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RESUMO

A infiltracao de fluidos orgénicos e de microrganismos pode ocorrer na
interface pilar/implante de implantes osseointegrados, causando mau odor e
provavel inflamacgao de tecidos perimplantares. Este estudo teve como objetivo a
identificacao de oito espécies de periodontopatbgenos no espacgo interno de
implantes de hexagono externo e avaliar a eficacia do uso de solugao de
clorexidina a 2% no controle bacteriano neste espago. Foram selecionados quatro
pacientes com pelo menos duas préteses sobre implante cada um. As préteses
foram removidas limpas e desinfetadas com alcool-iodado anteriormente as
coletas de amostras de material da interface parafuso/ implante. Apds a primeira
coleta foram reposicionados os pilares de prétese, sendo que num dos implantes,
foi adicionada solugao de digluconato de clorexidina a 2% entre o parafuso do pilar
protético e o implante e, no outro implante (controle) nada foi adicionado. Os
pacientes foram divididos em dois grupos para novas coletas 30 e 90 dias apos a
primeira. As amostras foram submetidas a exames microbiologicos para
identificacao das espécies Actinobacillus actinomycetemcomitans, Campylobacter
rectus, Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Tannerella forsythensis e Treponema denticola, por cultivos
e deteccao do DNA pela reacao em cadeia da polimerase (PCR). Os resultados
demonstraram as presencas de F. nucleatum e T. denticola nas amostras
coletadas 30 dias apés a aplicagao de clorexidina e, T. denticola e P. intermedia

nas que nao receberam essa aplicagdo. Aos 90 dias foi detectada a presenca de



C. rectus nas amostras dos espacos sem clorexidina e de P. gingivalis e P.

intermedia indiferentemente da aplicagao ou nao do antisséptico.




ABSTRACT

The infiltration of organic fluids and microorganisms may occur at the
abutment/fixture interface for osseointegrated fixtures, causing bad smell and
probable inflammation of perimplantar tissues. The objective of this study was to
identify eight kinds of periodonto-pathogens in the internal space of external
hexagon fixtures, as well as assessing the effectiveness of the use of a
Chlorhexidine solution @ 2% to control the presence of bacteria in this space. Four
patients have been selected, with at least two prostheses on implant apiece. The
prostheses have been removed, cleaned and disinfected with iodated alcohol
before the collection of the sample material from the internal space of the fixture.
After the first collection, the abutments were repositioned and, for one of the
fixtures, a solution of chlorexidine digluconate @ 2% was added between the
abutment screw and the fixture and, for the other fixture (control), nothing was
added. The patients have been divided into two groups for new collections on 30
and 90 days after the first collection. The samples have been submitted to
microbiological examination for identification of the  Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Campylobacter  rectus, Eikenella  corrodens,
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Tannerella forsythensis and Treponema denticola species, by means of growing
and DNA detection by polymerase chain reaction (PCR). The results showed the
of F. nucleatum and T. denticola in the 30-day samples with chlorexidine

presence

applied, and T. denticola and P. intermedia in the samples collected within 30 days



without chlorexidine applied, and P. gingivalis, P. intermedia in the samples
collected on the 90™ day, regardless of the application of the antiseptic. C. rectus

was also identified in the 90-day samples without the application of chlorexidine.
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1. INTRODUGAOQ

Nas dltimas décadas, os implantes enddsseos tém se tornado uma
aiternativa eficaz na reabilitacdo bucal de pacientes parcial ou totalmente
desdentados (ADELL et al,1981; ADELL et al 1990). Mas a diferenca de outros
implantes utilizados no corpo humano, os dentais nao sio totalmente cobertos
pelos tecidos, sendo expostos ao ambiente bucal e facilmente contaminados pela
microbiota indigena, que pode ocasionar, posteriormente, doencgas perimplantares
(MCKINNEY; STEFLIK e KOTH, 1984).

As bactérias adaptaveis ao ecossistema bucal comecam a colonizar a boca
humana algumas horas apés o nascimento e, com o passar do tempo, suas
relagbes com o hospedeiro e com outras bactérias do mesmo habitat vio se
tornando dindmicas e complexas, muitas vezes resultando em sucessao
bacteriana, da qual pode resultar prejuizo para o nicho ecolédgico (DE LORENZO,
2004; SLOTS, 1977, SOCRANSKY e MANGANIELLO, 1971). Mais de 500
espécies bacterianas ja foram identificadas, por cultivos ou métodos moleculares,
na microbiota do biofilme subgengival (DE LORENZO, 2004; SOCRANSKY e
HAFFAJEE, 2002) e espécies que geralmente o colonizam tardiamente cumprem
papel decisivo na etiopatogenia das doengas periodontais e perimplantares (DE
LORENZO e CAVENAGUE, 2004; DE LORENZO e MAYER, 2004; SOCRANSKY
e HAFFAJEE, 2002).

A perimplantite é caracterizada pela perda éssea progressiva associada a
inflamagéo do tecido localizado ao redor do implante dental. Suas caracteristicas

clinicas sao semelhantes as da periodontite: inflamagao, aumento da profundidade



"

de sondagem, sangramento 3 sondagem, supuragao, dor, mobilidade e evidéncias
radiogréficas de perda 6ssea (LEKHOLM et al., 1986; TANNER e STILMAM,
1993).

Considerando-se a gravidade da infecgio perimplantar, estudos vém
sendo desenvolvidos com o intuito de conhecer a etiologia microbiana e, assim,
possibilitar o diagnostico precoce e auxiliar o tratamento adequado, local ou
sistémico, em adi¢do as medidas de prevengao como as instrugées de higiene
bucal (GROMATZKY e SENDYK, 2002). Além do monitoramento da microbiota
dos implantes, o dos dentes adjacentes vem sendo sugerido como medida de
prevencao da perimplantite (DUCKWORTH et al, 1987; LANG et al,1997;
LEITAOQ, 2003).

Bactérias anaerdbias Gram negativas, notadamente as proteoliticas, tém
sido isoladas, em altas freqiiéncias, de biofilmes associados a periodontite, a
perimpiantite e a infecgbes do sistema endoddntico (DE LORENZO e
CAVENAGUE, 2004, DE LORENZO e MAYER, 2004; HANISCH, 1997;
LILIENBERG et al.,1997).

A infiltragdo e colonizacdo microbianas também podem ocorrer na interface
pilar—implante de implantes osseointegrados, podendo causar mau odor e
inflamacéo dos tecidos perimplantares (GROSS; ABRAMOVICH e WEISS, 1999).

Esse conhecimento iniciou-se a partir do trabalho publicado por Traversy e
Birek (1992), que constatataram in vitro, que existe infiltragao bidirecional de fluido
e de bactérias na interface do conjunto pilar-implante “firmemente fixado”.

Quirynen e van Steenberghe (1993) confirmaram a presen¢a de quantidades
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significantes de microrganismos na porgdo apical de 18 parafusos de pilares
Branemark-padrao que tinham estado em fungéo por trés meses.

Essas pesquisas pioneiras, baseadas em cultivos e em microscopia de
contraste de fase, abriram um novo campo de investigagio na Microbiologia
aplicada a Implantodontia.

Métodos moleculares tornaram-se disponiveis, a partir da década de 1990,
para a identificachko e a discriminagdo de espécies bacterianas
periodontopatogénicas, representando uma excelente opgdo para o0
monitoramento microbioldgico na area da Implantodontia. Dentre eles, a reagéo
em cadeia da polimerase (PCR) destacando-se pela rapidez e alta especificidade
na detecgcao de microrganismos envolvidos em diferentes processos infecciosos
bucais (SLOTS et al., 1995). Essa técnica, bem como as sondas genéticas, aiém
de detectar o DNA de microrganismos nao mais viaveis, & particularmente valiosa
para a deteccdo dos ndo-cultivaveis ou dificilmente cultivaveis, como os
treponemas e Tannerella forsythensis, além de permitir a identificagao de espécies
nao distinguiveis pelo perfil bioquimico, como Prevotella intermedia e P.
nigrescens (MAYER e DE LORENZO, 2004).

Na Implantodontia atual, recomenda-se o uso adequado de técnicas de
assepsia e a utilizagado de agentes antimicrobianos como medidas preventivas,
visando a diminuigdo ou eliminagdo de microrganismos que podem colonizar os
implantes dentais, evitando com isto a produgao de substancias bacterianas que

agridam os tecidos do hospedeiro (BRANEMARK, 1985).
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O digluconato de clorexidina, um composto biguanidico, & largamente
utilizado em Medicina e Odontologia devido & sua atividade antimicrobiana, mas
existem poucas pesquisas avaliando especificamente sua eficacia em
Implantodontia. Em altas concentragbes possui efeito bactericida e, em baixas
concentragGes, exerce efeito bacteriostatico pela inibigao de enzimas glicoliticas e
proteoliticas (ERNST et al., 1998; JENKINS: ADDY e NEWCOMBE, 1989). Devido
a baixa toxicidade e a boa tolerancia dos tecidos, nao apresenta efeitos colaterais
graves. Suas moléculas tém grande estabilidade e sao excretadas pelas vias
normais; penetram em minimas quantidades na mucosa bucal, ndo havendo
evidéncias de sua permanéncia no organismo. A clorexidina esta consagrada,
apos 20 anos de uso, como a melhor substancia no controle quimico da placa
bacteriana e o interesse cientifico voltado para ela € compreensivel pelo vasto
potencial de sua utilizagdo, ainda a ser explorado nas diversas formas de uso

(DOTTORI et al., 2002).
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2. REVISAO DA LITERATURA

A Revisdo da Literatura esta dividida em trés itens, para facilidade da

leitura @ melhor entendimento dos trabalhos apresentados.

2.1 COLONIZAGAO BACTERIANA EM SiTIOS PERIMPLANTARES

De acordo com De Lorenzo e Cavenague (2004), um implante mal
higienizado vai se comportar como um dente mal higienizado. O processo de
infeccaofinflamagéo perimplantar inicialmente causa mucosite, na qual ocorre
inflamacéao dos tecidos moles perimplantares, sem perda 6ssea. Na auséncia de
controle adequado, o processo pode evoluir para perimplantite, caracterizada por
inflamagao e perda é6ssea ao redor do implante, levando a sua desestabilizacao.
Como os problemas infecciosos sao importante causa de insucesso dos implantes
dentais (DE LORENZO; SIMIONATO e DE LORENZO, 1997), é grande o numero
de pesquisas processadas no sentido de estabelecer comparagbes entre as
microbiotas instaladas ao redor de implantes sadios e nos comprometidos por
inflamagao e reabsorgao 6ssea, para determinar os patégenos responsaveis peio
risco de insucessos.

As oito espécies bacterianas-alvo deste trabalho sao referidas por De
Lorenzo e Mayer (2004) como tendo as seguintes caracteristicas basicas:

e Actinobacillus actinomycetemcomitans: cocobacilo (bacilo pequeno

e curto) medindo cerca de 0,4 x 1 pum, Gram negativo, reto ou encurvado, com

extremidades arredondadas. Anaerébio facultativo. Unica espécie bucal deste
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género, seu nicho primario é a regiao subgengival; coloniza mucosas e compde 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 e subcutaneos, osteomielite e otite média.

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

e  Eikenella corrodens: bacilo Gram negativo pequeno, reto ou curvo.
Anaerobio facultativo assacarolitico. Espécie endogena da boca e da nasofaringe
de humanos, é isolada de lesbes periodontais e causa reabsorgio 6ssea aiveolar
em ratos gnotobiotas. Ja foi isolada de casos de endocardite, infeccbes da
cabecga e pescogo, abscessos cerebrais e abdominais, osteomielite, meningites e
peritonites.

e Fusobacterium nucleatum. bacilo Gram negativoe anaerobio estrito
relativamente aerotolerante; & proteolitico (produz indol) e dotado de pouca

atividade fermentativa. Considerado um agente de unido importante entre os



16

colonizadores iniciais e tardios da placa subgengival, seu principal habitat bucal &
0 ambiente subgengival, sendo isolado, em altos numeros, de sitios com gengivite
e periodontite severa.

*  Porphyromonas gingivalis: cocobacilo Gram negativo anaerdbio
estrito relativamente aerotolerante, apresenta limitada capacidade de fermentar
carboidratos e é a mais proteolitica dentre as bactérias Gram negativas da
microbiota bucal. Produz proteases, como a colagenase, e fosfolipase A.
Desenvolve colénias negro-pigmentadas. Fortemente associado com lesbes
severas de periodontite cronica.

e Prevotella intermedia: bacilo Gram negativo anaerébio estrito;
fermenta alguns carboidratos e é proteolitico, apresentando aita atividade de
peptidase; digere gelatina e produz indol. Suas coldnias apresentam-se
pigmentadas geralmente em negro. Habita o sulco gengival com evidéncias de
sua participagao na etiologia de gengivites, principalmente na que pode ocorrer na
gestacdo e em outras alteragdes hormonais e na ulcerativa necrosante (GUN),
também é isolado de bolsas periodontais que nao apresentaram perda éssea
recente.

e Tannerella forsythensis: bacilo Gram negativo fusiforme, podendo
apresentar morfotipos pleomorficos como filamentos longos. Anaerébio estrito com
metabolismo sacarolitico. Apresenta desenvoivimento fastidioso e suas colbnias
ndo desenvolvem pigmento escuro. Tem expressiva atividade do tipo tripsina e

esta fortemente relacionado com periodontites severas
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» Treponema denticola: espiralado Gram negativo, anaer6bio estrito
muito sensivel ao oxigénio, obtém energia metabolizando aminodcidos ou
fermentando carboidratos. Tem grande capacidade de se mover em ambientes
com alta viscosidade, capacidade que permite que migre pelo fluido gengival e
penetre a barreira epitelial atingindo o tecido conjuntivo gengival. Em cortes
histopatolégicos de casos de periodontite sido encontrados espiroquetas no
epitélio juncional, no conjuntivo adjacente e na proximidade do tecido 6sseo
alveolar. Seu ndmero aumenta expressivamente em bolsas periodontais
profundas. E citotoxico para fibroblastos e células epiteliais. Aglutina e lisa
eritrécitos e tambem hidrolisa proteinas do hospedeiro como anticorpos IgA e IgG,
albumina sérica, fibrinogénio, transferrina e laminina.

O primeiro trabalho a relacionar bactérias com doen¢a perimplantar foi
publicado por Rams e Link (1983) analisando por microscopia eletrénica de
transmissdo 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, principalmente
espiroquetas.

Lekholm et al. (1986) demonstraram, na analise de amostras de placa
bacteriana e de bidpsias de areas periodontais e perimplantares em pacientes
parcialmente desdentados, que as microbiotas instaladas em torno dos impiantes
e dos dentes sadios sdo similares e que existe um infiltrado de células

inflamatérias em ambas as regides.
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Mombelli; Buser e Lang (1988) estudaram a colonizacdo bacteriana em
implantes de cinco pacientes totalmente desdentados, coletando amostras da
microbiota desde um dia antes da colocacgéo dos implantes até 180 dias apéds a
mesma. A analise foi feita por microscopia de campo escuro e cultivo de
anaerobios em meios seletivos e nao seletivos. Em quatro pacientes a microbiota
foi similar & encontrada em dentes saudaveis (maioria de cocos Gram positivos).
Mas no caso em particular que apresentava bolsa perimplantar de 6,0 mm e
exsudato purulento, a seqliéncia de coletas revelou diminuicdo numérica de cocos
Gram positivos e simultaneamente ocorreu aumento gradativo do nimero de
bacilos fusiformes apods 21 dias e de espiroquetas apos 120 dias, caracterizando
uma sucessao bacteriana e inicio de colonizagdo por bactérias patcgénicas.

Apse et al. (1989) sugeriram que em pacientes parcialmente desdentados,
os dentes servem como fonte de bactérias patogénicas que podem colonizar sitios
perimplantares. O estudo examinou a microbiota perimplantar de 21 pacientes,
sendo 15 parcialmente desdentados, incluindo microscopia de campo escuro,
cultivo e identificagdo dos géneros Porphyromonas e Prevotella.

Em 1990 Quirynen e Listgarten confirmaram a conclusao de Apse, com um
estudo utilizando microscopia de contraste de fase, no qual compararam
amostras bacterianas subgengivais de dentes e de implantes em pacientes
parcialmente e totalmente desdentados. Reafirmaram que a microbiota da placa
bacteriana dos parcialmente desdentados é composta por 65,8% de cocos, 2,3%
de bacilos moveis e 2,1% de espiroquetas, enquanto a dos totalmente

desdentados abriga 71,3% de cocos, 0,4% de bacilos moveis, nao sendo
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encontrados espiroquetas. Ratificaram assim, a idéia de que os dentes servem de
fonte de bactérias e influenciam a composicdo da placa bacteriana no sulco
perimplantar.

A infecgdo bacteriana € uma das principais causas de perda de implantes,
principalmente em pacientes que apresentam formagdo excessiva de placa
bacteriana, havendo similaridade da microbiota encontrada na perimplantite e na
periodontite, como mostra o trabalho de Becker et al. (1990), no qual avatiaram
sulcos perimplantares com profundidade maior que 6,0mm com sondas de DNA e
encontraram niveis moderados das espécies periodontopatogénicas Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia e Porphyromonas gingivalis.

Em 1990 Mombelli e Mericske-Stern descreveram, apdés um
acompanhamento por cinco anos de nove pacientes com dentaduras sobre
implantes, que os totalmente desdentados sao capazes de manter uma microbiota
estavel com uma quantidade minima de periodontopatégenos. Os cultivos
microbiolégicos demonstraram que 7,3% da microbiota eram constituidos por
bacilos Gram negativos anaerdbios (Fusobacterium ssp e Prevotella intermedia),
nao tendo sido detectados nem Porphyromonas gingivalis nem espiroquetas.

Koka et al. (1993) mostraram, em dez implantes do sistema Branemark
instalados em quatro pacientes parciaimente desdentados, que 14 dias apos a
colocacdo dos cicatrizadores, notava-se a presenga de periodontopatogenos na
placa supragengival e, em 28 dias, tambem na placa subgengival. Foram
pesquisados Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium

nucleatum, Treponema socranskii, Actinomyces viscosus (na atualidade A.
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naeslundii genétipo 2) e Treponema denticola. Interessante notar que T. denficola
s6 foi encontrado, mesmo na placa supragengival, aos 28 dias.

Em estudo multicéntrico realizado em 139 pacientes com 460 implantes,
van Steenberghe et al. (1993) observaram que o pequeno numero de insucessos
(6,1%), em trés anos de acompanhamento, havia ocorrido em pacientes com
elevado indice de placa bacteriana.

Mombeili (1995) relatou que, em pacientes parcialmente desdentados,
ocorrem elevadas proporgdes de Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia
e Fusobacterium nucleatum em materiais coletados de sitios dentais pos-
tratamento periodontal e, nos sitios perimplantares, apds trés a seis meses de
exposi¢ciao do implante ao meio bucal.

Lee et al. (1999) realizaram um estudo em que examinaram 43 pacientes
desdentados parciais que receberam 101 implantes, todos com sucesso clinico,
objetivando identificar a microbiota perimplantar de acordo com o tipo de
restauragio protética, o tipo de implante e o histérico de doenga periodontal ou
perimplantar. Concluiram que o histérico de doenga periodontal ou infecgbes
perimplantares tém grande influéncia na microbiota, principalmente sobre a
colonizagao de bactérias como Porphyromonas gingivalis e Bacteroides forsythus
(Tannerella forsythensis). No entanto, apesar da presenga destes microrganismos
na regiao, os implantes achavam-se osseointegrados e funcionais.

Leonhardt: Renvert e Dahlén (1999) avaliaram, em 88 pacientes, as
diferengas entre a microbiota subgengival ao redor de implantes do sistema

Branemark com perimplantite € a microbiota de tecidos perimplantares saudaveis,
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por cultivos. De 60% dos sitios com perimplantite foram isolados Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e Aclinobacillus
actinomycetemcomitans.

Em trabalho publicado em 2002, Leonhardt et al. estudaram a microbiota
instalada nos implantes do tipo Branemark de 15 pacientes que haviam sido
tratados periodontalmente dez anos antes, tendo constatado que o indice de
sucesso dos implantes foi de 94,7%, sendo a perda 6ssea na ordem de 1,7mm. A
microbiota encontrada durante o tratamento periodontal e dez anos depois foi
similar, com a presenca de Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Capnocytophaga ssp, Actinobacillus actinomycetemcomitans e Campylobacter
rectus, reconhecidos como patogenos periodontais. Este resuitado sugere que a
presenga desta microbiota pode nao estar associada a um tratamento periodontal
falho, mas que essas espeécies bacterianas podem fazer parte de uma microbiota
residente na maioria dos individuos, sendo encontradas tanio em sitios
perimplantares doentes como em sadios.

Sumida et al. (2002) identificaram, por PCR, periodontopatégenos em
sulcos perimplantares provavelmente vindos de bolsas periodontais. As espécies
detectadas foram Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythensis e Treponema denticola. As
colonizagbes de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis foram estatisticamente
relacionadas com bolsas periodontais e sulcos perimplantares contaminados.

Shibli et al. (2003) fizeram uma analise radiografica e microbiolégica de

perimplantite induzida, usando diferentes superficies de implantes em caes. As
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coletas foram realizadas em zero, 20, 40 e 60 dias apos a indugéo, por ligaduras,
da perimplantite. Foram detectados Prevotella intermedia/nigrescens em 100%
dos implantes a partir da coleta de 20 dias e Porphyromonas gingivalis em 33,34%
em 20 e 40 dias e 29,03% em 60 dias; espécies de Fusobacterium foram
detectadas em todos os periodos.

No trabalho de Silva (2003), foi feita andlise das microbiotas cultivaveis de
sitios perimplantares com e sem perda Ossea. O autor conclui que as espécies
bacterianas periodontopatogénicas isoladas da grande maioria tanto das amostras
perimplantares coletadas de casos onde ndo se constatou perda dssea quanto
nos casos que apresentavam profundidade de sondagem superior a 5,0 mm, onde
foi encontrada maior concentragao, foram Prevotella intermedia e Fusobacterium
spp.

Tambem em 2003, Leitdo, concluiu que o método de reagiao em cadeia
da polimerase (PCR) mostrou-se eficaz para detectar a presenga de Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia em
sulcos perimplantares, mesmo naqueles que se apresentavam com reduzidas
profundidades, e que a presenga destes microrganismos pode ser interpretada

como indicadora de risco a doenga perimplantar.

2.2 INFILTRAGAO NA INTERFACE PILAR/IMPLANTE
Steflik et al. (1991) realizaram um estudo retrospectivo de perda de
implantes de varios tipos e concluiram que uma das causas de perda de implantes

pode ser a ma adaptagdo do implante com sua respectiva conexao protética, visto
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que nesta area pode ocorrer desenvolvimento bacteriano e comprometimento dos
tecidos periodontais adjacentes, levando o tratamento ao fracasso.

Em 1992, o estudo publicado por Traversy e Birek demonstrou que ocorre
infiltracdo bidirecional de fluidos e/ou penetragcio de Strepfococcus sanguis
(espécie detectada em altos nimeros no biofilme dental, na atualidade classificada
como Streptococcus sanguinis) na interface pilar-implante do sistema Branemark.

McArthy e Guckes (1993) observaram que pacientes nos quais haviam sido
instalados pilares Estheticone angulados, se queixavam de sabor e odor
desagradaveis e relataram que este problema pode resultar da presenga de
residuos organicos e da colonizagdo bacteriana entre o pilar da préotese e o
implante.

No mesmo ano, Quirynen e van Steenberghe mostraram a presenca
significativa de microrganismos na interface pilar—implante do sistema Branemark,
utilizando-se de microscopia de contraste de fase diferencial; a maioria dessa
microbiota (86,2%) era constituida por células cocoides, confirmando os achados
de Traversi e Birek. A origem desta contaminagdo seria uma infiltragao nessa
interface.

Em 1993, Sennerby e Lekholm mostraram que a contaminacéo dos pilares
protéticos pode causar inflamagdo nos tecidos moles que os circundam, num
trabalho realizado em 20 pilares removidos de humanos duas semanas apoés
serem instalados. Os pilares, ap6s passarem por limpeza em ultrassom com
butanol e etanol e autoclavados, foram implantados sob a pele de ratos, onde

permaneceram por seis semanas. Os autores constataram inflamagao e
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destruicdo dos tecidos em torno dos pilares implantados, independentemente do
meétodo de limpeza e esterilizagao utilizado e diferentemente do grupo-controle, no
qual os pilares nao haviam sido contaminados. Essa mesma situagdo clinica pode
ocorrer com os tecidos perimplantares em humanos.

Quirynen et al. (1994) examinaram in vitro 32 conjuntos pilar-implante do
sistema Branemark divididos em dois grupos constituidos respectivamente por
parcialmente imersos e por totalmente imersos em meio liquido contendo sangue
e inoculado com bactérias isoladas de placas dentais de pessoas com doencas
periodontais. Apds sete dias de incubagio anaerdbia, os microrganismos da parte
interna dos implantes foram coletados e semeados em placas de agar-sangue, a
sequir incubadas em anaerobiose. O estudo mostrou que a infittragao ocorreu nos
dois grupos, porém em maior numero no grupo dos totalmente imersos. Esta
infiltragcdo pode representar um papel importante na perimplantite, influenciando os
resultados a longo prazo do tratamento com implantes. As bactérias identificadas
neste estudo foram Streptococcus spp, Peptostreptococcus (atualmente
Micromonas) micros, Eubacterium spp, Propionibacterium acnes, Bifidobacterium
spp, Veillonella spp, Fusobacterium nucleatum e Bacteroides spp (muitas delas
atualmente classificadas nos géneros Porphyromonas e Prevotella). Assim, esta
foi a primeira pesquisa a descrever uma ampla gama de bactérias nessa regiao,
com destaque para espécies anaerobias.

Vidigal Jr et al. (1995) estudaram a interface pilar-implante, por microscopia
eletrénica, em cinco sistemas (Branemark, Screw-Vent, IMZ, TF e SR-Press),

concluindo que as diferengas no espago da interface variam de 20pm até 150pm,
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dependendo do sistema e que esta ma adaptagdo causa acimulo de placa
bacteriana, podendo desencadear inflamagéo nos tecidos perimplantares.

Persson et al. (1996) examinaram a microbiota colonizada na superficie
interna dos componentes de 28 implantes do sistema Branemark instalados em
dez pacientes parcialmente desdentados que haviam sido tratados com proteses
parciais fixas que estavam em fungéo no periodo de um a oito anos. Os pilares de
protese foram removidos e classificados, de acordo com o estado em que se
encontravam, como estaveis, facilmente removidos e frouxos, e foram obtidas
amostras da superficie interna dos implantes. A estimativa e identificacdo das
espécies mais predominantes foi realizada em coldénias desenvolvidas em agar-
sangue, baseadas na reagao de Gram, na sensibilidade ao oxigénio e em testes
bioquimicos. As superficies internas de diferentes componentes dos implantes
Branemark, apds periodos variaveis de fun¢cido na cavidade bucal, apresentaram
uma microbiota heterogénea e primariamente anaerébia. As amostras individuais
demonstraram grande variagdo. Nao pdde ser observada relagio entre o tipo e 0
comprimento do pilar protético, a estabilidade do pilar de protese, a perda dssea e
o tipo e nimero de microrganismos encontrados nas amostras. A microbiota era
constituida principalmente de estreptococos anaerébios e facultativos, bastonetes
anaerébios Gram positivos tais como os géneros Propionibacterium, Eubacterium
e Actinomyces e bastonetes anaerébios Gram negativos incluindo os dos géneros
Fusobacterium e os atuais Prevotella e Porphyromonas. Ha razées para sugerir
que esta presenga de bactérias é o resultado de uma contaminacdo dos

componentes implante e pilar de prétese durante os estagios de instalacao dos
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mesmos efou uma transmissdo de microrganismos do ambiente bucal durante a
fungao subsequente a instalacéo da protese.

Para Jansen; Conrads e Richter (1997), os sistemas de implantes em dois
estagios resultam em fendas e cavidades na interface pilarfimplante que alojam
bactérias que podem vir a causar reagdes inflamatorias nos tecidos moles ao
redor dos implantes. Essas fendas sdo inevitaveis e seu significado clinico tem
sido negligenciado tanto pelos fabricantes como pelos clinicos. Os autores
realizaram um trabalho in vitro para verificar a infiltragdo bacteriana na interface
implante/pilar em dez sistemas de implantes com 13 combinag¢des implante/pilar, e
constataram que todos o0s conjuntos apresentaram a penetragao da bactéria
Escherichia coli, ou seja, todos os sistemas de implantes testados apresentaram
infiltragao bacteriana.

Abrahamsson; Berglundh e Lindhe (1998) estudaram os efeitos sobre os
tecidos perimplantares apos repetidos procedimentos de remog¢ao e reconexao de
pilares de prétese em cdes. Apés um periodo de osseointegragio de trés meses
foram colocados pilares de prétese em dois implantes em cada cio; num dos
implantes o pilar era removido, limpo e recolocado em posigdo a cada més; apos
seis meses de controle de placa bacteriana, os caes foram sacrificados e
removidos 0s biocos 0sseos contendo os implantes. No implante-controle em que
o pilar ndo foi removido nenhuma vez, foi encontrada uma zona de tecido
conjuntivo mais coronal enquanto que, nos implantes que tiveram seus pilares

removidos varias vezes, a zona de tecido conjuntivo se localizava mais para
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apical, com uma reabsorgdo ossea marginal favorecendo o aparecimento de bolsa
perimplantar.

Keller, Bragger e Mombelli (1998) estudaram as caracteristicas clinicas e
microbiolégicas da area perimplantar, na presenca de sobreestruturas cimentadas
ou retidas por parafusos, utilizando 15 pacientes que possuiam dentes e implantes
do sistema ITl. As conclusdes do estudo evidenciam que fendas presentes entre
os pilares de protese e as sobreestruturas ajudam a penetragio até a regido dos
parafusos, a composicdo da microbiota no sulco perimplantar e sob a
sobreestrutura € influenciada pela microbiota bucal e foram detectadas as
presencas de Fusobacterium spp e Prevotella intermedia, em numeros altamente
significativos, nas bolsas perimplantares mais profundas.

A microfenda na interface pilar implante possibilita a infiltragdo de fluidos
locais e de microrganismos, podendo causar odor desagradavel, além de
inflamagao dos tecidos perimplantares. Gross; Abramovich e Weiss (1999),
comparando cinco sistemas de implantes (Branemark, Sulzer Calcitek, 3i, [Tl e
Steri Oss), concluiram que fluidos e pequenas moléculas sdo capazes de penetrar
na estrutura interna de todos os conjuntos analisados, contribuindo, em parte, para
mau odor e perimplantite.

Orsini (2000) refatou um caso clinico referente a uma paciente que cinco
meses apos haver recebido dois implantes osseointegrados, veio a falecer. O
bloco 6sseo que continha os implantes foi retirado e submetido a andlise
histolégica, que constatou infilirado inflamatério nos tecidos adjacentes a jungéo

pilar-implante; observou-se, ainda, a presenga de placa bacteriana e caiculo
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salivar na porgao interna dos implantes. Segundo o autor, essa microinfiltracio
ocorre sempre em implantes de dois estagios.

Piatelli et al. (2001) fizeram um estudo in vitro comparativo entre pilares de
protese parafusados (grupo 1) e cimentados (grupo 2), verificando a penetragdo
de fluidos e bactérias (Pseudomonas aeruginosa) na parte interna de 12
implantes. A microscopia eletronica de varredura comprovou a presenga de
microfenda entre pilar protético e implante nos dois grupos, sendo que no grupo 1
variou de 2 a 7 um e no grupo 2 de 7 um, porém vedada com cimento. Todos os
implantes do grupo 1 apresentaram presenga de bactérias em seu interior e
nenhum do grupo 2 apresentou contaminacdo bacteriana. Os autores concluiram
que os pilares protéticos cimentados oferecem melhores resultados em relagao a
penetra¢ao de fluidos e bactérias na parte interna dos implantes.

Uma revisdo de literatura publicada por Quirynen, de Soete e van
Steenberghe (2002) enfatizou que o espago na interface implante-pilar oferece um
ambiente ideal para a instalagio e permanéncia da placa bacteriana,
principalmente quando a uniao implante-pilar de protese é subgengival, porém nao
existe uma correlacao direta com o desencadeamento da perimplantite.

Cravinhos (2003) analisou in vitro a contaminagao bacteriana na interface
implante-conector protético em trés sistemas de implantes comercializados no
Brasil (Colosso, Conect e Globtek), utitizando cultura de Streptococcus sanguis
(S. sanguinis). Concluiu que todos os sistemas apresentaram evidéncias de
infiltragao bacteriana e que a troca de fluidos através desta interface pode

comprometer a estabilidade a longo prazo dos implantes. A existéncia de
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microfenda entre implante e conector protético é inevitavel, no entanto pode-se
criar artificios para que o significado clinico dessa fenda seja desprezivel. A
posicao supracrestal da interface, o torque de adaptagéo do parafuso ao implante
e o desenho do sistema sdo os principais achados que podem apresentar
significancia clinica.

Segundo Dottori; Sendyk e Gromatzky (2003), existe sempre a colonizagdo
bacteriana na interface implante—pilar intermediario. A quantidade de passagem
de fluidos e da colonizacdo de microrganismos pode variar entre os varios
sistemas de implantes. O significado clinico desta colonizagdo € incerto e a
correlacdo entre perimplantite e os componentes dos implantes em sua area
subgengival nao é totalmente esclarecida.

Groenendijk et al. publicaram um trabalho em 2004, no qual avaliaram a
eficacia da solugao de clorexidina a 0,2% no controle da proliferagéo bacteriana no
interior de 46 implantes 3| Titamed divididos em dois grupos de 23: um grupo-teste
no qual se aplicou clorexidina e um grupo-controle que nao recebeu colocagao de
clorexidina no espaco implante-pilar. Apés seis semanas, o exame dos cultivos
mostrou menor desenvolvimento bacteriano no grupo-teste, porém nao foi
encontrada diferenca significativa entre os grupos teste e controle quanto aos
indices de placa, indice gengival e presenga de células inflamatorias no fluido

sulcular.

2.3 CLOREXIDINA: EFEITO ANTIBACTERIANO



30

Apos 20 anos de uso profissional, a clorexidina & reconhecida como
“padrao-ouro” em comparagdo a outros agentes antiplaca bacteriana. O efeito
antiplaca da clorexidina é resultado da natureza dicatidnica de sua molécula, que
permite ao agente a propriedade de persisténcia do efeito antimicrobiano na
superficie do dente (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 dessa eficacia clinica.

Similarmente, a natureza catiénica da molécula de clorexidina é a razao do
manchamento extrinsico do dente, o efeito colateral mais comum associado com o
uso do agente. Esse manchamento dental parece ser resultado de uma
precipitacdo de reacio local entre o limite dental da clorexidina e cromégenos
encontrados nos restos de comida e bebidas. A natureza catidénica da molécula
de clorexidina também significa que a atividade do agente é rapidamente reduzida
na presenca de agentes anibnicos, especificamente aqueles encontrados em
certas pastas dentais; esse cuidado é necessario quando usada uma pasta
contendo clorexidina em sua formulagido. Entendendo as propriedades clinicas da
molécula de clorexidina pode-se explicar a grande quantidade de dados clinicos e
a eficacia de seu uso no controle bacteriano (JONES, 1997).

Friedman e Golomb (1982) fizeram testes para estudar qual seria a melhor
concentragdo de clorexidina em peliculas de acetato para liberagido lenta do

produto dentro de bolsas periodontais e mostraram a redugdo da microbiota

subgengival e a redugao da profundidade de bolsas. Solugdes a 5, 10 e 20% da
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droga foram preparadas e exibiram uma liberagdo sustentada. Este estudo
demonstra que com a fixagao da clorexidina no filme polimérico é possivel obter-
se liberagao sustentada da droga por varios meses.

Uma comparagao entre duas concentragoes de clorexidina em solugéo
para enxagie bucal foi feita por Jenkins; Addy e Newcombe (1989); os autores
conciuiram que a concentracdo a 0,2% obteve melhores resultados na redugio
da placa e inflamagao gengival e estabilidade dentaria que as apresentadas pela
concentragdao a 0,1%. A clorexidina, em altas concentragdes, & bactericida e, em
baixas concentragdes, € bacteriostatica.

Em 1992, Keltiens et al. relataram que aplicagdo diaria de clorexidina em
verniz a 40% ou em gel a 1% faz diminuir significativamente a presenga de
Streptococcus mutans em dentes pilares de overdentures. O gel de clorexidina
causou redug¢ido do acumulo de placa bacteriana e do sangramento gengival por
uma semana, mas nao apresentou efeito a longo prazo.

Eaton et al. (1997) fizeram um estudo duplo-cego com 121 pacientes, no
qual 60 foram orientados a usar clorexidina a 0,12 % em bochechos e 61 usaram
placebo durante um periodo de 12 semanas. Constataram redugdo de 50,6% no
indice de placa no grupo-teste contra apenas 27,6% no grupo-placebo.
Concluiram que a clorexidina a 0,12% diminui em 28% o acumulo de placa
bacteriana e em 25% a inflamagao gengival, num periodo de 12 semanas.

Segundo Dottori et al. (2002), a clorexidina continua sendo o melhor

antimicrobiano tanto para redugéo de placa bacteriana quanto para redugao de

gengivite.
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3. PROPOSIGAO

Com base nos comentarios apresentados nos capitulos Introducdo e
Revisao da Literartura, este estudo teve as seguintes propostas:

3.1 analisar de forma qualitativa, por cultivos e pela reagiao em cadeia da
polimerase (PCR), a presenca de Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythensis e
Treponema denticola em amostras coletadas do espaco interno de implantes do
tipo hexagono externo;

3.2 avaliar a eficacia da solugao de clorexidina a 2% no controle da

proliferagdo bacteriana 30 e 90 dias apds sua aplicacdo nessa regido.
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4. MATERIAIS E METODO

4.1 SELEGAO DOS PACIENTES E COLETA DA MICROBIOTA

Foram selecionados quatro pacientes dos Cursos de Especializacdo em
Implantodontia e de Mestrado em Odontologia da Faculdade de Odontologia da
UNISA (SP), do género feminino, com idade entre 35 e 66 anos, apresentando no
minimo dois elementos de protese fixa metaloceramica sobre implante com
hexagono externo ' parafusados em pilares protéticos do tipo Multi-unit ' havia um
periodo de seis meses a um ano. Para evitar interferéncia nos resultados
bacteriologicos, foram aceitos apenas pacientes que nao estavam utilizando
nenhum tipo de medicagao antibidtica sistémica ou local pelec menos um més
antes e este cuidado extendeu-se por todo o tempo de duragédo do experimento
(90 dias).

Ap6s serem esclarecidos dos objetivos da pesquisa e de terem lido e
assinado carta de consentimento, todos foram submetidos a exame clinico
intrabucal e a radiografias periapicais tomadas na regiao do implante, com
posicionador, para verificar a adaptagdo do conjunto protese-implante; esses
exames indicaram que nenhum deles apresentava sinais evidentes de doenga
periodontal ou perimplantar. Em cada paciente foi removida uma protese fixa de
dois elementos e os implantes de cada protese foram divididos em dois grupos

para coletas de amostras da microbiota das suas regides internas: um no qual a

1 Conexao Sistema de Protese, Sao Paulo, Brasil



coleta foi feita num grupo de dois pacientes apés 30 dias e, no outro grupo de dois
pacientes, 90 dias apos a primeira.

Na primeira consulta, apos profilaxia com taga de borracha com pedra
pomes e bochecho por um minuto com solugao de digluconato de clorexidina a
0,12%, foram removidas duas préteses fixas com dois pilares de protese do tipo
Muiti-unit de cada paciente, nos dois grupos, utilizando isolamento relativo com
rolos de algodao e sistema de aspiragéo de alta poténcia.

Os pilares de protese e os parafusos foram lavados com escova de nailon,
agua e detergente, depois deixados em cuba ultrassdnica com detergente
enzimatico por dez minutos, novamente lavados e desinfetados esfregando-os
com algodiao embebido em solugdo de 4&lcool-iodado a 0,02% e lavados
novamente para remover a solu¢do. A regido interna do implante foi desinfetada
com algodao embebido em solucao de alcool-iodado a 0,02% e depois favada com
agua. Os procedimentos de limpeza e desinfecgdo dos implantes e pilares visaram
a obtengao de uma padronizagao das condigdes dessas pegas quanto a presenga
de bactérias a ser avaliada imediatamente nos primeiros materiais coletados
("tempo zero”). Apés os procedimentos de desinfecgdo e fimpeza dos implantes,
foram colhidas duas amostras da microbiota da regiao interna de cada implante,
com cone de papel absorvente estéril nimero 40 2 utilizado em Endodontia. Uma

amostra coletada de cada implante foi conservada em 3,5 ml de meio de

2 Endopoints ® Ind. Com. Ltda Rio de Janeiro, RJ
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transporte  VMGA |l adequado para a manutengdo da viabilidade de
microrganismos anaerébios e, a outra, em tubo eppendorf com Agua Mili-Q *
esterilizada, apropriada para a conservagao de espécies a serem submetidas a
reacédo em cadeia da polimerase. Em seguida, foram levadas imediatamente para
0 Laboratério de Anaerébios do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, sob
responsabilidade do Prof. Dr. Mario Julio Avila-Campos.

Apos a coleta foram reposicionados os pilares de prétese, sendo que
antes, em um dos implantes, foi adicionada solu¢ao de digluconato de clorexidina
a 2% entre o parafuso do pilar protético € o implante e, no outro implante
(controle), nada foi adicionado. Foram tomadas radiografias periapicais para
constatar a adaptagao do pilar no implante, foi dado o torque no parafuso do pilar
protético (20 N/mm?) e recolocada a coroa de prétese em posicao, com o devido
torque no parafuso da coroa (10 N/mm?).

A segunda coleta no primeiro grupo foi realizada 30 dias apés a primeira
coleta e, no segundo grupo, 90 dias apds a primeira.

Antes da segunda coleta os pacientes fizeram bochecho com digluconato de
clorexidina a 0,12% por um minuto e receberam profilaxia local com taga de
borracha e pedra-pomes. Apds a remogao das coroas e dos pilares protéticos,
foram colhidas duas amostras da microbiota da regido interna de cada implante
(um fechado com digluconato de clorexidina e o outro controle), com cone de

papel absorvente e, como na primeira coleta, um cone foi colocado em 3,5ml de

3 Milipore Ltda., S&o Paulo SP
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meio de transporte anaerébico VMGA il e, o outro, em tubo eppendorf contendo
Agua Milli-Q esterilizada. Ambos os meios de tranporte foram levados

imediatamente ao laboratorio.

Organograma que demonstra a seqiiéncia das coletas da microbiota e a
distribui¢do dos pacientes e dos implantes nos grupos que receberam e nao

receberam aplicacao de clorexidina.

COLETA INICIAL
TEMPO ZERO

SEGUNDA COLETA 1 [ SEGUNDA COLETA
30 DIAS J L 90 DIAS

F’ACifNTEJ [ PACIENTE ] [ PACIENTEJ [ PACIENTE ]
2 3 4

Imp. Imp. Imp. Imp. Imp. Imp.
15 16 37 35 47 46
com sem com sem com sem
clor clor clor clor clor clor

13, 14, 15, 16, 37, 35, 47, 46 = posigéo do dente correspondente ao implante na arcada.

Clor = solugéo de clorexidina a 2%.
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4.2 ISOLAMENTO BACTERIANO (CULTIVOS)

Os espécimes coletados foram inicialmente homogeneizados em vortex por
60 segundos e diluidos em solugdo de diluigdo VMG |. Em seguida, aliquotas de
0,1 ml de diluigbes pré-estabelecidas (107,102 e 107) foram transferidas e
semeadas em duplicatas, com auxilio de algas de Drigalsky, para placas
contendo:

a) Agar-sangue suplementado com 10g/ml de menadiona, 50g/ml de
hemina e 400g/ml de canamicina , adequado para o desenvolvimento das
espécies-alvo produtoras de pigmento escuro (Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia), mas que permite também o desenvolvimento de
Tannerella forsythensis, Eikenella corrodens e Campylobacter rectus;

b) Agar Omata e Disraeli, seletivo para Fusobacterium nucleatum,

¢) Agar TSBV (triptona-soja-bacitracina-vancomicina), seletivo para
Actinobacillus actinomycetemcomitans.

Em seguida, as placas contendo agar-sangue suplementado e Agar Omata
e Disraeli foram incubadas em condigdo de anaerobiose (90% Nz + 10% CO,) a
37°C, por dez a 15 dias. As placas contendo material semeado em Agar TSBV
foram incubadas em condigao de microaerofilia (5 a 10% de COy).

Apo6s o tempo de incubagdo, as colénias desenvolvidas que apresentavam
caracteristicas presuntivas das espécies-alvo desta pesquisa foram imediatamente
subcultivadas, para melhor obtengdo de culturas puras e aumentar o nimero de
células representativas de cada espécie, requisito necessario para a realizagao

das provas de identificagao.
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A espécie Treponema denticola foi identificada somente por PCR, em fungéo

da grande dificuldade de seu cultivo.

4.3 IDENTIFICAGAO DAS ESPECIES CULTIVADAS

A identificacdo das espécies cultivadas foi realizada presuntiva e
definitivamente, de acordo com os parametros classicos de Summanen et al.
(1993).

Na identificagdo presuntiva realizada a partir do desenvolvimento
anaerobico em agar-sangue suplementado, as colonias de Prevotella intermedia e
Pophyromonas gingivalis apresentaram-se como pequenas (didmetro variando
entre 1 e 3 mm), lisas e convexas, apresentando a tipica pigmentagdo negra ou
marrom-escuro. Um carater distintivo importante é evidenciado pela exposi¢do das
cotdnias negras a uma fonte de Iluz ultravioleta: as do género Prevotella
formadoras de pigmento (P. intermedia, P. nigrescens, P. melaninogenica e P.
loescheii) fluorescem, diferentemente de Porphyromonas gingivalis. As colbnias de
Fusobacterium nucleatum sao lisas, brancas ou cinzentas, com didmetro de 0,5 a
2 mm e com aparéncia de “miolo de pao”.

A coloracgéo de Gram confirmou serem todas Gram negativas.
Também foram determinadas a producéo de catalase e indol e a hidrélise
da esculina e do amido e a fluorescéncia das colbnias sob luz ultravioleta. A

identificacao  definitiva das espécies-alvo isoladas (Prevotella intermedia,

Porphyromonas gingivalis € Fusobacterium nucleatum) foi realizada:
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a) pelos testes de fermentacéo de carboidratos (SOCRANSKY et al., 1979)
em meios peptona-extrato de levedura (PY) adicionados de solugdbes de sacarose,
maltose, lactose, glicose e xilose, na concentragio final de 1%, e de inéculos das
bactérias testadas. Como controles foram utilizados tubos contendo somente PY e as
amostras bacterianas. Todos os tubos foram incubados em condigées de anaerobiose,
a 37°C por cinco dias. O indice de acidificagao (la) foi determinado pela diferen¢a do pH
do tubo-controle e do tubo-teste, sendo que la maior ou igual a 0,7U indicou
fermentacao forte, la entre 0,3U e 0,7U fraca fermentagdo e la menor ou igual a 0,3U,
auséncia de fermentagao;

b) com a utilizagdo do sistema comercial Rapid APl 32-A * | constituido por 29
testes bioquimicos para a identificacao de bactérias anaerdbias . As cepas-referéncia P.
intermedia ATCC 33563, P. gingivalis ATCC 33277 e F. nucleatum ATCC 10953 foram
utilizadas como controle em todos os testes.

Amostras das trés espécies isoladas foram estocadas em skim milk (10%), a -
70°C e liofilizadas.

O Fluxograma 1 ilustra a seqiiéncia desses procedimentos.

4 bioMérieux® Lyon Franga
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FLUXOGRAMA 1 — SEQUENCIA DA IDENTIFICAGAO POR CULTIVO

COLETA |:>TRANSPORTE :> HOMOGENEIZACAO
DE MATERIAL ( VMGA 1Il) EM VORTEX

V4

U

CULTIVOS SELETIVOS

AGAR-SANGUE SUPL. AGAR OMATA E DISRAELI AGAR TSBV
(Cr, Ec, Pg, Pi, Tf) (Fn) (Aa)
INCUBAGAO EM INCUBAGCAO EM
~_ ANAEROBIOSE \x / MICROAEROFILIA
SUBCULTIVOS

I

TESTES DE IDENTIFICAGAO PRESUNTIVA

!

IDENTIFICAGAQ DEFINITIVA
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4.4 DETECCAO, PELA REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR), DOS

DNA DAS ESPECIES-ALVO, DIRETAMENTE DAS AMOSTRAS CLINICAS

4.4.1 EXTRAGAO DOS DNA BACTERIANOS

A detecgao dos DNA de Prevotelia intermedia, Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum, Eikenella corrodens,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus e Tannerella
forsythensis foi executada pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
diretamente das amostras clinicas. Cada amostra clinica conservada no interior
dos tubos eppendorf foi dispersa em vortex por 60 segundos, fervida por dez
minutos para extrair o DNA bacteriano (AVILA-CAMPOS e VELASQUEZ-
MELENDEZ, 2002), centrifugada a 14.000 x g por dez minutos e o sobrenadante

(DNA) foi usado imediatamente ou estocado a —20°C até o momento de seu uso.

4.4.2 AMPLIFICAGAO DOS DNA BACTERIANOS

A amplificagdo dos DNA bacterianos foi realizada em volumes de 25 pl,
contendo 2,5 pl de tampao PCR ® (10X), 1,25 pl de MgCl; ° (50 mM), 1,0 pl da
mistura de dNTP ® (0,2 mM), 1,0 pl de cada iniciador especifico 5(0,4 (M), 0,25 pl
de Taq DNA polimerase ® (0,5U), 8,0 ul de H.O Milli-Q esterilizada >e 10 pul do
DNA isolado. Os iniciadores especificos (G= guanina; C= citosina; A= adenina; T=

timina) utilizados segundo Ashimoto et al. (1996) foram:

5 Gibco BRL, Sao Paulo, SP



* para A. actinomycetemcomitans:
5'- GCT AAT ACC GCG TAG AGT CGG-3e
5'- ATT TCA CAC CTC ACT TAA AGG T-3.
e para C. rectus:
5-TTT CGG AGC GTA AAC TCC TTT TC-3' e
5 —TTT CTG CAA GCA GAC ACT CTT C-¥
e para E. corrodens:
5- CTA ATA CCG CAT ACG TCC TAA G-3'e
5'- CTA CTA AGC AAT CAA GTT GCC C-3
e para P. intermedia:
5 -TTT GTT GGG GAG TAA AGC GGG -3'e
5 —TCA ACA TCT CTG TAT CCT GCG T-3.
e para P.gingivalis:
5 — AGG CAG CTT GCC ATACTGCG-3'e
5 — ACT GTT AGC AAC TACCGA TGT - 3.
e para T. forsythensis:
5-GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA-3 e
5-TGC TTC AGT GTC AGT TAT ACCT-3
e para T. denticola:
5'- TAA TAC CGA ATG TGC TCA TTT ACA T-3
5-TCA AAG AAG CAT TCC CTC TTCTTICTTA-3

42
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A amplificagao foi realizada em termociclador © (Fig. 1) programado para um
ciclo de 94°C por cinco minutos, 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, em
temperaturas diferentes para cada espécie estudada (40°C para F. nucleatum,
45°C para E. corrodens, 50°C para P. intermedia, C. rectus, T. denticola e T,
fosythensis, 55°C p/ A. atinomycetemcomitans e 60°C p/ P. gingivalis), segundo

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

ciclo de 72°C por cinco minutos.

Figura 1 - Termociclador utilizado para a amplificagao dos DNA bacterianos, para a
identificacao das espécies por PCR.

€ Perkin Elmer, Gene Ampl PCR System 9700
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4.4.3 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE
Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose

(1%), em fonte de corrente 7, a 70 V por 2,5 horas. Apés o tempo de corrida, o gel
foi corado com brometo de etidio (0,5ug/ml), observado através de transiluminador
UV e fotografado com o sistema Kodak Digital Science System-DC120. Como
controle de peso molecular foi usado 1Kb DNA ladder 8

Em todos os testes foram utilizadas Agua Milli-Q como controle negativo e a
fita da bactéria-teste como controle positivo.

O Fluxograma 2 ilustra a seqiéncia da identificagao dos genomas

bacterianos pela rea¢ao em cadeia de polimerase (PCR).

"BioRad®, Sao Paulo, SP

8 Gibco BRL, Life Technologies Laboratories, Sdo Paulo, SP



45

FLUXOGRAMA 2 - IDENTIFICACAO DOS GENOMAS BACTERIANOS PELA
REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

COLETA :> TRANSPORTE :> HOMOGEINIZAGAO
(AGUA MILLI-Q)
CENTRlFUGAng<:| FERVURA

(EXTRAGAO DO DNA)

SOLUGCAO-MAE <:' SOBRENADANTE
(DNA)

TERMOCICLADOR
( Reagao de Amplificacao)

ELETROFORESE |:> IDENTIFICAGAO
)

(Gel de agarose 1%
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Os resultados dos exames microbiologicos processados nas amostras coletadas

no tempo zero e aos 30 e 90 dias estdo expressos na Tabela 1.

TABELA 1 - Dados referentes as amostras coletadas do espago interno dos implantes,
a aplicagdo ou ndo da clorexidina nesses espacgos, aos tempos de coleta das amostras

€ as bactérias isoladas e identificadas por cultivos ou PCR.

Morfolipos encontrados e Espécies
PACIENTE ELEMENTO CLOREXIDINA TEMPO (DIAS) | espécies idenlificadas em identificadas
cultivos por PCR
13 SIM Zero - -
30 F. nucleatum
1 Cocos Gram positivos T.denticola
Zero - -
Pequenos bacilos
| 14 NAO Gram negativos T.denticola
30 Cocos Gram posilivos P. intermedia
Zero - -
15 SIM
2 30 Bacilos Gram negativos _
Cocos Gram positivos
Zero B —
16 NAO Bacilos Gram negativos
30 Cocos Gram positivos -
37 SiM Zero - —
3 % Bacilos Gram negativos P. gingivalis
35 NAO Zero - -
P. gingivalis P. gingivalis
80 P. intermedia P.intermedia
47 SIM Zero — _
P. gingivalis P. gingivalis
4 90 P. intermedia P.intermedia
46 NAQ Zero - -
P. gingivalis P. gingivalis
90 P. inlermedia P.intermedia
C. reclus
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Os resuitados microbiolégicos obtidos por cuitivos ou por PCR nas
amostras da primeira coleta (tempo zero) foram negativos, demonstrando que a
desinfecgao obtida com o uso de alcool-iodado no interior dos implantes (interface
pilar-implante) foi suficiente para eliminar a contaminagéo ocorrida anteriormente,
com o tempo de fungao desses implantes (seis a doze meses). Esta constatagao
permitiu-nos partir da consideragao de que as espécies bacterianas constatadas
nas coletas subsequientes (apos 30 e 90 dias) haviam se infiltrado e se impiantado
posteriormente ao “tempo zero’. Mesmo que a ocorréncia inicial de
descontamina¢ado nao tivesse sido constatada, a desinfeccdo prévia teria nos
proporcionado uma condi¢cdo bacteriolégica-padrao em todas as interfaces
examinadas.

Com relagdo as amostras que haviam sido coletadas apés 30 dias, tanto
naquelas provenientes das interfaces pilar-implante tratadas com clorexidina
quanto nas que nao foram tratadas, os primo-cultivos revelaram desenvolvimento
de grande ndmero de unidades formadoras de coldnias (ufc), mas nas amostras
das “nao tratadas” o numero de ufc era muito superior ac das “tratadas”, sendo
considerado como “incontavel” (Fig. 2 e 3).
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FIGURA 2 — Desenvolvimento primario, em agar-sangue suplementado incubado
em anaerobiose a 37°C durante 15 dias, de material coletado do espaco interno

de um implante nao tratado com clorexidina, apos 30 dias.

FIGURA 3 — Desenvolvimento primario, em agar-sangue suplementado incubado
em anaerobiose a 37°C durante 15 dias, de material coletado do espago interno

de um implante, 30 dias apos a aplicagdo de clorexidina.
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Nos cultivos dos materiais coletados aos 90 dias, foi possivel constatar que
em ambas as amostras o nimero de ufc havia aumentado em comparagio com os
observados aos 30 dias e que o grau de desenvolvimento passara a ser
equivalente nos dois grupos examinados, portanto aumentando mais nas
amostras que haviam sido tratadas com clorexidina. Um fato digno de mencgéo foi
o predominio de coldnias pigmentadas em negro, correspondentes ao género
Porphyromonas e a varias espécies de Prevotella, incluindo P. intermedia.

DETECGAO, POR CULTIVO E PCR, DAS BACTERIAS-ALVO NOS ESPAGOS
INTERNOS DOS IMPLANTES TRATADOS COM CLOREXIDINA

Os resultados evidenciados nas amostras coletadas aos 30 dias
demonstram a identificacdo da presenca de Fusobacterium nucleatum (somente
por cultivo) e de Treponema denticola (somente por PCR) entre as pecas do
implante do paciente 1. Com relagdo as amostras obtidas do implante do paciente
2, nao foi possivel identificar nenhuma das espécies-alvo, embora no cultivo tenha
se observado o desenvolvimento de bacilos Gram negativos anaerébios estritos.

Por outro lado, em amostras coletadas aos 90 dias, foram identificados
Porphyromonas gingivalis (somente por PCR) no implante do paciente 3 e
Prevotella intermedia e Porphyromonas gingivalis (por cultivo e PCR) no do

paciente 4.

DETECCAO, POR CULTIVO E PCR, DAS BACTERIAS-ALVO NOS ESPAGOS
INTERNOS DOS IMPLANTES NAO TRATADOS COM CLOREXIDINA

Nas amostras coletadas aos 30 dias do implante do paciente 1, o PCR
identificou a presenga dos DNA de Treponema denticola e Prevotella intermedia,
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mas no implante do paciente 2 nao foi identificado o DNA de nenhuma das
especies-alvo, apesar do encontro de bacilos Gram negativos anaerobios no
exame do cultivo.

Nas amostras colhidas aos 90 dias, foram detectados Porphyromonas
gingivalis e Prevotella intermedia tanto por cultivo como por PCR nos pacientes 3
e 4 e ainda Campylobacter rectus (somente por PCR) no paciente 4.

A Figura 4 iliustra os resultados obtidos apds a corrida eletroforética em

gel de agarose, coloragdo com brometo de etidio e aplicagao de luz ultravioleta.

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de e.etidio‘;
resultado observado com o uso de transiluminador ultravioleta; a imagem vista a

direita corresponde ao controle positivo.



51

6. DISCUSSAO

Em nosso trabalho foi constatada a infiltragdo de bactérias na interface
pilar/implante com a presencga destas bactérias no espago interno do implante do
tipo hexagono externo, incluindo cinco espécies peridontopatogénicas. Essa
observagado esta de acordo com as de Cravinhos (2003), Jansen; Conrads e
Richter (1997), Piatelli et al. (2001), Quirynen e van Steenberghe (1993), Quirynen
et al. (1994), Rimondini et al. (2001), Sennerby e Lekholm (1993) e Traversy e
Birek (1992).

Esta ocorréncia praticamente inevitavel € uma das possiveis causas de
insucesso do tratamento com implantes dsseointegrados, mas essa relagéo ainda
se encontra em estudo. Esta demonstrado, pelo menos, que a proliferagéo de
bactérias na interface pilar/implante e no interior do implante onde a prétese é
parafusada causa odor fétido e mau gosto (GROSS; ABRAMOVICH e WEISS,
1999: MCCARTHY e GUCKES, 1993), portanto um grande fator de insatisfagao do
paciente.

O grau de infiltragdo depende de fatores como a forma do sistema
antirotacional, o torque aplicado e a estabilidade do parafuso de fixagao da
protese (BURGUETE et al., 1994; GROSS; ABRAMOVICH e WEISS, 1999,
JANSEN: CONRADS e RICHTER, 1997; O'MAHONY; MACNEILL e COBB, 2000;
VIDIGAL JR et al., 1995). Outro fator que pode interferir na infiltragcao é a posigao

da unido pilarfimplante supra ou sub gengivalmente (QUIRYNEN et al., 1994),
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assim como os implantes de estagio unico (BROGGINI et al., 2003). Para evitar
esta infiltragdo sdo colocados, em alguns implantes, sistemas de selamento que
parecem diminuir o problema mas n&o o evita totalmente (DOTTOR! et al., 2003;
GARG, 2002; JANSEN; CONRADS e RICHTER, 1997; RIMONDINI et al., 2001),
ou até o uso de cimento temporario no orificio do parafuso de pilares angulados,
como mostra o trabalho de Mc Carthy e Guckes (1993).

Segundo Steflik et al. (1991) a perfeita adaptagdo entre o componente
protético e o implante, bem como a localizagao da interface, sédo fatores
importantes para o sucesso a longo prazo do tratamento.

A penetracao microbiana tem uma limitada relevancia clinica frente aos
bons resultados, a longo prazo, dos implantes do tipo Branemark (QUIRYNEN e
VAN STEENBERGHE, 1993) pelo fato de a instalagao da doenca nao estar
relacionada somente com a presenca de microrganismos e sim com a prevaléncia
quantitativa dos periodontopatégenos e também com uma interagdo com o
hospedeiro; no entanto, pode estar relacionada com a perda 6ssea de cerca de
1,0 mm, considerada normal no primeiro ano do implante em funcao.

A microbiota presente em torno dos implantes instalados na boca, apos a
instalacdo do elemento cicatrizador (segunda fase cirirgica) ¢ semelhante a
encontrada em torno dos dentes naturais, tanto nos casos de salde quanto nos
casos de doenca (APSE et al., 1989; AUGTHUN, 1997; BAUMAN et al., 1992;
HANISCH et al., 1997; KLINGE, 1991; LEE et al., 1999; RAMS e LINK, 1983;
SORDYL: SIMIONS e MOLINARI, 1995). No caso de pacientes parciaimente

desdentados, o sulco periodontal pode servir de reservatério de bactérias e,
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assim, a presenga de bolsas periodontais pode favorecer a colonizagdo de
periodontopatégenos ao redor dos implantes (GOUVOUSSIS:; SINDHUSAKE e
YEUNG, 1997; KELLER; BRAGGER e MOMBELLI, 1998; LEKHOLM et al., 1986;
LEONHARDT; RENVERT e DAHLEN, 1999; LISTGARTEN e LAl 1999;
MOMBELLI, 1993; MOMBELLI et al., 1987; MOMBELLI, BUSER e LANG, 1988;
MOMBELLI e MERICSKE-STERN, 1990; QUIRYNEN e LISTGARTEN, 1990;
QUIRYNEN; DE SOETE e VAN STEENBERGHE, 2002; RAMS et al., 1984,
SUMIDA et al., 2002; VAN WINKELHOFF et al., 2000).

De acordo com Slots (1995), os principais microrganismos associados com
doenca periodontal sdo Actinobacillus actinomycetemcomitans, Campylobacter
rectus, Eikenella corrodens, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Bacteroides forsythus (Tannerella forsythensis) e Treponema denticola. De
Lorenzo e Mayer (2004), baseados no reconhecimento do World Workshop of
Periodontology (1996), citam as seguintes associagbes dos microrganismos
estudados neste trabalho com a doenga periodontal:

e muito forte: Actinobacillus actinomycetemcomitans e Porphyromonas

gingivalis;

o forte: Prevotella intermedia, Tanerella forsythensis e Treponema

denticola;

e moderada: Fusobacterium nucleatum e Campylobacter rectus;

o evidéncias iniciais: Eikenella corrodens.

Além desses autores, muitos outros relacionam as espécies-alvo do

presente estudo com a doenga periodontal (ASHIMOTO et al., 1995; AVILA-



CAMPOS e VELASQUEZ-MELENDEZ, 2002; LEONHARDT et al., 2002:
MOMBELLI e LANG, 1998; NOCIT! JR. et al., 2001; SAITO et al., 1997: SHIBLI et
al., 2003; TANNER e STILLMAN, 1993) e como possiveis causas de falha dos
implantes osseointegrados (BOLLEN et al., 1996; ELLEN, 1998; ESPOSITO et al.,
1998, DE LORENZO e CAVENAGUE, 2004; PAPAIOANNOU et ai., 1995:
ROSENBERG; TOROSIAN e SLOTS, 1991; SALCETT! et al., 1997; SILVA, 2003,
STEFLIK et al., 1991).

Frente aos trabalhos cientificos analisados na Revisao da Literatura
podemos concluir que & muito importante a identificacdo da presen¢a dos
microrganismos diretamente envolvidos com doenga periodontal e perimplantar no
microespaco entre o implante e o parafuso do pilar de prétese. Esta importancia
deriva do fato de que esse espaco € um ambiente de anaerobiose propicio para a
colonizagao e proliferagdo de microrganismos que podem, por difusdo de fluidos,
alcancar os tecidos perimplantares e comprometer o sucesso a longo prazo do
implante. E tambem importante que se consiga uma maneira de evitar essa
proliferagdo, uma vez que é muito dificil evitar a penetragéo de fluidos e bacteérias
no espacgo entre o implante e o parafuso da prétese; esse recurso pode ser a
aplicacdo de um medicamento anfibacteriano como a clorexidina que foi testada
neste trabalho.

Das oito espécies bacterianas-alvo deste trabalho foram identificadas, por
cultivo efou PCR, apenas cinco, das quais quatro sdo anaerbbias estritas
(Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum e

Treponema denticola) e uma é microaerofila (Campylobacter rectus), o que
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demonstra o baixo teor de O, que existe nos microvalamentos formados entre os
componentes do implante.

Os resultados obtidos na analise dos materiais coletados aos 30 dias
demonstram auséncia de colonizagdo de Porphyromonas gingivalis e
Campylobacter rectus nos dois grupos. No entanto, nas amostras derivadas dos
implantes do paciente 1, foram detectados Fusobacteruim nucleatum, Prevotella
intermedia e Treponema denticola. O exame da quantidade total de ufc
desenvolvidas revelou menor nimero nos implantes que haviam sido tratados
com clorexidina.

A ocorréncia de contaminagdo por Porphyromonas gingivalis e
Campylobacter rectus so foi possivel ser verificada nas amostras coletadas, em
ambos os grupos, no 90° dia. Por outro lado, foi constatado consideravel aumento
na quantidade de ufc nos dois grupos, sendo praticamente equivalentes.

Como pode ser constatado na Revisdo da Literatura, € muito pequeno o
nimero de pesquisas, notadamente in vivo, destinadas a esclarecer o problema
da comtaminagdo dos componentes internos dos implantes bucais. Nossos
resultados confirmam os de Persson et al. (1996) quanto as espécies identificadas
no interior do implante (bastonetes anaerébios Gram negativos inciuindo os dos
géneros Fusobacterium e os atuais Prevotella e Porphyromonas) e ainda
demonstram que a colonizagio ocorre nio s6 nos momentos cirirgicos mas
também devido a infiltracdo apds a colocacdo do pilar, pois neste trabalho

fizemos a desinfec¢do do interior do implante e do pilar de prétese, constatando
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pelos métodos de cultivo e PCR que este local estava livre dos patégenos na
primeira coleta (tempo zero).

As detecgbes de Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e
Fusobacterium nucleatum entre os componentes internos de implantes bucais
tambem estao possivelmente concordes com os resuitados relatados por Quirynen
et al. (1994) que isolaram F. nucleatum e, na terminologia sistematica da época,
espécies de Bacteroides, no qual se enquadravam os atuais Porphyromonas e
Prevotella.

E importante ressaltar que, em nosso tabalho, a identificacdo dessas
espécies foi feita por dois métodos (cultivos e PCR), a partir de duas amostras
clinicas diferentes, o que tornou possivel na mostra coletada do paciente 1
(elemento 13 com aplicagdo prévia de clorexidina) a identificacdo de
Fusobacterium nucleatum somente por cultivo e ndo por PCR. O encontro de uma
espécie no teste PCR e nao no cultivo pode ser explicado pela capacidade deste
método de Biologia Moiecular ser capaz de detectar o DNA de muito poucas
células (em média uma a dez) presentes no material, nao sendo necessaria nem a
viabilidade microbiana, como nos cultivos. Além disso, as espécies coletadas em
uma amostragem nem sempre 0 Sa0 em outra.

Todas as espécies bacterianas analisadas em nossa pesquisa apresentam
metabolismo exclusivamente proteolitico, com excegao de Prevotella intermedia e
Actinobacillus actinomycetemcomitans, que tambéem utilizam carboidratos (DE
LORENZO e MAYER, 2004). Assim sendo, as demais conseguem obter energia

utilizando exclusivamente enzimas proteoliticas (proteases ou proteinases) para
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degradar substratos organicos como aminoacidos. Essa complexa seqiiéncia de
reacdes tem como produtos finais varias substancias que se caracterizam por odor
fétido, como indol, escatol, gas sulfidrico, acidos cetdnicos, aminas fétidas,
putrecinas e cadaverinas, o que poderia explicar 0 mau gosto e o odor
caracteristico do interior dos implantes de hexagono externo.

O digluconato de clorexidina, na atualidade, tem sido largamente utilizado
como antisséptico devido a sua elevada atividade antimicrobiana (EATON et al.,
1997). Apos 20 anos de uso a clorexidina € avaliada como um dos melhores
agentes anti-placa bacteriana. A natureza dicatidbnica de sua molécula permite-lhe
a propriedade de persisténcia do efeito antimicrobiano (substantividade); assim, o
grau de persisténcia da clorexidina na superficie dental € a base de sua eficacia
clinica. Seu uso & seguro, pois € bem tolerada pelos tecidos, nao apresentando
efeitos colaterais graves. Apresenta moléculas de grande estabilidade, excretadas
pelas vias normais, nido havendo evidéncias de sua permanéncia no organismo;
penetra em minimas quantidades na mucosa bucal. Quando utilizada em altas
concentragdes possui efeito bactericida e, em baixas concentragoes, exerce efeito
bacteriostatico pela inibigdo de enzimas glicoliticas e proteoliticas (ERNST et al.,
1998; JENKINS; ADDY e NEWCOMBE, 1989; MOSHREFI, 2002).

Essas caracteristicas fizeram com que a clorexidina tenha sido escolhida
para a execucdo deste trabatho, desenvolvido com o objetivo de testar se esse
agente antibacteriano consegue, 30 e 90 dias ap6s seu uso, inibir ou pelo menos
controlar a colonizagiao bacteriana no microespago existente entre o implante e o

parafuso do pilar de prétese. Em fungao do grande numero de bacterias
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encontradas nessa regido por alguns autores (QUIRYNEN e VAN
STEENBERGHE, 1993; QUIRYNEN et al., 1994; PERSSON et al., 1996) e do
longo tempo de observagéo adotado neste trabalho, optamos por testar a agado da
maior concentragéo de clorexidina encontrada pronta no mercado, ou seja, a 2%.
Mesmo assim, & provavel que tenha sido exagerada a expectativa de que seu
efeito residual ou substantividade se estendesse por 30 e principalmente por 90
dias. Além disso, a constante penetrag¢do de fluidos pela interface implante/pilar
pode fazer com que a clorexidina seja liberada para fora dos espagos entre os
componentes do implante ou perca gradativamente sua atuagdo antimicrobiana,
tal como observado neste trabalho. Porém, de qualquer forma, seu efeito
antimicrobiano residual nos primeiros dias apés a colocagao do pilar protético
deve ser importante para favorecer a estabilizagdo do selamento biclégico que
ocorre entre o epitélio do sulco perimplantar e a superficie do pilar protético.

Os resultados constados em nossa pesquisa s6 podem ser plenamente
cotejados com o Unico trabalho congénere que nos foi possivel localizar na
literatura especifica. Groenendijk e colaboradores (2004) obtiveram alguns
resultados semelhantes aos por noés verificados no 30° dia de observagdo. Os
autores utilizaram uma solugdo de clorexidina bem menos concentrada (0,12%)
que a por nos utilizada e seis semanas (42 dias) apés, constataram
desenvolvimento bacteriano nas amostras coletadas das unides parafusofimplante
tratadas com clorexidina, embora menor do que nas nao tratadas. Nossos
resultados confirmam os dessa pesquisa, demonstrando também que o agente

antibacteriano em questdo foi incapaz de inibir a colonizagao bacteriana nesse
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microvalamento. No entanto, os pesquisadores mencionados nao estenderam o
prazo de observagido e ndo se preocuparam em identificar as espécies
encontradas no cultivo para que pudéssemos comparar os resultados com os
obtidos em nosso trabalho.

A apresentagdo e a analise dos resultados verificados em nosso estudo
representam uma contribuigao para a valorizagao do conhecimento da ocorréncia
de infiltragdo na interface pilarfimplante de hexagono externo e de formacao de
biofilme no espago interno do implante, notadamente no sentido de reforgar que,
com a evolugido dessa biomassa, sdo criadas condigbes ambientais para a
implantagdo de espécies patogénicas que poderdo fazer aumentar o risco de
doenca perimplantar e, conseqlentemente, até de perda do implante. Outro
aspecto que ficou patente € a necessidade de novos estudos com a finalidade de
se encontrarem melhores recursos para minimizar a infiltragéo e/ou a colonizagéo

principalmente de patégenos nessa regiao.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que:

7.1. Ocorre infiltragao de varios tipos de bactérias proprias do ecossistema
periodontal, incluindo espécies reconhecidamente periodontopatégenas, no
microespago formado entre o parafuso do pilar da protese e a face interna do

implante de hexagono externo.

7.2. O grau de contaminagao bacteriana foi menos intenso nas amostras
examinadas 30 dias apés a aplicacdo de solu¢do de ciorexidina a 2% quando
comparado com as nao tratadas, mas em uma das tratadas foi constatada a
presenca dos patégenos Fusobacterium nucleatum (por cultivo) e de Treponema
denticola (por PCR). Nas amostras examinadas no 90° dia, verificou-se nitido
aumento da populagdo bacteriana nos dois grupos, com a evidenciagdo das
presencas de Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia, tanto por cultivo
como por PCR; por outro lado, este método de identificagdo molecular detectou o

DNA de Campylobacter rectus na amostra nao tratada com clorexidina.

7.3. Existe a necessidade de outros estudos utilizando nao sé produtos
antimicrobianos, mas tambem métodos mecanicos, para evitar ou pelo menos
reduzir a infiltracdo microbiana na interface pilarfimplante em implantes de

hexagono externo.
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CARTA DE INFORMAGCAO

IDENTIFICACAO DE PATOGENOS PERIODONTAIS NA REGIAO INTERNA
DE IMPLANTES BUCAIS DE HEXAGONO EXTERNO E AVALIACAO DA
EFICACIA DA SOLUCAO DE CLOREXIDINA A 2% N0 CONTROLE DESSA

MICROBIOTA.

Estas informagdes estido sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria neste
estqdo que visa avaliar se a solugdo de clorexidina 2% consegue impedir ou controlar a
proliferacdo de bactérias dentro do implante. Para isso teremos que remover as
proteses que estdo parafusadas sobre dois implantes, limpar muito bem dentro dos
implantes e colher uma amostra de material de dentro de cada implante com um cone
(rolinho) de papel. Depois vamos colocar num dos implantes a solugao de clorexidina a
2% e no outro ndo vamos colocar nada, € vamos recolocar as proteses em posicao do
mesmo modo que estavam no inicio. Essas amostras vao para o laboratério para ver se
os implantes ficaram bem limpos sem nenhuma bactéria.

Apods 30 ou 90 dias, dependendo do seu grupo, vamos remover novamente as proteses
e colher amostras de dentro dos implantes para ver se houve diferengca entre o
implante com clorexidina e o outro sem a clorexidina. Apés colher as amostras vamos
recolocar as préteses em posicao do mesmo modo que estavam no inicio.

Os riscos que podem ocorrer sdo em relagao aos parafusos de fixagao das proteses e
adaptacao das proteses e serdao controlados com radiografias durante as sessdes de
coleta das amostras .

Tera como beneficio a realizagdo de profilaxia dental nas duas sessfes de coleta de
amostras e a limpeza interna dos implantes envolvidos.

E garantida sua liberdade de retirar o consentimento e deixar de participar do estudo a
qualquer momento, sem o prejuizo da continuidade de seu tratamento nesta instituigcao.
Nzo havera nenhum custo ou despesa sua com os procedimentos realizados, bem
como nao havera nenhuma compensacdo financeira relacionada com a sua
participagao neste estudo.

As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as de outros pacientes e
nao sera divulgada a identificagdo de nenhum paciente, e estas informagbes serao
utilizadas somente neste estudo.

Em caso de dano pessoal diretamente causado pelos procedimentos propostos neste
estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratameqto meédico
odontologico na instituicdo , bem como as indenizactes Iegalmel_lte estapelecndas.

O trabalho sera realizado pelo C. Dentista Roberto Boschetti Ferrari que pode ser
encontrado na Rua José de Andrade 326 Centro Guarulhos SP ou pelos !e[efones (11)
6440-0397 ou (11) 9501-3943. Se vocé tiver alguma _cqnsuderagao ou davida sobre a
atica da pesquisa entre em contato com 0 C?omlté de Etl_ca em Pesquisa (CEP UNISA)
R. Prof. Enéas de Siqueira Neto , 340, Jardim das Imbuias Sao Paulo - tel. (11) 5929-

5477 fax (11) 5920-9160.
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