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RESUMO

Este estudo avaliou a eficacia da solugao de clorexidina a 2% no controle da
proliferacao bacteriana na interface coroalpilar protético de préteses dentais
parafusadas em fixacoes de hexagono extemo. Foram removidos as coroas e dois
pilares de préteses do tipo Multi-unit de quatro pacientes portadores de dois implantes
cada. Apdés a desinfeccao da area intema de cada coroa, foram coletadas duas
amostras da microbiota dessa regidao, com cone de papel absorvente estéril, para serem
analisadas no Laboratério de Anaerdbios do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo. Apds a primeira coleta, antes da recolocagao das proteses,
uma interface coroa/pilar protético foi tratada com solugcao de clorexidina a 2%, e a
outra (area-controle), ndo. Apos 30 dias, foi feita a segunda coleta em dois pacientes e
apos 90 dias, depois da primeira coleta, nos outros dois, para a identificagcdo das
espécies patogénicas Actinobacillus actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus,
Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia e Tannerella forsythensis em cultivos anaerébios. Para a detec¢cao dos DNA
dessas espécies e de Treponema denticola, foi utilizada a reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR) diretamente das amostras clinicas. Nas duas amostras coletadas
apds 30 dias das areas (controles) nao tratadas com clorexidina, o PCR evidenciou a
presenca do DNA de T. denticola. Das espécies-alvo da pesquisa, nas amostras
tratadas com clorexidina foi identificado F. nucleatum na primeira (por cultivo) e
nenhuma nas outras. Apds 90 dias foram identificados P. gingivalis e P. intermedia em

todas as amostras, embora em menor quantidade nas tratadas com clorexidina. Estes



resultados sugerem que a clorexidina pode inibir a proliferagao de P. gingivalis e P.
intermedia, mas nao de F. nucleatum, na interface coroa/pilar protético nos primeiros 30
dias. No entanto, nao € capaz de evitar a colonizacao de P. gingivalis e P. intermedia tal

como observamos nos resultados das amostras de 90 dias.

Palavras-chave: Implantes Dentarios; Clorexidina; Microbiologia; Préteses e Implantes.



ABSTRACT

The present study evaluated the efficiency of a 2% chlorhexidine solution in the
control of bacterial proliferation in the crown / implant post interface of dental prosthesis
screwed in external hexagonal fixtures. Two crowns and two prosthetic Multi-unit posts
were removed from four patients, with two implants each. After disinfection of the
internal crown area, two microbiota samples were collected from the internal area of
each crown. The samples were collected with a sterile absorbent point and analyzed by
the Laboratory of Anaerobes of the Institute of Biomedical Sciences of the University of
Sao Paulo. Before prosthesis replacement, one crown / implant post interface was
treated with a 2% chlorhexidine solution and the other was not (control area). The
second sample collection was performed in two patients at 30 days and in the other two
patients at 90 days in order to identify the following pathogenic species: Actinobacillus
actinomycetecomitans, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia and Tannerella forsythensis
in anaerobic cultures. The polymerase chain reaction (PCR) was used to detect the DNA
of these species and of Treponema denticola directly from the clinical samples. In the
two samples collected at 30 days from the areas not treated with chlorhexidine (control
areas) the PCR evidenced the presence of DNA from the T.denticola. In the areas
treated with chlorhexidine F.nucletum was identified in one sample and none of the
other target species of this research were identified in the other samples. At 90 days
P.gingivalis and P.intermedia were identified in all samples although in a smaller amount

in the ones treated with chlorhexidine. These results suggest that chlorhexidine can
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1 INTRODUGAO

Ha trés décadas, os implantes dentais vém sendo utilizados como uma
alternativa eficaz no tratamento de individuos parcial ou totalmente desdentados e seu
sucesso primario se deve a comprovacao da osseointegragéo. No entanto, em alguns
casos, esta € comprometida pelo ciclo infecgao/inflamagao inicialmente resultante da
acao de patégenos que podem colonizar a regiao perimplantar (auséncia de controle do
biofilme) ou por agéo de forgas anormais sobre a coroa protética. Estudo de Mombelli et
al. (1987) demonstrou que as microbiotas de sitios periodontais sadios e doentes, ao
redor de dentes naturais, atuam como reservatério para a colonizagdo de sitios
perimplantares. Assim, pacientes parcialmente desdentados que albergam
periodontopatogenos correm o risco de terem seus implantes colonizados por esses
microrganismos, podendo desenvolver uma doenga perimplantar.

No entanto, esse risco também pode ocorrer em fungdo da inexisténcia de uma
perfeita adaptacdo entre o implante e seus componentes protéticos, pois esta situacao
favorece a colonizagdo bacteriana, podendo levar ao desenvolvimento de patologia
perimplantar e, portanto, podendo colaborar para a perda da osseointegragao (GROSS;
ABRAMOVICH: WEISS,1999; JANSEN; CONRADS; RICHTER, 1997; STEFLIK et al.,
1991: VIDIGAL JR. et al., 1995). Em longo prazo, existe sugestdo de que a atividade
patogénica de varios microrganismos que se instalam na regido vizinha a interface do
implante com sua respectiva conexao protética deva ser considerada como fator de
risco para doencga perimplantar (BECKER et al., 1990). Esta ocorréncia ainda nao foi

devidamente comprovada; de qualquer maneira, ela € responsavel por manifestagdes
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clinicas extremamente indesejaveis como o mau odor e 0 mau gosto freqiientemente
queixados pelos pacientes.

O conhecimento da ocorméncia de infiltragcdo de material organico, incluindo
microrganismos, entre os componentes do implante bucal, teve inicio a partir do
trabalho publicado por Traversy e Birek (1992).

Quirynen e van Steenberghe (1993) confirmaram a presenca de quantidades
significantes de microrganismos na porgao apical de 18 parafusos de implantes
Branemark regulares que tinham estado em fungéo por trés meses.

Segundo Dottori; Sendyk e Gromatzky (2003), existe sempre a colonizagao
bacteriana na interface pilar intermediario/implante, sendo que a quantidade de
passagem de fluidos e da colonizagao de microrganismos pode variar entre os varios
sistemas de implantes.

Na Implantodontia, assim como na Periodontia, analises microbiolégicas devem
ser feitas para obtermos conhecimento de quais os tipos de bactérias que colonizam a
superficie dos implantes e dos dentes remanescentes, para melhor garantir o sucesso
de um tratamento implantolégico em pacientes desdentados, parciais ou totais. Assim,
as analises microbiolégicas podem ser indicadas para a predi¢gao de risco de doenca
nos casos em que as condigdes clinicas parecem satisfatorias. Ja as analises
microbiologicas, baseadas em cultivo, sdo fundamentais nos casos de mucosite e de
perimplantite, pois possibilitam a execucdo dos testes de suscetibilidade a
antimicrobianos, contribuindo decisivamente para a tentativa de erradicagdo do(s)
patégeno(s) e para o controle da infec¢ao (LEITAOQ, 2003; SILVA, 2003).

Métodos moleculares tornaram-se disponiveis, a partir da década de 1990, para

a identificacdo e discriminagcao de espécies bacterianas periodontopatogénicas tais
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como Prevotela intermedia, Pomphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans e Fusobactenium nucleatum, entre outras, representando uma
excelente opgao para o monitoramento microbiolégico na area da Implantodontia.
Dentre esses métodos, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) vem se destacando
pela sua rapidez e especificidade na detecgdo de microrganismos envolvidos em
diferentes processos infecciosos bucais (SLOTS et al., 1995).

Na Implantodontia atual, recomendam-se o uso adequado de técnicas de
assepsia e a utilizagao de agentes antimicrobianos como medidas preventivas, visando
a diminuicao ou controle de microrganismos que podem colonizar os implantes dentais,
evitando com isto a produgédo de substancias bacterianas que agridem os tecidos do

hospedeiro.

A clorexidina esta consagrada, apés 20 anos de uso, como a melhor substancia
no controle quimico da placa bacteriana e, por isso, o interesse cientifico voltado para
ela é compreensivel, pelo vasto potencial de sua eficacia e utilizacao ainda a ser

explorado nas diversas formas de uso (DOTTORI et al., 2002).

Nosso trabalho, tendo como objetivo avaliar a eficacia da solugao de clorexidina
a 2% incluida nas fixacées internas de implantes dentais, ja estava em fase de
execucdo quando Groenendijk et al. (2004) publicaram um estudo no qual investigaram
os efeitos microbioldgicos e clinicos da solugdo a 0,2%. Os autores obtiveram
resultados indicando que, depois da cirurgia da primeira fase, € comum a contaminagéo
dos espagos internos das fixagoes € que a aplicagdo dessa solugdo na segunda fase
cirdrgica inibe o desenvolvimento ou a aquisicdo de bactérias nessas fixagoes.

Ressaltamos que, embora haja semelhangas quanto ao propoésito de pesquisa, N0ssos
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2 PROPOSICAO

Baseado nos comentarios apresentados na Introdugdo, este estudo teve o
proposito de avaliar a eficacia da solugdo de clorexidina a 2% no controle da
proliferacdo bacteriana 30 e 90 dias apds sua aplicagdo na regido da interface
coroa/pilar protético dos implantes além de analisar, de forma qualitativa, por cultivos e
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a presenca de Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Fusobactenum
nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythensis e
Treponema denticola em amostras coletadas da regiao interna da coroa protética de

implantes do tipo hexagono externo.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Por finalidade didatica, dividimos este capitulo em trés blocos de assuntos,
sendo estes: colonizagao bacteriana na regido perimplantar, infiltragdo e colonizagao de

bactérias na interface coroa/pilar protético e efeito antimicrobiano da clorexidina.

3.1 Colonizagao Bacteriana na Regido Perimplantar

O comportamento dos implantes instalados na boca & muito semelhante ao de
um dente, porém néo existe o ligamento periodontal, ou seja, ndo existe inser¢éo. O
comportamento dos tecidos, em ambos 0s casos, também é muito semelhante. Um
implante mal higienizado vai se comportar como um dente mal higienizado. O acumulo
de placa bacteriana (biofilme) na regido perimplantar vai levar inicialmente a um estado
inflamatério chamado mucosite perimplantar, clinicamente muito semelhante a
gengivite, visto que ocorre inflamacao dos tecidos moles, sem que ocorra perda ossea.
Na auséncia de controle adequado, O Processo pode evoluir para perimplantite,
caracterizada por inflamagao e perda 6ssea ao redor do implante, levando a sua

desestabilizagao (DE LORENZO; CAVENAGUE, 2004).

A semelhanca também é evidente do ponto de vista microbioldgico; como na

periodontopatia, 0 aumento gradativo do nimero de bactérias instaladas no ambiente
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erimplan = : ,

perimplantar promove severas alteragées nesse habitat e, conseqiientemente, ocorrem
0 i y , . :

s mesmos tipos de sucessdes bacterianas observadas na transigdo de periodonto

clinicamente saudavel para gengivite e de gengivite para periodontite (DE LORENZO,
1996).

Visto que os problemas infecciosos sdo considerados como importante causa de
insucesso dos implantes dentais (DE LORENZO; SIMIONATO; DE LORENZO, 1997),
é grande o nimero de pesquisas processadas no sentido de estabelecer comparagoes
entre as microbiotas instaladas ao redor de implantes sadios e as existentes nos
comprometidos por inflamagédo e reabsorgao Ossea, para determinar os patdgenos
responsaveis pelo risco de insucesso. Estima-se que aproximadamente 30 géneros e
mais de 500 espécies bacterianas constituam o biofilme dental subgengival (DE
LORENZO, 2004).

As oito espécies bacterianas alvos deste trabalho sao referidas por De Lorenzo e
Mayer (2004) a partir de suas caracteristicas basicas:

o Actinobacillus actinomycetemcomitans: cocobacilo Gram negativo, reto ou
encurvado, com extremidades arredondadas. Anaerobio facultativo. Unica espécie
bucal do género, seu nicho primario é a regido subgengival, coloniza mucosas e
compde tambéem a microbiota da orofaringe humana. Relacionada principalmente com a
etiologia da periodontite agressiva, mas também com casos Severos de periodontite
crénica. E a unica espécie bucal que elabora leucotoxina, provavelmente seu principal
fator de viruléncia. Fora da boca tem sido descrita como causadora de endocardite

infecciosa, abscessos cerebrais € subcutaneos, osteomielite e otite média.



Campylobacter rectus: bacilo Gram negativo reto, curvo ou helicoidal, com
um flagelo polar que garante sua mobilidade. Microaerdfilo, nao utiliza carboidratos nem
requer sangue ou soro para seu metabolismo, mas formiato ou fumarato. Espéecie
isolada de sulco gengival, canais radiculares de dentes sintomaticos e, principalmente,
de bolsas periodontais; é admitida como periodontopatégena, devido a freqiéncia
aumentada em bolsas ativas e progressivas associadas com inflamagao gengival e
também por causar perda 6ssea quando inoculada em animais gnotobiotas.

o FEikenella corrodens: bacilo Gram negativo pequeno, reto ou Cunvo.
Anaerdbio facultativo assacarolitico. Espécie endégena da boca e da nasofaringe de
humanos, é isolada de lesdes periodontais e causa reabsorgao ossea alveolar em ratos
gnotobiotas. Ja foi isolada de casos de endocardite, infeccdes da cabeca e pescogo,
abscessos cerebrais e abdominais, osteomielite, meningites € peritonites.

e Fusobacterium nucleatum: bacilo Gram negativo. Anaerébio estrito
relativamente aerotolerante. E proteolitico (produz indol) e dotado de pouca atividade
fermentativa. Considerado um agente de uniao importante entre os colonizadores
iniciais e os tardios da placa subgengival. Seu principal habitat bucal € o ambiente
subgengival, sendo isolado, em altos numeros, de sitios com gengivite € periodontite
severas.

e Porphyromonas gingivalis: cocobacilo Gram negativo. Anaerobio estrito
relativamente aerotolerante. Apresenta limitada capacidade de fermentar carboidratos e
é a mais proteolitica dentre a bactérias Gram negativas da microbiota bucal. Produz
proteases, como a colagenase, € fosfolipase. Desenvolve colénias negro-pigmentadas.

Esta fortemente associado com lesoes severas de periodontite cronica.



e Prevotella intermedia: bacilo Gram negativo. Anaerdbio estrito. Fermenta
alguns carboidratos e é proteolitico, apresentando alta atividade de peptidase; digere
gelatina e produz indol. Suas colénias apresentam-se pigmentadas geralmente em
negro. Habita o sulco gengival com evidéncias de sua participagédo na etiologia de
gengivites, principalmente nas que podem ocorrer na gestagdo e em outras alteragoes
hormonais e na ulcerativa necrosante (GUN); também é isolado de bolsas periodontais
que nao apresentam perda 0ssea recente.

e Tannerella forsythensis: bacilo Gram negativo fusiforme, podendo
apresentar morfotipos pleomorficos como filamentos longos. Anaerébio estrito com
metabolismo sacarolitico. Apresenta desenvolvimento fastidioso e suas colbénias nao
desenvolvem pigmento escuro. Tem expressiva atividade do tipo tripsina e esta
fortemente relacionado com periodontites severas.

o Treponema denticola: espiralado Gram negativo. Anaerobio  estrito
muito sensivel ao oxigénio. Obtém energia metabolizando aminodacidos ou fermentando
carboidratos. Tem grande capacidade de se mover em ambientes com alta viscosidade,
o que lhe permite que migre pelo fluido gengival e penetre a barreira epitelial atingindo
o tecido conjuntivo gengival. Em cortes histopatolégicos de casos de periodontite, sao
encontrados espiroquetas no epitélio juncional, no conjuntivo adjacente e na
proximidade do tecido 6sseo alveolar. Seu numero aumenta expressivamente em
bolsas periodontais profundas. E citotoxico para fibroblastos e células epiteliais.
Aglutina e lisa eritrocitos e também hidrolisa proteinas do hospedeiro como anticorpos

IgA e IgG, albumina seérica, fibrinogénio, transferrina e laminina.



[RS)
(8}

Adell et al. (1981) realizaram um estudo, com a duragdo de 15 anos, em
2.768 implantes colocados em 371 pacientes que tinham sido altamente incentivados a
fazer um controle de higiene bucal; a placa bacteriana, em quadrantes em torno da
jungdo do intermediario protético com a gengiva, foi encontrada em 6,7%. Durante o
primeiro ano apés a colocagdo da coroa protética, houve perda ossea de 1,5 mm e
anualmente perda de 0,1 mm. Na opinido dos autores, 0s insucessos em
Implantodontia podem ocorrer devido a falhas técnicas na instalacdo do implante, a
forca excessiva oclusal nele aplicada (ADELL et al., 1981) e ao acumulo de placa
bacteriana na sua superficie externa (VAN STEENBERGHE et al., 1993).

Rams e Link (1983) relacionaram bactérias com doenca perimplantar, analisando
por microscopia eletronica de transmissao o material colhido de trés sitios ao redor de
implantes que apresentavam sangramento e bolsas maiores que 10 mm de
profundidade. Observaram predominancia de bactérias Gram negativas, principaimente

espiroquetas.

Com o propésito de comparar as microbiotas perimplantar e periodontal, Lekholm
et al. (1986) examinaram as condicbes dos tecidos moles em torno dos pilares
protéticos transmucosos de dez pacientes parcialmente desdentados portadores de
proteses fixas. Biopsias indicaram que cerca de 80% dos sitios dentais e
perimplantares continham apenas pequeno infitrado de células inflamatérias. Os
morfotipos bacterianos encontrados nas placas supra e subgengivais dos dentes
naturais sadios eram similares aos isolados da superficie dos implantes bem sucedidos,

havendo predominancia de cocos e bacilos Gram positivos imoveis e auséncia ou

numeros baixissimos de espiroquetas.



Quirynen e Listgarten (1990) compararam a microbiota de implantes e de dentes
em pacientes parcialmente desdentados. Na superficie dos implantes, os autores
encontraram 65,8% de cocos; 2,3% de bacilos méveis; 2,1% de espiroquetas e 30% de
outras bactérias, freqii@ncias muito similares as encontradas na superficie dos dentes
(56% de cocos; 5% de bacilos moveis; 3,6% de espiroquetas e 35% de outras
bactérias). Entretanto, quando esta comparacdo foi feita em pacientes totalmente
desdentados, o resultado foi significativamente diferente, visto que ao redor dos
implantes foi observado maior numero de cocos (71,3%), poucas células moveis (0,4%)
e 0% de espiroquetas. Este resultado sugere a contaminagdo dos implantes por
bactérias translocadas dos dentes remanescentes. Este estudo mostrou que a
presenca de dentes influencia a composicao da placa subgengival ao redor dos
implantes, presumivelmente servindo como um reservatorio de formas bacterianas

ausentes em locais desprovidos de dentes.

Rosemberg; Torosian e Slots (1991) examinaram as diferencas entre as
microbiotas instaladas em um implante que havia fracassado devido a trauma oclusal e
as instaladas em um que havia fracassado devido a infeccao bacteriana. Os
pesquisadores concluiram que 0s implantes perdidos devido ao trauma oclusal sao
colonizados por morfotipos bacterianos similares aos encontrados em implantes

saudaveis, enquanto que a microbiota envolvida com a infeccao perimplantar é similar a

de dentes periodontalmente comprometidos.

Bauman et al. (1992) afirmaram, cOm base em levantamento bibliografico, que a
microbiota ao redor de implantes sem alteracdes perimplantares € muito semelhante a

que reside no sulco gengival saudavel, formada basicamente de bactérias Gram



positivas, cocos, espiroquetas e bacilos iméveis. J4, nos locais onde ha envolvimento
perimplantar, a microbiota residente possui grande quantidade de bactérias moveis,
além de patégenos especificos como Bacteroides intermedius e Bacteroides gingivalis,

posteriormente reclassificados como Prevotella intermedia e Porphyromonas gingivalis,

respectivamente.

Mombelli et al. (1995) analisaram a presenca de patogenos periodontais na
microbiota de implantes expostos ao ambiente bucal entre trés e seis meses, em 20
pacientes com doenga periodontal previamente tratada. Em muitos pacientes,
encontraram altas prevaléncias de P. gingivalis, P. intermedia, Fusobactenum spp,
Campylobacter rectus e espiroquetas, mas nao de A. actinomycetemcomitans, durante

todo o periodo de observagao.

Mombelli e Lang (1998) sugeriram que existem cinco linhas de evidéncia
sustentando a idéia de que os microrganismos desempenham o principal papel na
causa da perimplantite. Sao elas: experimentos de formagao de placa em humanos
podem induzir a uma mucosite; a demonstragdo das diferencas qualitativas e
quantitativas na microbiota associada com implantes bem sucedidos e perdidos;
colocacao de ligaduras em animais para induzir a formagao de placa, conduzindo a
perimplantite; terapia antimicrobiana melhorando a condicdo de pacientes com
perimplantite; € a evidéncia de que o nivel de higiene bucal tem impacto no sucesso do
tratamento implantologico em longo prazo. A freqiiéncia total de perimplantite parece
ser na média de 5 a 10% dos casos. Os autores sugeriram certos parametros de
diagnoéstico como radiografias, sondagem do implante, mobilidade, supuragao, indices

clinicos e microbiologicos. Cultura bacteriana, sondas de DNA, reacao em cadeia de



polimerase (PCR) e testes enzimaticos para monitorar a microbiota subgengival tém

sido propostos para determinar um elevado risco de doenga periodontal ou

perimplantite.

Lee et al. (1999) examinaram o impacto do tipo de implante, do tempo de
colocacdo de carga, do histérico de infecgdes perimplantares ou periodontais, sobre a
microbiota perimplantar de pacientes que apresentavam implantes dentais multiplos ou
unitarios. Os microrganismos de interesse para os autores foram Porphyromonas
gingivalis e Bacteroides forsythus (na atualidade, Tannerella forsythensis). Os
resultados mostraram que os implantes estavam colonizados principalmente por
estreptococos bucais, Capnocytophagae, Veillonella parvula, Peptostreptococcus
micros (atualmente Micromonas micros) e Fusobacterium nucleatum. As espécies P.
gingivalis, B. forsythus, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e C. rectus foram
detectadas em poucos pacientes. A microbiota encontrada em implantes com coroas e
dentes com coroas foi similar. A complexidade da microbiota aumentou em relagao
direta com o tempo, mas a colonizagdo por patogenos periodontais, incluindo espécies
complexas, foi elevada em pacientes com doenca periodontal prévia. Nao foram
observadas diferengas na microbiota dos implantes apos 0 primeiro e o segundo
estagio cirdrgico, ou entre implantes que suportavam proteses multiplas ou unitarias. A
presenca de coroas teve um minimo impacto na microbiota perimplantar, enquanto que
a historia de periodontite teve maior impacto nessa microbiota do que o tempo de carga
do implante. A principal influéncia sobre a microbiota perimplantar foi, talvez, a

microbiota dos dentes remanescentes. P. gingivalis e B. forsythus colonizaram algumas

regioes em torno de implantes com osseointegragao bem sucedida.



Em materiais colhidos de 41 casos de perimplantite, Listgarten e Lai (1999)
confirmaram a similaridade entre a microbiota mais freqlientemente isolada de sitios
com perimplantite e com periodontite que ndo responde ao tratamento periodontal

convencional ou recorrente (Bacteroides forsythus, espiroquetas, Fusobacterium spp,

Peptostreptococcus micros e Porphyromonas gingivalis).

van Winkelhoff et al. (2000) estudaram a sequéncia de colonizagao de bolsas
perimplantares em 20 pacientes parcialmente desdentados. No exame inicial, as
espécies mais isoladas foram F. nucleatum, P. intermedia e P. micros. Ressalta-se que
B. forsythus foi isolado de nove pacientes, P. gingivalis de trés e A.

actinomycetemcomitans de dois.

Sumida et al. (2002) examinaram a colonizagao  por bactérias
periodontopatogénicas e a sua transmissdo de bolsas periodontais para sulcos de
implantes osseointegrados. A utilizacao de PCR detectou taxas de 80% de P. gingivalis;
53.3% de P. intermedia;, 46,7% de A. actinomycetemcomitans; 60% de B. forsythus e
40% de T denticola. As colonizacbes de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans
foram estatisticamente correlacionadas com bolsas periodontais e regides dos sulcos
dos implantes. A transmissao de P. gingivalis e de P. intermedia pareceu ser da bolsa
periodontal para a regido perimplantar. A eliminacdo destes patégenos periodontais da
cavidade bucal dos pacientes, por tratamento periodontal executado anteriormente a
colocagao dos implantes, pode inibir a colonizagdo dos mesmos Nos sitios
perimplantares, reduzindo o risco de perimplantite.

Silva (2003) fez analise das microbiotas cultivaveis de sitios perimplantares com

e sem perda oOssea. O autor concluu que as espécies bacterianas



periodontopatogénicas isoladas da grande maioria, tanto das amostras perimplantares
coletadas de casos onde nao se constatou perda 6ssea quanto nos casos que
apresentavam profundidade de sondagem superior a 5,0 mm, onde foi encontrada
maior concentracao, foram Prevotella intermedia e Fusobacterium spp.

Leitdo (2003), em sua pesquisa, concluiu que o método de reagéo em cadeia
da polimerase (PCR) € eficaz para detectar a presencga de A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis e P. intermedia em sulcos perimplantares, mesmo naqueles que se
apresentaram com reduzidas profundidades. Além disso, constatou que a presenca
destes microrganismos em sitios clinicamente saudaveis pode ser interpretada como
indicadora de risco a doenga perimplantar.

A técnica de PCR, bem como as sondas genéticas, além de detectarem o DNA
de microrganismos nao mais viaveis, sao particularmente valiosas para a deteccao de
microrganismos nao cultivaveis ou dificilmente cultivaveis, como os treponemas bucais,
e também para a identificacao de espécies nao distinguiveis pelo perfil bioquimico,

como P. intermedia e P. nigrescens (DE LORENZO; MAYER, 2004).

Dentre Os microrganismos mais reconhecidos como periodontopatogénicos,

Porphyromonas gingivalis, Prevotella  intermedia, Tannerella  forsythensis,
Fusobacterium nucleatum, Treponema denticola e alguns outros, estes sao bacilos ou
espiralados Gram negativos anaerobios estritos. Outros microrganismos implicados sao
Actinobacillus actinomycetemcomitans (facultativo), Micromonas micros (coco Gram

positivo) e Campylobacter rectus (microaerofilo). A patogenicidade dessas espécies

deve-se a produgao de uma série de fatores enzimaticos e toxicos que agridem

diretamente as diferentes estruturas periodontais e a elaboracgéao de importantes fatores



de evasdo as defesas do hospedeiro (DE LORENZO; MAYER, 2004; DE LORENZO;
SIMIONATO; DE LORENZO, 1997).

Também deve ser considerada a importancia da capacidade dos catabolitos
bacterianos incitarem as células de defesa local 4 produgdo e excreg@o de mediadores
da resposta imuno-inflamatoria (proteases lisossomicas, citocinas € prostaglandina,
entre outros), que, assim produzidos em grande escala, contribuem para aumentar o

dano tecidual iniciado pelos patogenos (DE LORENZO: AVILA-CAMPOS, 2004; DE
LORENZO:; MAYER, 2004).

Mombelli e Mericske-Stern (1990) mostraram que visitas de retorno regulares e
terapias de suporte por um periodo de cinco anos mantiveram uma microbiota
predominante de cocos € isenta de espiroquetas ao redor de implantes estaveis, 0 que

sugere uma microbiota associada a saude dos tecidos perimplantares.

Assim, a perimplantite pode ser considerada como uma infecgao sitio-especifica
induzida por microrganismos causadores de periodontite em dentes naturais.
Consequentemente, © risco da ocorréncia de infeccdo perimplantar pode ser
contrabalancado por cuidadoso controle da infecgdo e da inflamacao dela resultante,
tanto pelo paciente (higienizagao) como pelo profissional (controles periodicos dos
sitios perimplantares € da situacdo periodontal dos dentes remanescentes) (DE

L ORENZO e CAVENAGUE, 2004; GROMATZKY: SENDYK, 2002; LEITAO, 2003).



3.2 Infiltragao e Colonizagio de Bactérias na Interface Coroa/Pilar Protético

Em um estudo retrospectivo de perda de implantes de varios tipos, Steflik et al.
(1991) concluiram que uma das causas de perda de implantes pode ser a ma
adaptagao do implante com sua respectiva conexao protética, visto que nesta area
pode ocorrer desenvolvimento bacteriano e comprometimento dos tecidos periodontais
adjacentes, levando o tratamento ao fracasso.

O estudo de Traversy e Birek (1992) demonstrou que ocorre infiltragao
bidirecional de fluidos e/ou penetracao de Streptococcus sanguis (espécie detectada
em altos numeros no biofime dental, na atualidade classificada como Streptococcus

sanguinis) na interface pilar/implante do sistema Branemark.

A protese sobre implante continua a se desenvolver como um método viavel e
frequentemente preferivel de substituicdo dentaria. McCarthy e Guckes (1993), ao
utiizarem o sistema Branemark (Nobelpharma USA, Chicago, lll) de implantes
odontolégicos, observaram um problema associado com dois pilares de conexao-
padrao que sao semelhantes no desenho. Quando um pilar de conexao angulado e
utilizado, os pacientes freqientemente se queixam de um gosto ruim ou mau odor
associado com o pilar de conexao. Isto provavelmente é resultado de infiltracdo de
residuos e de colonizagao bacteriana conjunta no estreito espago de acesso do
parafuso do pilar de conexdo. Podem se acumular residuos significantes apés um
periodo curto. Também existe um espago entre o cilindro de ouro e o cilindro do pilar de
conexdao quando O pilar de conexao Estheticone (Nobelpharma) é utilizado. Quando

colocado subgengivalmente, este espago pode causar um abscesso periodontal.
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Para Ferrari et al. (1994), a maior parte dos estudos sobre a adaptagéo marginal
tem sido feita in vitro; apenas poucos estudos investigaram a adaptagao marginal € a
microinfiltrag@o de coroas in vivo. No estudo executado pelos autores, coroas de ouro
foram preparadas e cimentadas sobre pilares e suas discrepancias marginais foram
analisadas por microscopia eletrdnica de varredura, de acordo com 0s métodos de
réplica de moldagem e corte transversal. Trés observadores mediram as discrepancias
marginais de cada coroa. A variancia interobservadores da precisao foi de 10 um pelo
método de réplica de moldagem e 15 pm pelo corte transversal. Os valores meédios
foram 124,16 um pelo método de replica de moldagem e 129,79 um pelo corte

transversal. Os dois métodos testados demonstraram resultados semelhantes.

Persson et al. (1996) examinaram a microbiota presente na superficie interna dos
componentes de 28 implantes Branemark em dez pacientes parcialmente desdentados
que haviam sido tratados com uma protese parcial fixa cada, que estavam em funcao
em periodos de um a oito anos. Amostras bacterianas foram obtidas das varias
superficies internas do sistema de implante. A estimativa e a identificagdo da espécie
mais predominante foram executadas em placas de agar-sangue. A identificagdo foi
baseada em coloragao de Gram, sensibilidade ao oxigénio e provas bioquimicas.
Superficies internas de diferentes componentes do implante Branemark, depois de
permanecerem €m funcao durante variados periodos na cavidade bucal, abrigaram
consistentemente uma microbiota heterogénea e anaerobica. As amostras individuais
mostraram uma grande variagdo. A microbiota consistiu principalmente  de
estreptococos facultativos, pastonetes Gram positivos anaerobicos tais como

Propionibacterium sSpp, Eubacterium spp € Actinomyces spp, além de bastonetes Gram



negativos b i : -
g anaerdbicos incluindo espécies de Fusobacterium, Prevotella e

Porphyromonas. Ha razdes para sugerir que a presenga de bactérias é o resultado de
uma contaminagao do implante e dos componentes de pilar protético durante a primeira
ou segunda etapa cirurgica da instalagdo do implante e/ou de uma transmissao de
microrganismos do ambiente bucal durante a fungdo subseqiente a instalagao da
protese fixa. Clinicamente os tecidos moles, ao redor dos pilares protéticos de titanio,
eram saudaveis na maioria dos casos. A inflamagéo na porgao marginal da mucosa
perimplantar foi observada s6 em alguns locais (5%). A placa bacteriana, entretanto, foi
achada em 28% das superficies dos pilares protéticos. Todas as sete instalagoes
ligadas a pilares protéticos do tipo Estheticone tiveram, ao seu redor, perda marginal de
osso variando entre uma e duas roscas do implante. Na amostra inteira nao havia
relacionamento aparente entre o tempo do implante em funcao e a perda marginal de

0SS0.

O objetivo do estudo de Jemt e Book (1996) foi correlacionar estatisticamente
medidas in vivo da desadaptacao protética e mudanca do nivel 6sseo marginal em
implantes colocados na maxila desdentada. Dois grupos, cada um com sete pacientes,
foram observados por um ano ou retrospectivamente por quatro anos, do periodo de
cinco anos, apés o segundo estagio cirurgico. Medidas da desadaptacdo protética
foram feitas pela técnica fotogramétrica tridimensional, e os niveis do osso marginal
foram medidos a partir de radiografias intrabucais. Os resultados mostraram que
nenhuma das proteses apresentou desadaptacao completamente passiva aos
implantes in vivo. Além disso, distorgoes similares das proteses foram encontradas nos

dois grupos indicando que 0S implantes pareciam estaveis e nao se moviam, mesmo



ap0s varios anos em uso. A maxima variacdo da distorcao tridimensional dos pontos do
cilindro central foi por volta de 275 um em ambos os grupos. A desadaptagao média do
ponto central foi de 111 (SD 59) e 91 (SD 51) para grupos de um e cinco anos,
respectivamente. Nao foi observada nenhuma correlagéo estatistica (P>.05) entre a
mudanca de nivel 6sseo marginal e parametros diferentes da desadaptagao da protese
nos dois grupos. O estudo indicou que uma certa tolerancia biologica para
desadaptacao pode estar presente. O grau de desadaptacao relatado neste estudo foi

clinicamente aceitavel em relagao a perda ¢ssea marginal observada.

A microfenda existente na interface implante/pilar protético pode ser capaz de
causar odor desagradavel, além de inflamagéo dos tecidos perimplantares. Gross,
Abramovich e Weiss (1999), comparando cinco sistemas de implantes (Branemark
System; Sulzer Calcitec; 3i; ITl e Steri-Oss), encontraram microfendas em todas as
composicoes implante/pilar protético. Os resultados indicaram que fluidos e pequenas
moléculas sdo capazes de penetrar na estrutura intema de todas as composi¢oes

analisadas, contribuindo em parte para 0s sinais clinicos de mau odor e perimplantite.

A placa bacteriana se acumula com maior consisténcia em areas retentivas. O
desenho de alguns implantes apresenta locais favoraveis ao acumulo de placa
bacteriana, geralmente na interface implante/pilar, interface protese/pilar protético,
sobre a superficie do pilar, no implante e na protese. O tamanho da fenda implante/pilar

contribui para O actmulo de placa e produz um meio ideal para a colonizagao

bacteriana (O’MAHONY;MACNEILL; COBB, 2000).
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Piatelli et al. (2001) fizeram um estudo in vitro comparativo entre pilares
protéticos parafusados (grupo 1) e cimentados (grupo 2), verificando a penetragdo de
fluidos e bactérias na parte interna de 12 implantes. A andlise por microscopia
eletronica de varredura comprovou a presenca de microfenda entre implante e pilar
protético no grupo 1, que variou de 2 a 7 um. Ja no grupo 2, a microfenda foi de 7 um;
no entanto, ela estava sempre vedada por cimento. Em todos os implantes do grupo 1
houve presenga de bactérias em sua porgdo interna. Em oposigdo, nenhum dos
implantes do grupo 2 apresentaram contaminagao bacteriana. Os autores concluiram
que os pilares protéticos cimentados oferecem melhores resultados em relagao a

penetracao de fluidos e bactérias na parte interna dos implantes.

A penetracao de placa bacteriana na juncao implante/pilar protético foi relatada
em estudos in vitro e in vivo (QUIRYNEN et al, 1994, QUIRYNEN; VAN
STEENBERGHE, 1993). Essa placa € de dificil remogao pelos recursos convencionais
e teria o papel de induzir infeccao bacteriana que, por sua vez, induziria a perimplantite

(LEME et al., 2002).

3.3 Efeito Antimicrobiano da Clorexidina

O digluconato de clorexidina, um composto biguanidico, & largamente utilizado
na odontologia devido a sua atividade antimicrobiana. O efeito antiplaca da clorexidina

& resultado da natureza dicatidnica de sua molecula, que pemite a esse agente a
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propriedade de persisténcia do efeito antimicrobiano na superficie do dente devido a
sua liberacao gradativa (substantividade), como fungdo de seus efeitos bactericida e
bacteriostatico. Apesar de outros agentes antiplaca demonstrarem efeitos puramente
imediatos ou persisténcia limitada, o grau de persisténcia da clorexidina na superficie
dental é a base de sua eficacia clinica. A natureza cationica da molécula de clorexidina
é a razao do manchamento extrinsico do dente, o efeito colateral mais comum
associado com o uso desse agente. O manchamento dental parece ser resultado de
uma precipitacao de reacao local entre o limite dental da clorexidina e o do cromogeno
encontrados nos restos de comida e bebidas. A natureza cationica da molécula de
clorexidina também significa que a atividade desse agente é rapidamente reduzida na
presenga de agentes aniénicos, especificamente aq ueles encontrados em certas pastas
dentais: esse cuidado é necessario quando usada uma pasta contendo clorexidina em
sua formulacao. Entendendo as propriedades clinicas da molécula de clorexidina, pode-
se explicar a grande quantidade de dados clinicos e a eficacia do uso de clorexidina no

controle bacteriano (JONES, 1997).

Numa comparagao entre duas concentragdes de clorexidina em solucao para
enxague bucal feita por Jenkins; Addy e Newcombe (1989), os autores concluiram que
a concentracao a 0,2% obteve melhores resultados na reducgéao da placa e inflamacgao

gengival e estabilidade dentaria que as apresentadas pela concentragao a 0,1%.

Quando utilizada em altas concentracoes, a clorexidina possui efeito bactericida
e em baixas concentracoes, exerce efeito bacteriostatico pela inibicdo de enzimas
teoliticas, nao tendo diferencas em relacdo a efeitos colaterais,

glicoliticas e pro

independentes de sua concentracdo (ERNST et al., 1998).



Keltiens et al. (1 :
(1992) determinaram que aplicagao diaria de clorexidina em verniz

a 40% ou em B G
# gel a 1% faz diminuir significativamente a presenca de Streptococcus

mutans em de i
ntes pilares de overdentures. O gel de clorexidina causou redugéo do

acumulo de pl i :
placa bacteriana e do sangramento gengival por uma semana, mas nao

apresentou efeito em longo prazo.

Eaton et al. (1997) compararam os efeitos de um bochecho contendo digluconato
de clorexidina a 0,12% e de um placebo sobre a placa bacteriana e a inflamagao
gengival, num periodo de trés meses. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial
para conduzir controle clinico periodontal associado com praticas dentais comuns. A
contagem de sangramento gengival da boca inteira caiu de 0,56 para 0,42 no grupo
tratado com digluconato de clorexidina, mas permaneceu inalterado (0,54-0,55) no
grupo-placebo. Concluiu-se que O antisséptico bucal a base de digluconato de
clorexidina a 0,12% reduziu a acumulacao de placa para 28% e a inflamagao gengival

para 25%, num periodo de 12 semanas.

O uso da clorexidina & seguro pois a auséncia de toxicidade resulta em boa
tolerancia dos tecidos, motivo pelo qual ndo apresenta efeitos colaterais graves.

Apresenta moléculas de grande estabilidade, excretadas pelas vias normais, nao

havendo evidéncias de permanéncia no organismo, penetrando em minima quantidade

nas mucosas bucais. A clorexidina tem sua principal indicagao em casos de individuos

com comprometimento motor, em pés—operatérios, ou em quaisquer situagdes onde a

limpeza mecanica esteja temporariamente suspensa (DOTTORI et al., 2002).

Groenendijk et al (2004) realizaram um estudo no qual investigaram os efeitos
roene .

m idin 2% incluida nas fixagoes. Doze pacientes
i jologi ini a clorexidina a 0,
icrobiologicos € clinicos d



36

tiveram 46 fixa¢Ges implantadas Na segunda etapa cirdrgica, tomou-se uma amostra
da microbiota (amostra do ponto de Partida) das partes internas das fixacées. Entao, foi
aplicada uma solucao de clorexidina a 0,2% no espaco interno de 23 fixagées (grupo de
prova) € nas outras 23 instalagdes foi aplicado soro fisiolégico (grupo de controle).
Foram instalados os pilares protéticos e, semanalmente, foram controlados, os indices
gengivais, o indice de placa e o fluxo de fluido gengival. Depois de seis semanas,
tomou-se uma segunda amostra da microbiota da parte interna das fixagées. O numero
de bactérias no grupo de controle foi significativamente mais alto do que no grupo de
prova. No inicio, detectaram-se bactérias viaveis em 46% das fixagcdes. Depois de seis
semanas, bactérias viaveis foram encontradas em 87% delas. Os resultados indicaram
que a aplicacao de uma solucao de clorexidina a 0,2%, na segunda fase cirurgica, inibiu
o desenvolvimento ou a aquisicdo de bactérias nas fixacées. Tanto nos grupos de
prova como nos de controle, diminuiram o fluxo de fluido gengival assim como o indice

gengival durante o periodo experimental.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Selegdo dos Pacientes e Coleta da Microbiota

Foram selecionados quatro pacientes, cor branca, dos Cursos de Especializagao
em Implantodontia e de Mestrado em Odontologia da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Santo Amaro (UNISA, SP), do género feminino, com idade
compreendida entre 35 e 66 anos, apresentando no minimo dois elementos de protese
fixa metaloceramica instalados sobre implantes1 (Figura 1) com hexagono externo,
parafusados com pilar protético do tipo Multi-unit’ (Figura 2). Ressalva-se que as

proteses em estudo haviam sido instaladas ha um periodo de seis meses a um ano.

Figura 1. Protese fixa metaloceramica instalada sobre implantes

! Empresa Conexio Sistemas de Protese, Sao Paulo, SP, Brasil.
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Figura 2. Pilar protético do tipo Multi-unit

Os pacientes selecionados nao apresentavam doenca periodontal em atividade
e, para evitar interferéncia nos resultados bacteriolégicos, ndo estavam utilizando
nenhum tipo de medicacao antibidtica sistémica ou local, 30 dias antes, e nem durante
todo o tempo do experimento, 90 dias.

Apods a aprovagao pelo comité de ética e serem esclarecidos dos objetivos da
pesquisa e de terem assinado a carta de consentimento, foram submetidos a exame

clinico intrabucal e a radiografias periapicais tomadas na regiao dos implantes, com

posicionador, para se verificar a adaptacao do conjunto protese-implante.

Na primeira consulta, apos profilaxia dos dentes e das coroas sobre implantes

com taca de borracha e pedra pomes, os pacientes realizaram bochecho por um minuto

. i = .
com solugdo de digluconato de clorexidina a 0,12%; entao, foram removidos duas

coroas e dois pilares de protese de cada um. Durante o procedimento, foi utilizado
e

isolamento relativo com rolos de algodao e sistema de aspiragéo de alta poténcia.
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As coroas, os pilares da protese e os parafusos de fixagdo foram lavados com
escova de nailon, agua e detergente. Depois os pilares da protese e os parafusos de
fixagao foram colocados em cuba ultrassénica em funcionamento, com detergente
enzimatico, onde foram deixados por dez minutos. Novamente foram lavados e
desinfetados em solucdo de alcool-iodado a 0,02% e em seguida novamente lavados
em agua para remover a solucao. Na regiéo interna da coroa foi realizada desinfecgao
esfregando pedagos de algoddao embebidos em solugdo de alcool-iodado a 0,02%

(Figura 3) e lavagem com agua.

Figura 3. Desinfeccao interna da coroa protética com alcool-iodado a 0,02%

Os procedimentos de limpeza e desinfeccao das coroas e pilares protéticos
visaram a obtencdo de uma padronizac@o das condicdes dessas pecas quanto a

presencga de bactérias a ser avaliada imediatamente nas primeiras amostras coletadas

(“tempo zero”).
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Depois dos procedimentos de desinfecgao e limpeza das coroas, foram colhidas
duas amostras da microbiota da regido interna de cada coroa (Figura 4), utilizando para
este fim cone de papel absorvente esterilizado? utilizado em Endodontia retido por uma

pinga, que foi friccionado no local.

Figura 4. Regiao da coleta da microbiota das coroas protéticas

Uma amostra coletada de cada coroa foi acondicionada em frasco contendo 3,5 ml
do meio de transporte VMGA IIl adequado para a conservagao de anaerdbios e, a
outra, em um tubo eppendorf contendo Agua Mili-Q esterilizada®, apropriada para a
realizagao de testes genéticos de identificagao microbiana. Em seguida, as amostras

coletadas foram levadas para o Laboratorio de Anaerdbios do Instituto de Ciéncias

Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICBUSP).

? Dentsply Brasil” - tamanho 40

* Millipore Ltda., S.P.
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ApOs a coleta, os pilares protéticos e as coroas foram reposicionados, sendo que,
em uma das coroas, foi adicionada solugao de digluconato de clorexidina a 2% entre a
coroa e o pilar protético e, na outra (controle), nada foi adicionado as pegas protéticas.
Em seguida procedeu-se ao torque no parafuso do pilar protético de 20 N/mm? e nos
parafusos das coroas de protese de 10 N/mm?. Foram tomadas radiografias periapicais
para constatar a adaptagao do pilar e da coroa no implante.

A segunda coleta no primeiro grupo foi realizada 30 dias apds a primeira e, no
segundo grupo, 90 dias apo6s a primeira. Antes destas coletas, os pacientes receberam
profilaxia com taca de borracha e pedra pomes e executaram bochecho com solugao de
digluconato de clorexidina a 0,12% por um minuto. Apos a remo¢ao das coroas e dos
pilares protéticos, foram colhidas duas amostras da microbiota da regiao interna de
cada coroa de cada grupo (um no qual havia sido aplicado digluconato de clorexidina e,
o outro, o grupo-controle), com cone de papel absorvente esterilizado retido por uma
pinca e friccionado no local durante 60 segundos. Da mesma forma como realizado na
primeira coleta, um cone foi colocado num frasco contendo 3,5 ml do meio de transporte
anaerébico VMGA Il e, o outro, num tubo eppendorf contendo Agua Milli-Q esterilizada
e ambos foram levados ao laboratorio do ICBUSP para analise microbioldgica.

A distribuicao dos implantes € pacientes em diferentes grupos, bem como a

localizagao desses implantes na arcada o6ssea, estdao configurados no seguinte

esquema:



COLETA INICIAL
(TEMPO ZERO)

SEGUNDA COLETA (30 DIAS)
GRUPO 1 (PACIENTES 1 E 2)

SEGUNDA COLETA (90 DIAS)
GRUPO 2 (PACIENTES 3 E 4)

PACIENTE 1 PACIENTE 2
ELL13 El. 14 El. 15 El. 16
com sem com sem
CXD CXD CXD CXD

PACIENTE 3 PACIENTE 4
El. 37 El. 35 El. 47 El. 46
com sem com sem
CXD CXD CXD CXD

CXD = clorexidina
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4.2 Isolamento Bacteriano

Os espécimes coletados e conservados no meio de transporte VMGA Il foram

inicialmente homogeneizados em vortex por 60 segundos e diluidos em solugdo de

diluicdo VMG-I. Em seguida, aliquotas de 0,1 ml de diluigdes pré-estabelecidas

(10",10‘2 e 10°) foram transferidas e semeadas em duplicatas, com auxilio de al¢as de

Drigalsky, para placas (Figura 5) contendo os seguintes meios adequados as especies-

-alvo cultivaveis:

i
- [l

Figura 5. Material transferido para placa de Petri COntendo




bt

a) Agar-sangue
gue suplementado com 10g/ml de menadiona, 50g/ml de hemina e

400g/ml de canamicj
INa, adequado para o desenvolvimento das espécies produtoras de

igmento escuro inaivali
pig (Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia) e de Tannerella
forsythensis, Eikenella corrodens e Campylobacter rectus:

b = .
) Agar Omata e Disraeli, seletivo para Fusobacterium nucleatum:

& A ia-tri
) gar TSBV (soja-triptona + soro + bacitracina + vancomicina), seletivo

para Actinobacillus actinomycetemcomitans

A - ) .
especie Treponema denticola foi identificada somente por PCR, em funcgéo da
dificuldade de seu cultivo.

Em segui
guida, as placas contendo agar-sangue suplementado e agar Omata e

Disraeli foram incubadas (Figura 6) em condicées de anaerobiose (90% N2 +10% CO,)

- )
a 37°C, por 15 dias. As placas contendo material semeado em Agar TSBV foram

incubadas em condicéo de microaerofilia (5 a 10% de CO,).

4

Figura 6. Placas incubadas em condigdo de anaerobiose



45

Terminado o tempo de incubagao, as coldnias desenvolvidas que apresentavam
caracteristicas presuntivas das espécies-alvo desta pesquisa foram imediatamente
subcultivadas em meios nao seletivos como o agar-sangue (SUMMANEN et al., 1993a;
SUTTER et al, 1980) ou TSA (agar-soja-triptona), para melhor obtencao de culturas

puras € para aumentar as populagdes de cada espécie, condigdo necessaria para a

realizagao dos testes de identificacao.

4.3 ldentificagao Bacteriana

A identificacao bacteriana a partir dos cultivos foi realizada de forma presuntiva e
definitiva, de acordo com os parametros de Sutter; Citron e Finegold (1980) e
Summanen et al. (1993b).

Nos cultivos em agar-sangue incubados em anaerobiose, as espécies-alvo dos
géneros Prevotella e Pophyromonas apresentaram-se como colnias pequenas (com
diametros variando entre um e trés milimetros), lisas, convexas, com pigmento negro
ou marrom-escuro; as de Fusobacterium nucleatum séo lisas, brancas ou cinzentas,
com didmetro de 0,5 a 2 mm € com aparéncia de “migalhas de p&@o”. A coloragao de
Gram evidenciou ser formada por bacilos Gram negativos. Também foram
determinados a produgao de catalase e indol, hidrélise da esculina e do amido, o tipo
respiratorio e a fluorescéncia das colonias sob luz ultravioleta.

A identificacéo definitiva foi realizada pelo teste da fermentagao de carboidratos

(SOCRANSKY ot al.. 1979) em meios de peptona-extrato de levedura (PY) adicionados
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de solugdes de :
. sacarose, maltose, lactose, glicose e xilose, na concentragéo final de

1%. Em sequi . .
0 quida, os tubos com PY + carboidratos e inoculados com as amostras

bacterianas, juntamente com os tubos-controle (PY sem acucares e inoculados) foram

incubados em condigées de anaerobiose, a 37°C, por cinco dias. Posteriormente, foi
determinado o indice de acidificacao (la) pela diferenga do pH do tubo-controle e do
tubo-teste (aglcares e bactérias), sendo que la > 0,7U indicou fermentacao forte, 0,3<
la <0,7U fraca fermentacgao e la < 0,3U, auséncia de fermentagao.

Paralelamente foram utilizados kits comerciais de identificagdo RAPID API 32-A*
para a identificacao das espécies anaerodbicas isoladas (P. intermedia, P. gingivalis e F.
nucleatum) e amostras destas foram estocadas em skim milk (10%), a -70°C e
liofilizadas. As cepas-referéncia de P. nigrescens, P. gingivalis e F. nucleatum foram

utilizadas como controles em todos os testes.

4.4 Detecgio pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) dos DNA dos

Espécimes-Alvo, Diretamente das Amostras Clinicas

4.4.1 Extragdao dos DNA Bacterianos

A deteccao dos DNA de P. intermedia, P. gingivalis, T. denticola, F. nucleatum,

E dens, A actinomycetemcomitans, C. rectus e T. forsythensis foi executada pela
. cormo , A
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reacao em cadeia da polimerase (PCR) diretamente das amostras clinicas conservadas
em Agua Mili-Q esterilizada. O conteudo do tubo eppendorf contendo cada amostra
clinica coletada foi disperso em vortex por 60 segundos, fervido por dez minutos para
extrair o DNA bacteriano (AVILA-CAMPOS; VELASQUEZ-MELENDEZ, 2002),

centrifugado a 14.000 x g por dez minutos e o sobrenadante (DNA) foi estocado a —

20°C até o momento de seu uso.

4.4.2 Reagao de Amplificagdo dos DNA Bacterianos

A reacao de amplificacdo dos DNA bacterianos foi realizada em volumes de 25
ul, contendo 2,5 ul de tampéao PCR (10X), 1,25 ul de MgCl, (50 mM), 1,0 pl da mistura
de dNTP (0,2 mM), 1,0 ul de cada iniciador especifico (0,4 uM), 0,25 ul de TagDNA
polimerase (0,5U), 8,0 pl de Agua Mili-Q esterilizada e 10 ul do DNA isolado. Os
iniciadores especificos utilizados, segundo Slots et al. (1995), foram os seguintes,
sendo que A = adenina, C = citosina, G= guanina, T = tirosina:

a) para P. intermedia: (1) AAC GGC ATT ATG TGC TTG CAC, (2) CTC AAG TCC
GCC AGT TCG CG.

b) para P. gingivalis: (1) AGG CAG CTT GCC ATA CTG CG, (2) ACT GTT AGC
AAC TAC CGA TGT.

* bioMérieux sa
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c) para T. denticola: (1) TAA TAC CGA ATG TGC TCATTT ACAT, (2) TCA AAG
AAG CAT TCC CTC TTC TTC TTA.

d) para E. cormodens: (1) CTA ATA CCG CAT ACG TCC TAA G, (2) CTA CTA
AGC AAT CAA GTT GCCC.

€) para C. rectus: (1) TTT CGG AGC GTA AAC TCC TTT TC, (2) TTT CTG CAA
GCA GAC ACT CTT C.

f) para B. forsythus: (1) GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA, (2) TGC TTC AGT
GTC AGT TATACCT

g) para A. actinomycetemcomitans: (1) GCT AAT ACC GCG TAG AGT CGG, (2)
ATT TCA CAC CTC ACT TAAAGGT.

h) para F. nucleatum: 5 GAG TAG GAT TTT.

A amplificacao foi realizada em termociclador’, programado para um ciclo de
94°C por cinco minutos: trinta ciclos de 94°C, por30 segundos; 55°C ou 60°C segundo

cada par de iniciadores especificos, por 30 segundos; 72°C, por 30 segundos e um ciclo

de 72°C, por cinco minutos.

4.4.3 Eletroforese em Gel de Agarose

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose (1%),

i . Apos o tempo de corrida, o
em fonte de corrente® a 70 V, por duas horas & 30 minutos Ap p

* Perkin Elmer, Gene Ampl PCR System 9700
° Biorad®
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gel foi corado com brometo de etidio (0,5 pg/ml), observado em transiluminador UV e
fotografado (Figura 7) com o sistema Kodak Digital Science System-DC120. Como

controle de peso molecular foi usado 1Kb DNA ladder’.

Em todas as analises foi utilizada Agua Milli-Q como controle negativo e a fita do

DNA da bactéria pesquisada como controle positivo.

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose

'Gibco BRL?, Life Technologies Laboratories, Sao Paulo, SP.
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Os resultados dos exames microbioldgicos processados nas amostras coletadas,
no tempo zero e aos 30 e 90 dias, estido expressos na Tabela 1.

TABELA 1 - Identificacao das espécies bacterianas encontradas, em 30 e 90 dias, na
regiao interna da coroa de implantes de hexagono externo que receberam ou nao
aplicagao de clorexidina em solugao a 2,0%

Paciente |Elemento Tempo Morfotipos encontrados e Espécies
Examinado (dias) especies identificadas em identificadas
cultivos por PCR
0 & -
13 30 F. nucleatum
(com clorexidina) Cocos Gram positivos
Bacilos Gram negativos
1 0 - n
14 30 Pequenos T. denticola
(sem clorexidina) bacilos Gram negativos
Cocos Gram positivos
0 Z 5
15 30 Bacilos Gram negativos =
(com clorexidina) Cocos Gram positivos
2 0 = e
16 30 Bacilos Gram negativos T. denticola
(sem clorexidina) Cocos Gram positivos
0 - -
37 90 Bacilos Gram negativos P gingivalis
(com clorexidina)
3 0 - -
35 90 P. gingivalis P. gingivalis
(sem clorexidina) P. intermedia P. intermedia
Bacilos Gram negativos
0 = <
47 90 P. gingivalis P gingivalis
(com clorexidina) P.intermedia P. intermedia
Bacilos Gram negativos
4
0 - -
46 90 P. gingivalis P. gingivalis
(sem clorexidina) P. intermedia P intermedia

Bacilos Gram negativos
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Nas amostras da primeira coleta (tempo zero), os resultados dos cultivos
microbiologicos e do PCR foram negativos. Esta constatagdo sugere que a desinfecgao,
com o alcool-iodado, das coroas e dos pilares protéticos eliminou a contaminagéo que
existia previamente a pesquisa, devido ao fato destas coroas estarem em fungéo de
seis a doze meses. Este acontecimento nos deu a certeza de que as bactérias se
infiltraram e se implantaram posteriormente ao “tempo zero”, pois foram encontradas
nas coletas de 30 e 90 dias.

Os resultados evidenciados nas amostras coletadas, aos 30 e 90 dias,
demonstram que ocorreu infiltragdo bacteriana na interface coroa/pilar protético dos
quatro pacientes portadores de implantes de hexagono externo. Das oito espécies-alvo,
apenas quatro foram identificadas nessas amostras clinicas: Fusobacterium nucleatum
(somente por cultivo), Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia (ambas tanto por
cultivo como por PCR) e Treponema denticola (somente por PCR).

A analise das Figuras 8 e 9 mostra claramente que o numero de unidades
formadoras de coldnias (ufc) desenvolvidas anaerobicamente em agar-sangue
suplementado aumentou expressivamente nas amostras coletadas aos 90 dias,
parado com O constatado aos 30 dias, mesmo nas amostras dos sitios que

quando com

haviam recebido tratamento com a solucdo de clorexidina. Mas a constatacao mais

digna de realce diz respeito ao expressivo predominio de ufc produtoras de pigmento

negro (correspondentes a Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, P.

nigrescens, P melaninogenica € P Joescheii), constatado no cultivo das amostras

[ i 3 ocorréncia de P. gingivalis e P. intermedia
coletadas no 90° dia de experimentag¢ao. A ging

tadas como nas nao tratadas
' da por PCR, tanto nas tra
nessas amostras fol confirma

com clorexidina.



Figura 8. Desenvolvimento primario em agar-sangue suplementado, em anaerobiose, a
37°C durante 15 dias, de amostra coletada da regiao intema da coroa (elemento 46) 30

dias ap6s a aplicagao de clorexidina.

angue suplementado, em anaerobiose a

. ; rimario em agar-s .
Figura 9. Desenvolvimento pr de biofime interno de coroa (elemento 35) 90 dias

amostra

rexidina. pPredominio de colonias pigmentadas em negro €

37°C durante 15 dias, dé
apos a aplicagao de clo

hemoliticas.
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D .
e acordo com os dados da tabela 1, os cultivos das amostras coletadas no 30°
dia evidenciaram o desenvolvimento de F. nucleatum, outros bacilos Gram negativos €

cocos Gram positivos. O PCR identificou somente o DNA de T. denticola nas duas

amostras sem clorexidina.

Nas amostras colhidas no 90° dia, tanto nas tratadas como nas nao tratadas,

foram identificados, por PCR e cultivo, P. gingivalis e P. intermedia.

Os resultados globais confirmam a ocorréncia de infiltracdo de bactérias,
incluindo algumas patogénicas, na interface pilar/coroa protética parafusada instalada

sobre implantes do tipo hexagono externo.

Os resultados também evidenciam que a aplicagao da solugao de clorexidina a
2% nao impediu 0 desenvolvimento de bactérias em 30 dias, em particular do patégeno
F. nucleatum, mas nao foram detectados P. gingivalis, P. intermedia e T. denticola. O
desenvolvimento de bactérias (biofilme) aumentou em 90 dias, tendo sido constatada a
presenca dos patégenos P. gingivalis e P intermedia. Assim, a clorexidina inibiu a
proliferagao da maioria dos periodontopatégenos aos 30 dias, mas nao se mostrou
adequadamente eficaz na prevencao da colonizagdo de P. gingivalis e P. intermedia na

nterface pilares/coroas protéticas dos implantes odontolégicos aos 90 dias.
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6 DISCUSSAO

Verificamos, em nossa Revisao da Literatura, que, segundo Adell et al. (1981), a
perda 0ssea considerada como normal no primeiro ano apos a coloca¢ao da coroa
protética sobre implantes odontolégicos ¢ de 1,5 mm e parece ndo ter origem
bacteriana; a partir do segundo ano, ocorre perda de 0,1 mm por ano. Por outro lado,
Gross; Abramovich e Weiss (1999) relataram que, em parte, os efeitos da infiltragao
bacteriana podem ser a causa da perda 6ssea inicial de 1 a 1,5 mm na regiao da crista
6ssea, apicalmente a interface de unido prétese/implante em fixagbes de titanio liso
parafusado.

Observamos que é comum a opinido de diversos autores (DE LORENZO, 1996;
DE LORENZO: CAVENAGUE, 2004; LEKHOLM et al., 1986; LISTGARTEN; LAI, 1999;
QUIRYNEN: LISTGARTEN, 1990; RAMS; LINK, 1983) sobre a etiologia da
perimplantite, confirmando que varias espécies de bactérias patogénicas formadoras de
periodontite também sao formadoras de perimplantite.

Assim sendo, € quase unanime a opiniao de que varios fatores colaboram para a
falha do implante, mas a placa bacteriana (biofilme) parece ser o principal deles
(BAUMAN et al, 1992, DE LORENZO; SIMIONATO; DE LORENZO, 1997
GROMATZKY; SENDYK, 2002 ROSENBERG; TOROSIAN; SLOTS, 1991, VAN

STEENBERGHE, 1993).

Segundo De Lorenzo € Mayer (2004), com base no conhecimento acumulado ate

50, em 1996, o World Workshop of Periodontology reconheceu as seguintes
entao, ,

associagoes entre microrganismos e doen¢a periodontal:



55

e muito : i i i
forte: Actinobaciliys actinomycetemcomitans e Porphyromonas

gingivalis (considerados exogenos por alguns autores):

* forte:  Bacteroides  forsythus (Tannerella forsythensis), Prevotella

intermedia, ~ Eubacterium  nodatum, Treponema denticola e, na GUN, outros

espiroguetas;

e moderada: Streptococcus  intermedius, Prevotella  nigrescens,

Fusobactenum nucleatum, Peptostreptococcus (Micromonas) micros e Campylobacter

rectus:

e com evidéncias iniciais: bacilos entéricos, Pseudomonas spp (exogenos),
Staphylococcus spp, Selenomonas spp, Eikenella corrodens e leveduras como Candida
albicans.

Verificamos, assim, que as oito espécies bacterianas analisadas no presente
trabalho pertencem ao grupo das periodontopatégenas e tém sido também relacionadas
com a ocorréncia de perimplantites, segundo Becker et al. (1990), De Lorenzo e

Cavenague (2004) e Mombelli et al. (1995), dentre muitos autores citados no capitulo

Revisdo da Literatura.

Neste nosso trabalho, a utilizagdo conjunta de cultivos bacterianos e a reagao

em cadeia da polimerase (PCR) possibilitaram a constatacao da presenca de F.

nucleatum, P. gingivalis, P. intermedia € T. denticola, isoladamente ou associados, na

interface coroa/pilar protético de implantes, em pacientes que nao apresentavam sinais

clinicos de doenca perimplantar. A identificagdo de patégenos em implantes bem-

sucedidos confirma os resultados obtidos por Leitdo (2003) em sitios perimplantares,

que permitem considerar que 2 simples presenca qualitativa de periodontopatégenos
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nao implica necessariamente em processo de doenca estabelecido. No entanto, essa
constatacao pode admitir a presungéo de risco de doenca perimplantar, que pode vir a
ocorrer em funcéo do aumento numérico dessas espécies, em fungéo de alteragoes
ambientais severas e de desequilibrio significante na relagao microbiota-hospedeiro.
Leitao (2003) e Mombelli; Mericske-Stern (1990) relataram que pacientes com histérico
de doenca periodontal, quando submetidos a terapia periodontal de suporte,
conseguem manter sitios perimplantares clinicamente saudaveis, ainda que se
apresentem positivos para a presencga de algumas bactérias patogénicas. Um detalhe
importante a ser realgado €& que bactérias patogénicas apresentam clones
geneticamente condicionados a produzir diferentes teores de fatores de viruléncia ou
até mesmo a nao produzi-los, tanto que este recente conhecimento consegue explicar,
pelo menos parcialmente, a ocorréncia de patégenos em sitios saudaveis ou com baixa

intensidade de doenca (DE LORENZO; MAYER, 2004).

Os resultados constatados em nossa pesquisa s6 podem ser cotejados com os

obtidos pelo pequeno numero de autores que também estudaram a presenca de

bactérias nas superficies internas dos implantes bucais.

O presente trabalho evidenciou que os resultados microbiolégicos obtidos por

cultivos e por PCR, nas amostras da primeira coleta (tempo zero), foram negativos,

demonstrando que as especies bacterianas-alvo e os morfotipos presentes nas

amostras subseqiientes (30° € 90° dias) haviam se infitrado e se implantado

posteriormente a reinsergao da peca protética. A auséncia de células bacterianas nas

amostras iniciais também foi relatada nas pesquisas de Quirynen et al. (1994) e de

Qui van Steenberghe (1993) que verificaram a posterior penetragao de fluidos e
uirynen;



57

bactérias na parte intera entre implante e pilar protético em todos os implantes
parafusados. No entanto, Groenendijk et al. (2004), os unicos pesquisadores que
haviam testado a agao da clorexidina na area-alvo deste trabalho, descreveram que
46% das interfaces estavam contaminadas por bactérias ja no “tempo zero”, mas nao

haviam procedido a desinfecgdo dessas regides antes da coleta do material a ser

examinado.

Nosso trabalho confirmou, por cultivos microbianos, que ocorre infiltragao e
colonizacdo de uma microbiota anaerobia heterogénea na interface coroa/pilar protético
de implantes bucais com sistema anti-rotacional do tipo hexagono externo, evento

somente relatado por Persson et al. (1996) e por Quirynen et al. (1994).

Por outro lado, uma das propostas de nossa pesquisa foi identificar, tanto por
cultivos como por PCR, a presenca de oito espécies bacterianas periodontopatogenas
em amostras coletadas da regiao interna das coroas. Assim, NOSSOS resultados s
podem ser comparados com 0S dos dois trabalhos acima citados, que igualmente
detectaram uma microbiota extensa incluindo cocos Gram positivos, bastonetes Gram
negativos e 0S patogenos Fusobactenum nucleatum, Porphyromonas gingivalis e

Prevotella intermedia, cabendo-nos ressaltar que, no trabalho da equipe de Quirynen,

estas duas ultimas especies certamente estao incluidas dentre as que constituiam a

antiga denominagao de Bacteroides spp-

Durante o periodo de observagao adotado em nossa pesquisa (maximo de 90

dias), nao identificamos assim como Persson et al. (1996) e Quirynen et al. (1994), a

esenca de A actinomycetemcomﬁans, C. rectus, E. comodens e T. forsythensis nas
presenc :
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amostras clinicas i 5
analisadas, embora, em relacdo a esta espécie, o cotejamento com

os resulta i
dos de Quirynen e colaboradores fiqgue novamente prejudicado pela alteragéo

na sistematica dos antigos Bacteroides, que incluiam B. forsythus.

Devemos considerar, também, que nem a equipe de Quirynen nem a de Persson
utilizaram testes genéticos para a identificacdo de bactérias. A aplicagdo do método
PCR permitiu-nos detectar a presenca do patogeno T. denticola em duas amostras
examinadas no 30° dia, ambas nao tratadas com clorexidina. Esta constatacao somente
por PCR faz-nos concordar com as observacées de Slots et al. (1995) e de Leitdo
(2003), segundo os quais, a possibilidade de identificacdo e discriminagédo de espécies
bacterianas aumenta quando é feita por esse método que é capaz de detectar bactérias
vidveis e ndo viaveis mesmo em muito pequeno numero (média de apenas uma a dez
células), notadamente de espécies dificiimente cultivaveis como T. denticola ou ate
mesmo nao cultivaveis. Por isso, o método PCR representa excelente opgao para o
monitoramento microbiolégico na area da Implantodontia, aléem de se destacar pela sua
rapidez e especificidade na deteccao de microrganismos envolvidos em diferentes
processos infecciosos bucais sistémicos.

Em nosso estudo, foi constatado que a solugdo de clorexidina a 2% inibiu a
periodontopatégenos, com excegdo de F. nucleatum aos 30 dias,

proliferacao de

todavia, nao se mostrou eficaz na prevencdo da colonizagao de P. gingivalis e P.

intermedia na interface pilares/coroas protéticas dos implantes odontologicos aos 90

dias.

O Unico trabalho encontrado por nos que coincide integralmente com o0s
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microvalamentos existentes entre os componentes dos implantes e também avaliar a
acao inibidora da clorexidina sobre elas foi publicado ainda neste ano por Groenendijk
et al. (2004). Os autores relatam que a aplicagao de uma solucéo de clorexidina a 0,2%,
na segunda fase cirurgica, inibiu o desenvolvimento ou a aquisicdo de bactérias nas
fixagdbes. O numero de bactérias cultivadas, a partir do grupo-controle, foi
significativamente mais alto do que no grupo de prova, ap0s seis semanas de
observacao (cerca de 42 dias). No entanto, cabe salientar grandes diferengas de
metodologia de analise, principalmente as relatvas ao estado inicial de
descontaminacao por nés obtido, a concentragao do agente antimicrobiano utilizado,
que no nosso caso foi dez vezes maior, e ao tempo de observacdo, que no nosso
trabalho estendeu-se até 90 dias.

Por outro lado, diferentemente de Groenendijk et al. (2004), em nossa pesquisa
preocupamo-nos em identificar as espécies bacterianas presentes nas amostras
coletadas das interfaces, tanto pelo classico metodo de cultivos, quanto pelo moderno
método de PCR, que analisa o genoma bacteriano (Biologia Molecular), permitindo
maior confianga na identificacao. Essa assertiva pode ser confiada pelo fato de o
PCR ter confirmado o encontro, em cultivos, de P. gingivalis e P. intermedia, e
principalmente por ter permitido a identificacdo de T. denticola, dificimente executada

pelo uso de técnicas de cultivo bacteriano e, por isso, nao referida nos poucos trabalhos

que precederam a este.
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7 CONCLUSOES

1. O sistema analisado de protese sobre implante nao impede a infiltragéo
microbiana e a colonizagéo da interface coroa/pilar protético de prétese parafusada
sobre implante do tipo hexagono externo. Ha necessidade de modificagGes nesse
sistema para vedar melhor a interface de contato da coroa com o pilar proteético.

2. A solugdo de clorexidina a 2% n&do se mostrou eficaz na prevengao da
colonizagao do periodontopatégeno Fusobactenum nucleatum em uma amostra
analisada 30 dias ap0s sua aplicagao. No entanto, a presenca de Treponema denticola
foi constatada, somente por PCR, nas duas amostras que nao haviam sido tratadas
com o antisséptico em analise. Nas amostras examinadas 90 dias apos sua aplicagao,
bem como nas que ndo receberam esse tratamento, constatou-se a presenca de
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia tanto por cu ltivo como por PCR.

3 Em todas as amostras examinadas nao foi possivel detectar, por cultivos ou
PCR, as outras espécies patogénicas visadas na nossa proposta de pesquisa

(Actinobacillus actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, Eikenella comodens e

Tannerella forsythensis).
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APENDICE A.- Carta de Esclarecimento

O estudo que esta sendo realizado recebe o nome de Avaliacdo da eficacia

- : |
da clorexidina 2% no controle bacteriano no espacgo entre a coroa e o pilar protético em

protese parafusada sobre implante.

O objetivo do estudo é diminuir a proliferacao de bactérias no espacgo entre o
pilar protético e a coroa sobre o implante. A proliferacio de bactérias nesta regido faz
com que haja odor forte quando da remocao das coroas podendo ainda levar a
inflamacoes da gengiva ao redor do implante.

Na consulta sera realizado exame clinico da regidao do implante para verificar
a adaptagdo do conjunto préotese-implante e em seguida profilaxia com taca de
borracha e pedra pomes e bochecho por um minuto com solugao de digluconato de
clorexidina a 0,12%. Em seguida sera removido duas coroas e dois pilares de protese
do tipo Multi-unit, utilizando isolamento relativo com rolos de algod&o e aspiragao.

Apos a coleta serdao reposicionadas as coroas protéticas, sendo que numa
das coroas, sera adicionada clorexidina a 2% entre o pilar protético e a parte interna da
coroa e, no outro nada sera adicionado. Serao feitas tomadas radiograficas periapicais

para constatar a adapta¢ao da coroa ao pilar.

Havera o desconforto da remogdo das proteses para a finalidade do

procedimento da coleta das amostras € ao terminar a coleta o desconforto da
reinstalacdo das mesmas.

Nzo ha beneficio direto para o participante da pesquisa pois se trata de
ao

tud rimental testando a hipotese de que havera inibicdo da proliferacao
estudo expe
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bacteriana entre o pilar protético e g coroa sobre o implante. Somente no final do
estudo € que poderemos concluir se houve a presenca de algum beneficio como por
exemplo a redugdo do odor indesejavel nestes componentes protéticos pesquisados.
Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais

responsaveis pela pesquisa para o esclarecimento de eventuais dividas. O principal
investigador € o Dr. Dagoberto Oliani que pode ser encontrado a rua Prof. Enéas de
Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuias, SP telefone (0XX11) 55458812. Se vocé tiver
alguma consideragao ou duvida sobre a ética da pesquisa entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP-UNISA) - rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, n° 340,
Jardim das Imbuias, SP — telefone: (0XX11) 5929-5477.

E garantida a liberdade da retirada do consentimento, e a qualquer
momento & permitido deixar de participar do estudo sem qualquer prejuizo a
continuidade do seu tratamento na Instituicao.

As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes, ndao sendo divulgado a identificacao de nenhum paciente.

Vocé tem o direito de ser mantido(a) atualizado sobre os resultados

parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do

conhecimento dos pesquisadores.

Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do

estudo. incluindo exames € consultas. Também nao ha compensagao financeira

relacionada a sua participacao. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera

absorvida pelo orgamento da pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou
m

do), o participante tem
studo (nexo causal comprovado),
tratamentos propostos neste e
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu,

, portador (a) do RG

[=]

n

, apos ter sido lido pelos autores do trabalho a carta de
esclarecimento a respeito do projeto de pesquisa Avaliagao da eficacia da clorexidina
2% no controle bacteriano no espacgo entre a coroa e o pilar protetico em protese
parafusada sobre implante, concordo em participar deste estudo e autorizo a

realizacdo das coletas de amostras bacterianas necessarias.

Estou ciente que nao serei identificado em nenhum momento e que nao corro
fiscos em me submeter a esta avaliagao. Ficou claro também, que minha participagao é

voluntaria e isenta de despesas.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e posso retirar 0 meu

consentimento a qualquer momento, seém que isso acarrete qualquer tipo de penalidade

ou prejuizo @ minha pessoa.

Santo Amaro, de de

paciente









