Xll-Insercdo do produto de
Planejamento acordo com o grupo. acordo com o grupo;
Clinico Xlll-Instalagdoda prétese.
Apos
4meses-Mandibula " — - —
6 meses-Maxila lApos 3 més lApos 1 més
Anamnese, TCCB, T0

Planejamento reverso

cirargico, Cirurgia IV-Reaberturg

V-RemogZo do cover; XIV-Remocgdo da protese;

VI-Coletado material; XV-Coleta do material;

Vll-Insergdo do produto de

XVI-Inser¢do do produto de
acordo com o grupo;

acordo com o grupo;
Vlll-Instalagdodo cicatrizador,

XVII-Reinstalagdoda protese.

Fonte:Autor
Figura 1. Fluxograma-Delineamento do estudo.
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Os implantes dentarios foram divididos em quatro grupos de acordo com o

material inserido na interface pilar implante (IPI):
Grupo 1A: Controle (sem nenhum produto) (n=14/periodo)
Grupo 2B: Blue®M gel oral (Internacional BV-Holanda) (n=11/periodo)
Grupo 3C: Clorexidina em gel 2% (Biodinamica-Brasil) (h=10/periodo).
Grupo 4D: Proheal ® - (Biomacmed-Brasil) (n=12/periodo)

A distribuicdo dos implantes nos grupos foi realizada pelo sorteio do grupo
gue pertenceria o primeiro implante e os demais seguiram a ordem numérica a partir
do primeiro escolhido (1A, 2B, 3C,4D - 2B, 3C, 4D,1A - 3C, 4D, 1A, 2B — 4D,1A, 2B,
3C). No caso de implantes multiplos a ordem seguiu o inicio na regido distal superior

direita, obedecendo o sentido horario do operador.

4.3 Cirurgia de instalacdo de implantes e coleta das amostras

Em TO, foi realizada anestesia terminal infiltrativa com Articaine 100® DFL
(Cloridrato de Articaina 72mg + Epinefrina 18ug), incisdo retilinea na crista do rebordo,
relaxantes e descolamento do tecido mole expondo o0 0sso. Foi realizada a instalagcéo
de implantes Cone Morse Black Fix® Profile— (Titaniumfix®- Brasil), com dimensdes
compativeis ao planejamento estipulado. Apés a instalacédo do implante, foi realizada
a coleta da amostra na IPI com microaplicador (KG Sorensen®, Brasil) estéril e cone
de papel (VDW® — Alemanha) (Figura 1), os dispositivos foram introduzidos um de
cada vez, em todo o comprimento interno da IPI, esfregando nas paredes laterais
realizando movimento circular e em seguida, foram acondicionados em microtubos
tipo Eppendorf e imediatamente refrigerados e posteriormente, congelados a -20°C,

para analises futuras.
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Fonte: autor

Figura 2. Instalagdo do implante tempo TO - (a) e (b) coleta da amostra
com microaplicador estéril e com cone de papel estéril ;(c) insercédo de
produto de acordo com o grupo alocado - (d) armazenamento das
amostras em microtubo identificado.

De acordo com o sorteio prévio, foram colocados no interior dos implantes, o0s
produtos do grupo 2B, 3C ou 4D, exceto o grupo 1A que ndo recebeu nenhum produto
em seu interior. A inser¢do do produto de acordo com o grupo determinado, foi
realizada utilizando-se a préopria seringa da formulagcdo a qual o produto é
acondicionado, trocando a agulha de insergédo em cada aplicacéo. Para esta finalidade
utilizamos agulhas curvas sem bisel 18G. (Figura 3). Ap0s inserir os produtos no
interior dos implantes, foi realizada a sintese com fios de nylon (MononylonTM

Ethicon™ — 4-0 — ETHICON™ — Johnson - Brasil).

black

Fonte: Autor

Figura 3. Agulha sem bisel parainsercdo dos produtos
(Dental Needle — China)
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Apébs 4 meses (mandibula) e 6 meses (maxila) da instalacdo dos implantes, foi
realizada a reabertura dos implantes e colocagéo de cicatrizadores (T1). Inicialmente,
foi realizada bochecho com clorexidina 0,12% (Periogard®), anestesia local com
cloridrato de Prilocaina 54mg e Felipressina 0,054Ul (Prilonest ® DFL), realizando a
incisdo, descolamento dos tecidos, exposi¢cédo do implante, remocéo do tapa implante,
coleta da amostra com microaplicador estéril e cone de papel estéril, inser¢cdo do

produto alocado e instalacdo do cicatrizador.(figura 3)

Fonte:Autor

Figura 4. No periodo T1, cirurgia de reabertura do implante. (a)remocéao
do cover; (b) coleta da amostra com cone de papel estéril; (c)insercao
do produto definido em TO; (d)colocacdo do cicatrizador no implante.

O material coletado foi armazenado em microtubos tipo Eppendorf, resfriado
e posteriormente, congelado a -20°C para analises futuras. O interior dos implantes
foi preenchido com o mesmo material colocado em TO seguido da instalagdo do
cicatrizador de dimensdes compativeis com o local operado. ApGs inserir os produtos
no interior dos implantes, foi realizada a sintese com fios de nylon (MononylonTM
Ethicon™.4-0 — ETHICON™ — Johnson - Brasil). (Figura 4)
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Fonte: autor

Figura 5. Nas fases de moldagem e prova das proteses a) coleta da amostra com
microaplicador estéril dentro do implante - (b) insercdo do gel Blue®M, antes da
recolocacdo do cicatrizador- (c) insercdo de clorexidina gel a 2%, antes da
recolocacdo do cicatrizador - (d) recolocacdo de cicatrizador com o
extravasamento do produto.

Apos 1 més da reabertura, foi realizada a moldagem de transferéncia de
implantes para confec¢éo de protese e depositado os mesmos produtos durante todo
0 processo de provas até a instalacdo definitiva da protese(T2). Apos 1 més da
instalacao da protese foi realizado um acompanhamento, a qual foi removido a prétese
ja instalada e realizado a coleta do material internamente do implante(T3). Em todo o
processo foi realizada bochecho com clorexidina 0,12%, por 1 minuto antes da
remocao do cicatrizador no processo da confeccéo da prétese e realizado a coleta do
material do interior do implante, utilizando-se de microaplicador e cones de papel
estéreis. O material coletado foi armazenado em microtubos tipo Eppendorf, resfriado
e posteriormente, congelado a -20°C para andlises posteriores. Apds foi colocado
antes do fechamento com cicatrizador e posteriormente a protese a insercdo dos

produtos de estudo inicialmente utilizados. (Figura 5 e 6).



Fonte: Autor

Figura 6. Tempo T3- controle ap6s 1 més da instalacdo da protese :(a) protese
instalada; (b) remocéao da prétese; (c) e (d) coleta da amostra com microaplicador
estéril e cone de papel estéril; (e) e (f) antes e durante a colocacdo da pomada
Proheal®; (g) pés a colocacdo da pomada Proheal®; (h) reinstalacdo da protese
com extravasamento da pomada.

32
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4.4. Etapa Laboratorial

As 188 amostras foram coletadas e imediatamente armazenadas num freezer
a -20°C, aguardando os processos de extracao e purificacdo de DNA e analise por
gPCR-RT (Reagédo em Cadeia da Polimerase Quantitativo em Tempo Real).

4.4.1 Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA total das amostras, foi utilizado o kit de extragao
Invitrogen PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) de
acordo com as orientacdes do fabricante (Figura 7)
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> Fer deosy dy b ¢ SYTRY.
‘ Vitr n o531 % Mien :‘hf Carlstad, CA v2300 IR
by Thermo Fisher Scientific

Fonte: autor
Figura 7. kit de extragcdo de DNA PureLink® Genomic DNA Mini kit — Invitrogen® -

conjunto de solucdes para extracdo e purificagdo do DNA.

Inicialmente, as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente.
(Figura 8).

Fonte: autor

Figura 8. Amostras coletadas descongelando a temperatura ambiente antes da
extracdo do DNA.



34

Em seguida, foi acrescentado 200 pL de solugdo tampao PBS (Phosphate
Bufferid Saline) misturado com agitador de solugbes Phoenix AP59® (figura 9)
obtendo-se uma solugdo homogénea. Juntamente com 20 uL de proteinase K para

realizar a lise das células. (figura 10)

Fonte:autor

Figura 9. Agitador de soluc¢BGes para misturar as
amostras - Vortex -AP59 — Phoenix®

Fonte:autor

Figura 10. Proteinase K - Invitrogen®
solucdo pararealizar a lise das células
da amostra.
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Foi adicionado ao lisado, 200 pL de Buffer do tampéao da lise (Genomic Lysing
/ Binding Buffer) e realizado vortex rapido. As amostras permaneceram por 10 minutos
a 55°C em miniestufa (Banho a seco 0 — 100° - UNISCIENCE®) (figura 11).

Fonte: autor

Figura 11. (a)Genomic Lysing/Binding Bufer (PureLink®) solucéo para realizar a lise
dos microorganismos;(b) Miniestufa -Uniscience® aparelho que aquece para auxilar
na lise dos microorganismos.

Apb6s a incubacédo, a amostra foi centrifugada, por 3 segundos (Figura 12),
para retirar residuos da tampa do microtubo. Foi adicionado 200 pL etanol puro (ETOH
absoluto) ao lisado (misturado posteriormente por vortex por 3 segundos, para
homogeneizagao). O procedimento de purificacdo foi projetado para a purificagao
gendmica do DNA utilizando spin columns.(figura 13). Toda solucéo foi passada para
colunas de silica, num total aproximado de 620 pL e centrifugados a 10.000g/RCF por
1 minuto (MIKRO200R® — Hettich® Zentrifugen ) . (Figura 14).



Fonte: autor

Figura 12. microcentrifuga D1008 DLAB Scientific Co., Ld.
aparelho de misturar e homogenizar as amostras.

Fonte: autor

Figura 13. (a) amostra com as solugcdo de lise sendo transferida
para filtragem- (b) solucdo com a amostra transferida na coluna
de filtragem para purificacdo do DNA.

36
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Fonte: autor

Figura 14. Centrifuga MIKRO200R® — Hettich® Zentrifugen

utilizada para centrifugacéo durante o processo de lavagem e

purificacdo do DNA.

O tubo coletor foi descartado, mantendo-se a coluna de Silica. A coluna de
silica foi acomodada no novo tubo coletor, sendo depositado 500uL da solucédo de
lavagem Genomic Wash Buffer 1(figura 15a). Imediatamente foi centrifugado a
10.000g RCF, por 1 minuto. O tubo coletor € descartado e a coluna de silica é
acomodada em novo tubo coletor, que recebeu 500uL da solucdo de lavagem
Genomic Wash Buffer 2. (Figura 15b). Foi novamente centrifugado & 10040g RCF, por
1 minuto.

Wash Buffer 2
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Fonte: autor

Figura 15. Solugdes para fazer a lavagem da amostra durante o
processo de purificacdo do DNA. (a) Genomic Wash Buffer 1 e (b)
Genomic Wash Buffer 2 -PureLink - Invitrogen®
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Apos centrifugacdo, o tubo coletor € descartado, e a coluna de silica é
acomodada em microtubos tipo Eppendorf de 1,5ml, previamente identificados. Foi
depositado 50uL de solucdo de eluicdo (Genomic Elution Buffer) (Figura 15 a) e
aguardado 1 minuto em temperatura ambiente. Centrifugado em velocidade maxima
15000g RCF, por 1 minuto (figura 15b). A coluna de silica foi descartada e o Eppendorf

de 1,5ml contendo o extrato purificado de DNA foi congelado a -20°C.

)y

Fonte:autor

Figura 16. (a)solucdo Genomic Elution Buffer - PureLink - Invitrogen® para a
purificacdo do DNA;b) Acomodando microtubos para centrifugacéo final.

4.4.2. Quantificacdo e qualificacdo das amostras de DNA

Apoés extracdo do DNA, as amostras, foram analisadas em relagdo a sua
quantidade e qualidade do DNA obtido, utilizando o espectrofotbmetro Thermo
Scientific NanoDrop One®. (Thermo Fisher Scientific- EUA). (Figura 17)
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Fonte: autor

Figura 17. Quantificagcdo de DNA total da amostra (a) espectofotdmetro Nano
Drop One® - (Thermo Scientific )— (b) Depositando de 1ul de amostra para
guantificagdo da leitura.

4.4.3 Deteccdo e Quantificacdo das bactérias totais pela Reacdo de Cadeia

Polimerase em Tempo Real (QPCR)

A quantificacdo e identificacdo das bactérias pela reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR-RT) foi feita utilizando o Kit SYBR® (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, USA), segundo as instru¢des do fabricante. O par de primers
utilizados para a deteccéo e quantificagdo das bactérias totais esta apresentado na
tabela 1.

Tabela 1 — Descrigdo de sequéncia de Primers Uni_16S para qPCR utilizado para
identificacdo e quantificacéo de bactérias.

Primer Sequéncia
Uni_ 16S fwd 5'CCA TGA AGT CGG AAT CGC TAG 3
Uni_16S rev 5GCT TGA CGG GCG GTGT 3’

Fonte: Autor
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As reacdes foram feitas seguindo a termociclagem que alcanca 95°C, por
20 segundos, seguido de 40 ciclos, com a temperatura de 95°C por 3 segundos
diminuindo para 60°C, por 30 segundos. A curva de Melt foi realizada aumentando
a temperatura a 95°C, por 15 segundos, diminuindo para 60°C, por 1 minuto e
elevando a 95°C por 15 segundos.

O equipamento utilizado foi StepOne (Applied Biosytems, LifeTech, EUA),
e os dados foram analisados utilizando o software StepOne ™. (Figura 18)
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Fonte:autor

Figura 18. (a)Termocicladora StepOne (Applied Biosytems, LifeTech, EUA

utilizado; (b) software StepOne TM para leitura da reacdo em cadeia polimerase em
tempo real.

4.4.4. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov, e como os dados se apresentaram ndo parameétricos, o teste de Kruskal-
Wallis e teste post hoc Dunn’s foi utilizado para comparacdes entre diferentes grupos
e periodos utilizando o software estatistico Graphpad (Graphpad Software inc., San

Diego, CA, USA). As diferencas foram consideradas significantes para valores de
p<0.05.
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5. Resultados

5.1 Caracterizacao da Populacéo Estudada

Foram instalados no total de 47 implantes em 16 pacientes sendo 11 do
género feminino (68,75%) e 5 masculinos (31,25%) com meédia de idades de
55,4+11,8 anos.

Todos os implantes incluidos neste estudo foram avaliados em todos os

periodos experimentais propostos.

5.2 Deteccdao e quantificacdo de bactérias totais

As quantidades de bactérias totais de todos 0s grupos nos tempos
experimentais avaliados estdo descritas na tabela 2 e gréafico 1

Tabela 2. Quantificacdo de Bactérias Totais pelo qPCR dos grupos nos periodos

experimentais

Grupos
T0 T1 T2 T3 p
Controle 3,269+0,4148 3,911+0,8453 5,043+1,225 5,174+1,007 <0,0001
Blue®M 3,166+0,5926 4,241+1,257 4,864+0,8072 4,914+1,025 0,0002
Clorexidina 3,041+0,4682 3,777+0,8589 4,058+1,327  4,997+1052 0,0366
Proheal® 3,414+0,5189 3,875+0,7805 4,374+1,043 4,778+0,8728 0,0020
P 0,9999 0.9999 >0,9999 >0,9999

A média com respectivo desvio padrédo da quantidade de bactérias totais de cada grupo
nos tempos TO, T1, T2, T3. Teste Kruskal-Wallis.
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Foi observado, a presenca de contaminacdo bacteriana em todos 0s grupos e

em todos os tempos experimentais avaliados, inclusive no TO. Em todos os grupos as

quantidades de bactérias foram crescentes com o passar do tempo indicando um

aumento do fluxo bacteriano na interface pilar protético e implante.

Grafico 1. Quantificacdo de bactérias totais dos grupos pelos periodos

experimentais (tempos).
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Comparagéo da quantidade de bactérias totais na média com o respectivo
desvio padrdo com os tempos e todos os grupos. Teste de Kruskal-Wallis.

No grupo Controle (1A), observou o aumento da quantidade de bactérias totais

com o passar dos tempos. Apresentaram diferencas significativas estatisticamente
entre os tempos TO com T2 (p=0,0003), entre os TO com T3 (p<0,0001) e entre os

tempos T1 com T3 (p=0,0362) como mostra o gréfico 2.



Gréafico 2. Quantificacdo de bactérias

tempos TO, T1, T2, T3.
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Teste Kurkal-Wallis post hoc Dunn’s. no grupo controle(1A) mostrando a

quantidade de bactérias totais na média com o desvio padriao nos tempos.

* TOxT2-p=0,0003, ** TOXT3-p<0,0001, *** T1xT3-p=0,0362 .

No grupo Blue®M (2B), observou o aumento da quantidade de bactérias totais
com o passar dos tempos. A diferenca estatistica significativa ocorreu entre os tempos
TO com T2 (p=0,0011) entre os tempos TO com T3 (p=0,0009) conforme o gréfico 3.

Grafico 3. Quantificacdo de bactérias totais no grupo Blue®M (2B) nos tempos

TO, T1, T2, T3.
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Teste Kruskal-Wallis post hoc Dunn’s no grupo Blue®M(2B) que mostra a

quantidade média de bactérias totais com o desvio padriao nos tempos.

* TOxT2- p=0,011, ** TOXT3- p=0,0009.
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No grupo Clorexidina (3C), os resultados obtidos e verificados nos graficos 4
observou diferenca significativa estatisticamente entre os tempos TO com T3
(p=0,0005).

Gréafico 4. Quantidade de bactérias totais no grupo Clorexidina (3C) nos
tempos TO, T1, T2, T3.
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Teste Kruskal-Wallis post hoc Dunn’s no grupo Clorexidina(3C) mostra a
quantidade de bactérias totais na média com o desvio padrdao nos tempos.

* T0xT3-p=0,0005

No grupo Proheal® (4D), observou diferenca significativa estatisticamente entre
os tempos TO com T2 (p=0,0448) e entre os tempos TO com T3 (p=0,0032) conforme
o grafico 5.
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Gréfico 5. Quantificacado de bactérias totais no grupo Proheal®(4D) nos tempos
TO, T1, T2, T3.

Quantidade total de bactérias (log/pl)

Tempo

TO T1 T2 T3

Teste Kruskal-Wallis post hoc Dunn’s no grupo Proheal®(4D) mostra a
quantidade de bactérias totais na média de com o desvio padrdao nos tempos.

* T0xT2-p=0,0448, **TOxT3- p=0,0032.

Os resultados observados quando comparados intergrupos no tempo TO,

apresentam contaminag¢do bacteriana s6 que nado tiveram diferenca significativa

estatisticamente(p=0,99999) na comparacédo dos grupos conforme grafico 6.

Gréafico 6. Comparacao intergrupos da quantidade de bactérias totais no tempo

TO.

Quantidade de bactérias totais (log/pl)

3,L9 3,166

-

»
Grupos

1A 2B 3C 4D

A média com respectivo desvio padréo da quantidade de bactérias
totais no tempo TO comparando os grupos 1A,2B,3C e 4D.
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No tempo T1, comparando 0s grupos observou-se que apresentaram
contaminacao bacteriana, porém néo foi observado diferenca estatisticamente entre

grupos (p=0,9999) conforme o gréfico 7.

Gréfico 7. Comparacdo intergrupos da quantidade de bactérias totais no tempo
T1.
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A média com respectivo desvio padrdo da quantidade de bactérias
totais no tempo T1 comparando os grupos 1A,2B,3C e 4D.

No tempo T2, observou que existe contaminacao bacteriana, mas nédo houve
diferenca estatisticamente significante. Na comparacéo entre o grupo controle com o
grupo Blue®M e com o Proheal® (p>0,9999), grupo controle com grupo Clorexidina
(p=0,4367), o grupo Blue®M com o grupo Clorexidina (p=0.6789), o grupo Blue®M
com Proheal® e Clorexidina com Proheal® (p>0,9999).
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Gréfico 8. Comparacdao intergrupos da quantidade de bactérias totais no tempo

T2.
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A média com respectivo desvio padrédo da quantidade de bactérias totais
no tempo T2 comparando os grupos 1A, 2B,3C e 4D.

Ja no tempo T3, o grafico 9 observou que existe a contaminagéo bacteriana em

comparacao intergrupos, mas nao houve diferenca estatistica significante (p>0,9999).

Grafico 9. Comparacao intergrupos da quantidade de bactérias totais no tempo

T3.

Quantidade de bactérias totais (log/ul)

1A 2B 3C aD Grupos

A média com respectivo desvio padrdo da quantidade de bactérias totais
no tempo T3 em comparac¢do com os grupos 1A, 2B, 3C e 4D.
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Como observamos nos graficos, em todos os tempos teve contaminacao
bacteriana na comparacao intergrupos nos mesmos tempos e demostrando que nao

existem diferencas significativas estatisticamente.
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6.Discusséao

A cavidade bucal é colonizada por mais de 700 espécies de microrganismos
conhecidos(Costa et al.,2020). Varios estudos prévios tém enfatizado sobre a
contaminagao da IPl apds a instalagcdo de implantes osseointegrados de dois
componentes(Canullo et al.,2015; Mancini et al.,2016). Deve-se considerar que a
grande maioria dos implantes disponiveis no mercado sdo sistemas de dois
componentes: o implante e o pilar protético. Assim, a presenga dos microgaps sao
inevitaveis, favorecendo o fluxo bacteriano que poderiam atuar no estabelecimento da
progressao peri-implantite, resultando na perda de tecido 6sseo e gengival ao redor
do implante(Mishra et al.,2017; Caricasulo et al.,2018;Vinhas et al.,2020;Fernandes et
al.,2022). Ressaltando que a estabilidade dos tecidos peri-implantares é fundamental
no sucesso do implante ao longo prazo(Rismanchian et al.,2012).

No presente estudo foram observados a presenca de bactérias em todos
implantes, independentemente do produto antimicrobiano inseridos no interior dos
implantes, evidenciando a contaminacgao bacteriana via infiltracdo pelo microgap e/ou
quebra da cadeia asséptica durante a manipulagdo do implantes e/ou componentes
protéticos, desde o momento da instalagao cirurgica do implante até 1 més apés a
instalagao protese. Esses resultados mostraram que apesar da conexao cone morse
dos implantes diminuir a ocorréncia de infiltracdo bacteriana, comparada as conexdes
héxagono externo ou interna, ndo impede da contaminacao, corroborando com com
dados existentes estudos prévios (Mishra et al.,2017; Bittencourt et al.,2021;Yu et
al.,2022). Diferentemente do estudo do Grego e Napimoga (2022) que demonstraram
a auséncia de microgap nos implantes do cone morse e consequentemente auséncia
da infiltracdo bacteriana. Contudo, deve se ressaltar que foi uma avaliag&o in vitro e
realizado em condicOes estaticas de incubacao, isto €, sem simulacdes de carga
mastigatoria, ndo representando as condi¢des reais em pacientes.

Na tentativa de diminuir ou inibir essa infiltracao na IPI, diversos produtos com
agao antimicrobiana e/ou materiais de vedacao foram utilizados na IPI, alguns foram
capazes de diminuir a quantidade bacteriana mas nao foram capazes de impedir a
contaminagao na IPI. O presente estudo teve objetivos de testar clinicamente a
eficacia do gel Blue®M, pomada Proheal® ou gel de clorexidina 2% na prevencao ou

reducdo da contaminacao bacteriana na interface implante e pilar protético.
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Dos produtos antimicrobianos, o mais utilizados nas pesquisas de infiltracao
bacteriana na IPl e na pratica clinica € a clorexidina. Devido a sua propriedade
bactericida e bacteriostatica de amplo espectro em controle da microbiota bacteriana
bucal, por outro lado, 0 seu uso prolongado esta relacionado ha alguns efeitos
colaterais como alteracdo de paladar, sensacdo de dorméncia na lingua,
pigmentacdes marrom-amareladas nos dentes, restauragdes e no dorso de lingua
(Carcuac et al.,2015;Fiorillo et al.,2019). Segundo o trabalho de Sinjari et al. (2018) o
uso de gel de clorexidina a 0,20% utilizado na interface pilar implante reduziu a perda
0ssea marginal peri-implantar no acompanhamento por 12 meses.

Ja o gel oral Blue®M tem em sua férmula o oxigénio ativo que tem a uma acao
antibacteriana para espécies reativas ao oxigénio causando perioxidacao nas paredes
celulares bacterianas e a lactoferrina que desestrutura a membrana do
microorganismo, fazendo assim o controle bacteriano pois apresentam menos efeitos
colaterais, além do oxigénio ativo ser um cicatrizante o que ajudaria na reparagao
tecidual do tecido peri-implantar (Niveda e Kaarthikeyan,2020). O trabalho de Han
(2019) in vitro demonstra uma diminuicdo na infiltragcdo com este produto em um tipo
especifico de bactéria(P.gingivalis) em contrapartida Miyahira(2022)em um trabalho
clinico randomizado demonstrou que esse produto ndo impediu a infiltracdo
bacteriana.

O outro produto antibacteriano investigado foi a pomada Proheal® que é a base
de iodoférmio, o iodoférfomio é um produto muito utilizado na endodontia devido sua
acao antimicrobiana e reparador de lesfes periapicais usado em diversos protocolos
(Cerqueira et al,2008). Na implantodontia este produto como pomada, tem acéo
antimicrobinana, além de agir como método fisico de barreira na interface pilar
implante (Cruz,2002; Silva et al.,2006; Cruz et al.2011). Pereira et al. (2017) em seu
trabalho in vitro demonstrou que a pomada Proheal® teve uma acao efetiva contra
microorganismo do complexo vermelho anaerdbica que residem no interior dos
implantes e bolsas peri-implantares. Ferrari et al. (2021) também demonstrou eficacia
do produto na IPI contra contaminacédo por P.gingivalis in vitro. Um outro estudo
demonstrou que apo6s 5 anos, o Proheal® apresentou atividade antisséptica, apesar
da atividade organoléptica reduzida reforcando desta forma a eficacia do produto
(Cruz,2002).

A técnica de gPCR-RT amplamente utilizada em pesquisa cientifica foi

empregada nesse estudo como método para a detecgao e quantificagdo de bactérias
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em interface IPI in vivo. E uma tecnologia de diagnéstico sensivel, precisa e rapida
que oferece vantagens em relagdo aos métodos tradicionais de cultura microbiana,
incluindo a detecgao de microbiota ndo viaveis e com desafios para o cultivo, além da
quantificacdo absoluta(Forootan et al.,2017).

Através dos resultados obtidos neste trabalho verificou-se a presenca de
bactérias no TO, logo apos a instalacdo do implante, em todos os quatro grupos.
Contrariando o esperado, uma vez que o implante € fornecido estéril pelos fabricantes.
Essa contaminagéo inicial pode ser atribuida a contaminagcdo no processo de
fabricacdo do implante ou quebra da cadeia asséptica durante a cirurgia da instalacéo
do implante. O processo de confeccdo e manufatura implante seguem as normas de
esterilizacdo especificado pela Anvisa, no entanto, ha possibilidade ter algum material
genético bacteriano ndo viavel remanescente que poderia ter sido identificado pela
metodologia do gPCR empregada no presente estudo (Forootan et al.2017). Uma vez
gue a técnica de biologia molecular tem alta sensibilidade e assim & capaz de
identificar fragmentos de material de DNA n&o vidveis. Além disso, ainda ha
possibilidade de existir DNA ndo viaveis remanescentes instrumentais cirrgicos de
instalacdo do implante que pode ser transferidos durante a cirurgia. Por ultimo, deve-
se considerar a possivel contaminacdo com a propria saliva do paciente durante a
cirurgia, pois sabe se que a saliva € altamente colonizada por diversos tipos de
microrganismos, a contaminagédo de instrumentais com saliva € uma realidade clinica
muito comum durante a cirurgia de instalacdo de implantes dentérios.

No momento de reabertura do implante (T1), foi detectado um aumento da
guantidade de bactérias, independente do grupo analisado, entretanto ndo mostraram
diferencas entre os grupos. Sendo assim o aumento da quantidade bacteriana
observada de TO para T1, podem ser atribuidos a proliferacdo destes durante o
periodo de osseointegracao do implante, indicando que as bactérias detectadas no TO
poderiam estar viaveis. Tendo em vista, que todos 0s implantes estavam submersos
na gengiva sem exposicdo ao meio bucal durante o periodo de osseointegracao,
acredita-se que o aumento das bactérias ndo seria proveniente da infiltracdo da saliva.
Uma outra hipétese seria a contamina¢cdo no momento da cirurgia de reabertura do
implante, o qual é exposto ao meio bucal. O periodo TO foi importante para mostrar
que o aumento de quantidade bacteriana no interior do implante observado no T1, nas
amostras coletadas na cirurgia de reabertura podem ser atribuidos a proliferagcéo

destes durante o periodo de osseointegragao do implante.
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Nos tempos T2 e T3 demonstraram que 0 aumento da quantidade de bactérias
totais independente do grupo avaliado sugerindo que a infiltracéo e/ou proliferacédo de
microrganismos e nutrientes € constante. Levando em considerag&o que os implantes
ficaram expostos aos fluidos na cavidade bucal a partir do tempo T1, além da
manipulacdo dos componentes decorrente aos procedimentos clinicos que sao
submetidos como moldagem do implante, prova do pilar e instalacdo definitiva da
protese. Todas as etapas dos procedimentos podem ter colaborado para o aumento
dessa infiltracdo bacteriana neste periodo, pois sabemos que existe um espacgo
interno nos implantes favorecendo o acumulo do infiltrado bacteriano como demonstra
o trabalho de Scarano et al.,2016. Entdo o aumento da quantidade de bactérias totais
com o passar dos tempos mostraram que o fluxo bacteriano, possivelmente a todos
esses fatores citados acima e principalmente ao microgap. E uma das formas de selar
estes espacos e microgaps e usar produtos a base de silicone que conseguem vedar
0S microgaps como demostram os trabalhos apresentados Fernandes et al.,2022 e
Yu et al., 2022.

Quando os produtos sdo comparados em cada tempo experimental, nao
apresentaram diferenca estatisticamente significantes entre eles, inclusive como o
grupo Controle que néo recebeu nenhum material de preenchimento.

Uma possivel hipotese seria que as substancias ativas dos produtos sao
capazes de diminuir a contaminagdo bacteriana, porém possuem periodos de acdo
efetiva menor do que os periodos experimentais investigados.

Uma outra hipétese a considerar, o produto inserido no IPl pode causar uma
diminuicdo do travamento friccional entre as superficies de contato das paredes dos
components protéticos e implantes devido as propriedades fisicas do implante. Além
dos diferentes tempos de solubilizagcdo causados pelos fluidos orais poderiam causar
uma maior microgap e consequentemente uma maior contaminagao na interface IPI.

De acordo com os resultados obtidos, nenhum produto testado neste estudo foi
capaz de impedir ou reduzir a infiltracdo, entretanto, podem ter causado alteragdes na
composic¢ao bacteriano encontrados na IPI, portanto ha uma necessidade de estudos
futuros para determiner o perfil microbiano no microambiente. Além disso, tendo em
vista que a literatura relativa as pesquisas clinicas da contaminagao bacteriana é
escassa, mais estudos clinicos longitudinais sdo necessarios, a fim de determinar um

protocolo de uso de produtos na IPI para manutengao da saude peri-implantar.
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7.Conclusao

Dentro das limitagdes e face aos resultados observados por este estudo clinico
randomizado, concluiu-se que os produtos antimicrobianos avaliados nao foram
eficazes na prevencgao ou reducao da infiltragdo bacteriana da interface pilar protético

e implante desde a instalagao do implante até 30 dias apds da instalacao da protese.
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