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Se nédo puderes ser um pinheiro, no topo de uma colina,
Sé um arbusto no vale mas sé

O melhor arbusto a margem do regato.

Sé um ramo, se ndo puderes ser uma arvore.

Se néo puderes ser uma ramo, sé um pouco de relva

E da alegria a algum caminho.

Se néo puderes ser uma estrada,

Sé apenas uma senda,

Se néo puderes ser o0 Sol, sé uma estrela.

N&o é pelo tamanho que teras éxito ou fracasso...
Mas sé o melhor no que quer que sejas.

(“SE”, Pablo Neruda)



RESUMO

Este trabalho se propés a avaliar in vitro a atividade antimicrobiana para P. gingivalis
da pomada Proheal® na interface pilar-implante em trés diferentes tipos de conexdes.
Utilizou-se um total de 45 implantes dentarios (Dentoflex, Sdo Paulo, SP, Brasil) da
linha Supreme,15 com conexdes do tipo cone morse (CM), 15 hexagono interno (HI)
e 15 hexagono externo (HE). Foram distribuidos cinco implantes de cada uma das
trés formas de conexdo investigadas (CM, HE e HI) nos grupos experimentais: grupo
controle, grupo clorexidina e grupo Proheal®. A atividade microbiana foi avaliada
através da quantificacdo, extracdo de DNA e identificacdo das bactérias pela reacédo
em cadeia da polimerase em tempo real (JPCR). A pomada Proheal® e a clorexidina
apresentaram atividade antimicrobiana positiva para P. gingivalis quando comparados
ao grupo controle (p<0,05), independentemente do tipo de conexao pilar-implante
testado. No grupo clorexidina, a conexao do tipo CM apresentou 0 menor crescimento
de P. gingivalis (p<0,05) quando comparado as conexdes do tipo HI. No grupo
Proheal® houve diferenca estatistica entre todos os tipos de conexdo: CM, HE e HlI
(p<0,05), tendo o menor crescimento bacteriano para a conexao do tipo HI e maior
crescimento em HE. Concluiu-se, portanto, que a pomada Proheal® se mostrou téo
eficaz quanto a clorexidina no controle de crescimento da P. gingivalis nos diferentes

tipos de conexdes testados.

Palavras-chave: Clorexidina, lodoférmio, Porphyromonas gingivalis, Implantes
dentérios.



ABSTRACT

This work aimed to evaluate in vitro the antimicrobial activity for P. gingivalis from the
Proheal® pomade at the pillar-implant interface in three different types of connections.
A total of 45 dental implants (Dentoflex, S&o Paulo, SP, Brazil) of the Supreme line
were used. 15 with cone morse (CM), 15 internal hexagon (IH) and 15 external
hexagon (EH) connections. Five implants of each of the three investigated forms of
connection (CM, EH and IH) were distributed in the experimental groups: control group,
chlorhexidine group, and Proheal® group. Microbial activity was evaluated through
quantification, DNA extraction and identification of the bacteria by real-time
polymerase chain reaction (QPCR). The Proheal® pomade and chlorhexidine
presented positive antimicrobial activity for P. gingivalis when compared to the control
group (p<0.05), regardless of the type of pillar-implant connection tested. In the
chlorhexidine group, the CM type connection presented the lowest growth of P.
gingivalis (p <0.05) when compared to IH type connections. In the Proheal® group
there was a statistical difference between all types of connection: CM, EH and IH (p
<0.05), with the lowest bacterial growth for IH type connection and higher EH growth.
It was concluded, therefore, that the Proheal® pomade proved to be as effective as
chlorhexidine in controlling the growth of P. gingivalis in the different types of

connections tested.

Key words: Chlorhexidine, lodoformium, Porphyromonas gingivalis, Dental implants.
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1 INTRODUCAO

A reabilitacdo protética implantossuportada € um procedimento confiavel,
amplamente utilizado como uma estratégia para substituir dentes comprometidos ou
nao trataveis e reabilitar areas edéntulas de maxila e mandibula. Segundo a literatura,
tal procedimento possui alto indice de sucesso além de bons resultados estéticos
(Tettamanti et al., 2017).

Os sistemas de implante se diferem de acordo com a geometria de interface
entre pilar e implante (IP1). A conexao entre implantes e seus respectivos pilares, ou
abutments, pode se distinguir entre conexdes externas, que apresentam um hexagono
externo (HE) padrdo na plataforma do implante; conexfes internas, que
compreendem uma variedade de morfologias como o hexagono interno (HI), octdgono
interno e trilobe interno; e ainda uma conexao interna conica ou cone Morse (CM) que
deve ser considerada uma categoria propria, uma vez que possui propriedades
particulares (Schmitt et al., 2014).

Contudo, nenhum sistema de conexdo atualmente em uso pode ser
considerado claramente superior a outros em todos 0s aspectos, e ainda nédo esta
claro qual é a real ligacéo entre a morfologia interna da interface e a perda 6ssea peri-
implantar (Caricasulo et al., 2018).

Controle inadequado de biofilme dental € considerado um fator de risco
biolégico para doencas relacionadas aos implantes. De fato, o acimulo microbiano
em torno de implantes dentarios pode causar infec¢des nos tecidos peri-implantares,
conhecidas como mucosite peri-implantar quando limitadas a tecidos moles e peri-
implantite quando ocorre perda 6ssea ao redor do implante (Callan et al., 1998).
Esta Gltima condi¢do resulta no desenvolvimento de bolsas peri-implantares as quais
sdo as principais responsaveis pelas falhas e perdas dos implantes (Canullo et al.,
2014). A infiltracdo de células inflamatorias e a perda de osso peri-implantar esta
associada a uma lacuna na ligacéo implante-pilar, as microfendas. Alguns minutos
apos a colocacéo do implante, inicia-se imediatamente a colonizacao bacteriana da
superficie dos implantes e tecidos peri-implantares. Portanto, 0 ajuste preciso entre
0S componentes e a estabilidade mecanica do pilar protético sdo fundamentais para

0 sucesso a longo prazo (Costa et al., 2017).
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A inflamacdo nos tecidos peri-implantares pode ser provocada pelo
reservatério bacteriano que acomete a area de microinfiltracdo da interface pilar-
implante. Tal espaco apesar de indesejado, € inevitavel nas conexdes dos implantes
de duas pecas e quando se tornam colonizados por bactérias, a proximidade desta
interface de conexdo com o o0sso adjacente, pode desencadear a doenca peri-
implantar (do Nascimento et al. 2011; Canullo et al., 2014).

O surgimento de bolsas profundas peri-implantares sdo decorrentes da
colonizagdo de bactérias anaerdbias, periodontopatogénicas, como Fusobacterium
nucleatum, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, e a Porphyromonas gingivalis (Leonhardt et al., 1999).

Nesse contexto destaca-se a acdo da P. gingivalis. Trata-se de um
microrganismo capaz de invadir localmente os tecidos periodontais e driblar os
mecanismos de defesa do hospedeiro, através da desregulacéo das respostas imunes
e inflamatdrias (Mysak et al., 2014).

A P. gingivalis contribui significativamente para a patogénese da doenca
periodontal e peri-implantar, através da inducdo de altos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias tais como interleucina 1 e 6 pelos linfécitos T CD4+. O evento inicial de
sua patogenicidade é a interacdo (aderéncia) a cavidade oral. Para conseguir essa
aderéncia P. gingivalis utiliza varios componentes bacterianos como fimbrias,
proteases, hemaglutininas e lipopolissacarideos. As fimbrias da P. gingivalis
participam de quase todas as interacGes entre a bactéria e o hospedeiro, e entre a
bactéria e outras bactérias (Mysak et al., 2014).

Esta estrutura € a maior determinante adesiva a superficie deste agente
patogénico, e € critica para uma colonizacdo com sucesso e para a progressao da
doenca periodontal e peri-implantar (Mysak et al., 2014).

A colonizagéo bacteriana na IPI dos diferentes tipos de conex&o dos sistemas
de implantes e suas possiveis consequéncias nos tecidos peri-implantares sao
amplamente discutidas na literatura (Canullo et al., 2014; D’Ercole et al. 2014;
Gherlone et al., 2016; Sasada e Cochran, 2017).

A aderéncia de bactérias sobre as superficies dos implantes e seus
componentes é a principal fonte de infec¢cdo para os tecidos peri-implantares e,
consequentemente desenvolvimento de peri-implantites. Alguns fatores podem
interferir no aumento ou diminuicdo da aderéncia bacteriana, como por exemplo o

desenho interno do implante, tipo de conexao, tratamento de superficie, técnica
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cirirgica empregada, uso de agentes antimicrobianos associados aos materiais
preenchedores dentre outros (Pier-Francesco et al., 2006).

Dentre os principais antimicrobianos associados aos preenchedores tem-se 0
iodoférmio e o digluconato de clorexidina. O iodoférmio possui acdo detergente,
desinfetante e desodorizante devido a sua capacidade de oxidag&o e do poder redutor
do iodo sobre as secrecdes bacterianas. Tal substancia é um dos componentes da
pomada Proheal® que é utilizada para preencher espacos entre os componentes dos
implantes e préteses (Pucci, 1945; Carneiro, 2006). A endodontia se favorece
bastante da propriedade estimulante do iodoférmio, pois proporciona uma reagao
inflamatéria inicial, atraindo células de defesa para a regido, especialmente leucécitos
polimorfonucleares e macrofagos, induzindo a formacédo de tecido de granulacdo
inicialmente e, posteriormente, induzindo a neoformacéo 6ssea (Daniel et al., 1999).

Além da endodontia, outras areas da odontologia vém se beneficiando do uso
do iodoférmio na pomada Proheal ®. Mais recentemente, Cruz et al. (2013),
compararam o uso de fios de sutura revestidos com a pomada anti-séptica com fios
de sutura convencionais in vivo. Foi observado que o grupo que utilizou fio de sutura
revestido com a pomada iodoformada apresentou crescimento bacteriano inferior ao
grupo que utilizou fios de suturas convencionais.

A clorexidina é considerada como padrdo ouro na prevencao da colonizacao
bacteriana na IPI, devido a sua substantividade perante aos tecidos. Em pH fisiolégico,
a clorexidina interage com as cargas negativas da parede da célula bacteriana, se
aderindo ou incorporando-se a mesma (Rosenthal et al., 2004; Hortense et al., 2010;
Kluk et al., 2016).

O uso de agentes antimicrobianos como a clorexidina ou o iodoférmio,
incorporados aos preenchedores utilizados nesta interface com o objetivo de diminuir
ou prevenir a atividade microbiana tém sido pouco investigados.

Desse modo, este estudo se prop6s a avaliar in vitro a atividade antimicrobiana
da pomada a base de iodoférmio Proheal® como uma forma de embasar o uso de

agentes antimicrobianos na superficie das conexdes pilar-implante.



2 OBJETIVO

Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana da pomada Proheal® na interface
pilar-implante em trés diferentes tipos de conexoes.

A hipotese nula desta pesquisa € que o agente antimicrobiano em questéo
nao possui atividade antimicrobiana na IPI, independente do tipo de conexao

utilizada.

17
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3 REVISAO DA LITERATURA

O advento dos implantes dentarios osseointegrados criou novas possibilidades
no campo da reabilitacdo protética para pacientes total ou parcialmente desdentados
(Tettamanti et al., 2017).

No entanto, apesar das altas taxas de sucesso deste procedimento, o risco de
falha e consequente perda, é a principal complicacdo da implantodontia. Um dos
fatores que pode levar ao insucesso da técnica € a peri-implantite, que pode ter
causas mecanicas ou biolégicas (do Nascimento et al. 2011; Canullo et al., 2014;
Tettamanti et al., 2017).

Novas tecnologias relacionadas aos implantes osseointegraveis sao lancadas
com o objetivo de garantir uma melhoria constante na qualidade do tratamento de
reabilitacdo, devido a melhorias na qualidade biomecéanica, na estética e nas solucdes
clinicas. Os alvos destes avancos estao relacionados principalmente ao desenho e
estrutura tridimensional dos implantes e seus diferentes sistemas de conexao (Smeets
et al., 2016).

3.1 Tipos de conexao

A conexao pilar-implante (CPI) deve ser considerada uma area estratégica para
0 sucesso a longo prazo de uma reabilitacdo prétese-implante, uma vez que esta
profundamente envolvida em complicacdes bioldgicas e técnicas, desempenhando
um papel central (Caricasulo et al., 2018).

Muitos tipos de conexfes de pilares de implantes estdo disponiveis no
mercado. Os desenhos mais comuns sdo internos, onde uma parte do pilar € inserido
no corpo do implante e externa, onde o pilar é colocado acima do implante (Gherlone
et al., 2016).

O desenho do HE (Figura 1A), tinha originalmente a pretensdo de ser um
mecanismo de acoplamento e transferéncia de torque rotacional, consequentemente
envolvido por necessidade em um mecanismo de indexagdo protética e anti-
rotacional. Para superar as limitagoes inerentes ao seu desenho, alguns fabricantes

propuseram tipos de conexdes alternativas com o objetivo de gerar efeito anti-
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rotacional aumentando a estabilidade da juncdo, como por exemplo as conexdes Hl
(Figura 1C) (Akour et al., 2005; Sasada e Cochran, 2017).

O principio basico do sistema de CM, "um cone dentro de um cone", resulta
nao apenas na capacidade de vedacdo da interface entre o pilar e das paredes
internas do corpo do implante, mas também em uma maior estabilidade entre os dois
componentes. Um CM é definido pelo angulo que as superficies cbnicas fazem em
relacdo ao eixo longitudinal do componente e pelo angulo de diferenca entre a parte

macho e a parte fémea (Figura 1B) (Sasada e Cochran, 2017).

Figura 1 - Conexéo do tipo (A) Hexagono Externo, (B) Cone Morse e (C)
Hexagono Interno.

oy

Fonte: Dentoflex, Sdo Paulo, SP, Brasil

Sistemas de conexdo externa mais comuns sao compostos de HE. Estes
possuem como desvantagens 0 pequeno comprimento de contato entre a restauragéo
e a parte hexagonal da cabeca do implante e fato de existir um grau de rotacao entre
a plataforma e o hexagono interno da restauracdo. Existe dessa forma uma grande
tensdo criada na conexao do parafuso. No sistema hexagonal interno, o hexagono e
o parafuso passam para o corpo do implante, de modo que o componente protético é
mais estavel (Figura 1C). A forca gerada nesse tipo de conexdo é dissipada para as
paredes adjacentes ao hexagono do implante (Larrucea Verdugo et al., 2014).

Ha algum tempo se discute sobre o impacto do tipo de conexao na colonizacéo
bacteriana. Piattelli et al. (2001), compararam a infiltracdo bacteriana em implantes
parafusados e cimentados por meio de microscopia eletrénica de varredura, analise

de penetracdo de fluido e andalise de penetracdo bacteriana na IPl. Em todos os
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implantes parafusados observou-se penetragdo bacteriana na IPI, e nos implantes
cimentadas ndo foram detectadas as bactérias na parte oca do implante. Concluiram
entdo que os implantes cimentados oferecem um melhor resultado em termo de
permeabilidade bacteriana e de fluido, em comparacdo aos implantes parafusadas,
uma vez que oferecem o cimento como a barreira mecanica.

Tesmer et al. (2009), realizaram estudo in vitro para verificar a influéncia da
geometria das CPI na colonizacdo bacteriana dessa interface. Foram utilizados 30
implantes, divididos conforme suas CPIl. Grupo 1 (n=10) com CPI CM com pilar
standard, grupo 2 (n=10) com CPI CM e pilar modificado com sulco vertical, feito por
broca, com profundidade de 0,5 mm em um lado do mesmo e grupo 3 (n=10) com CPI
conexao interna triglobo. Os pilares dos grupos 1, 2 e 3, foram conectados aos
implantes imersos em solucdo bacteriana contendo  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa) e Porphyromonas gingivalis (Pg). Como resultado,
obtiveram que 3 das 10 amostras do grupo 1, desenvolveram 1 UFC de Aa, enquanto
0 de 10, desenvolveram UFC para Pg. Dez dos 10 implantes dos grupos 2 e 3
desenvolveram UFC para Aa, e 9 de 10 implantes, para Pg. Concluiram que esse
estudo indica que desenhos diferentes dos implantes podem afetar potencialmente a
colonizagdo bacteriana das CPI, através de suas microfendas.

Assenza et al. (2012), avaliaram in vitro, a contaminacao bacteriana em CPI de
CM, cimentadas e HI. Utilizaram 30 implantes (grupo 1 CM , grupo 2 HI e grupo 3
conexdo cimentada) com 10 em cada. Cinco implantes tiveram seu interior inoculado
com cultura de Pseudomonas aeruginosa e 5 com cultura de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, em condicbes estéreis, sendo entdo, o0s pilares
aparafusados e no grupo 3, cimentadas, sendo submersos em solu¢do nutriente
estéril. Como resultado, obtiveram, nas CPI CM foi encontrada contaminacéo no 22°
dia em um dos cincos conjuntos semeados com P. aeruginosa. Nas amostras de
conexdo CM inoculadas com Aggregatibacter actinomycetemcomitans, nenhuma
contaminacgao foi observada. Nas conexdes cimentadas (grupo 3), néo foi encontrada
contaminagcdo em nenhum dos conjuntos inoculados com P. aeruginosa ou A.
actinomycetemcomitans. Nas conexdes do grupo 2, houve contaminagcdo em ambos
0S grupos, observada pela turbidez do meio que envolvia os conjuntos. A analise
estatistica ndo mostrou diferenca significante entre os grupos 1 e 3 (p>0,05),
evidenciando diferenca estatistica entre os grupos 2 e 1 (p<0,05) e entre grupos 2

e3 (p<0,01). O estudo conclui que conexdes do tipo HI apresentam hermeticidade
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nas conexdes cimentadas, baixa permeabilidade nas conicas e alta permeabilidade
as bactérias nas conexdes Hl.

Mancini et al., (2016), realizaram estudo onde avaliaram a capacidade de
selamento entre o meio interno e o meio externo de um implante com caracteristicas
macromorfolégicas em seu desenho, feitas para aumentar o contato, entre pilar e
implante, através da diminuicdo dos microgaps e micromovimentos. Foi analisada a
passagem de bactérias através da CPI. Duas espécies de bactérias foram utilizadas
(P. gingivalis e Tannerella forsythia), cultivadas em meio de cultura (LB) contendo
kanamicina e ampicilina, entre 12 e 24 horas, em incubadora. Apos 48 horas, asCPI
foram desconectadas e amostras colhidas, em ambos os grupos, nas partes interna e
externa dos implantes. Foi realizada a extracdo do DNA e a quantificacdo bacteriana
foi realizada pela Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR). Os
resultados obtidos mostraram que no grupo de estudo houve contaminacao tanto
interna quanto externa as CPI, com significancia estatistica em relacdo a quantidade
de bactérias. Como concluséo, frente aos resultados observados, o desenho do
implante foi eficaz em reduzir a contaminacéo bacteriana, a0 mesmo tempo em que
demonstrou que nenhuma CPI é totalmente eficaz em impedir, via perfeita vedacéo,
a troca de fluidos entre meio externo e o interior dos implantes

El Haddad et al. (2016), desenvolveram um estudo in vitro para pesquisar a
colonizacéo bacteriana na CPI e a penetracdo de bactérias no interior dos implantes,
tendo em vista a relacdo direta deste processo com a instalacdo da peri-implantite.
Utilizaram 2 espécies de bactérias, P. gingivalis e T. forsythia, e 2 antibi6ticos
(Kanamicina e Ampicilina), cultivados em incubadoras. Apés 48 hs, os implantes foram
reabertos e procedeu-se a execucao do qPCR para quantificacdo das bactérias. Os
resultados mostraram que houve crescimento bacteriano tanto na parte interna quanto
na externa dos implantes do grupo de estudo, com significante diferenca entre a
concentragdo bacteriana no meio interno e no meio externo dos implantes. Concluiram
entdo que nenhuma CPI conseguiu vedar totalmente as microfendas, podendo as
bactérias da peri-implantite serem as principais causas de falha dos implantes.

Em uma revisdo sistematica para avaliar a capacidade de vedacgédo de
diferentes conexdes de implantes contra a microinfiltracdo, Mishra, Chowdhary e
Kumari (2017) concluiram que implantes HE falharam completamente na prevencao
das mesmas em condi¢des de carga estatica e dinamica dos implantes. Os implantes

de HI, principalmente os CM, mostraram-se promissores no caso de carregamento
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estatico e também apresentaram menor microinfiltracdo em condigbes de carga
dindmica. Os autores ressalvam que o torque recomendado pelo fabricante deve ser
seguido estritamente para obter uma vedacéo melhor na interface do implante do pilar.
Caricasulo et al. (2018) em sua metanalise sugerem que ha uma diferenca
significativa entre as conexdes externas e conicas em relagéo aos efeitos do tipo de
conexao nos niveis 6sseos marginais peri-implantares e que tal diferenca foi menos
evidente para conexdes internas e conicas. Os autores concluem que a perda 0ssea
peri-implantar é geralmente menor a curto-médio prazo quando tipos internos de
interface sdo adotados e que conexdes cOnicas parecem ser mais vantajosas,
garantindo melhor desempenho de vedacéao e estabilidade da interface implante-pilar.
Entretanto segundo os autores, essas informacdes foram obtidas especialmente por
estudos in vitro ou trabalhos in vivo com seguimento curto, o que pode estar

relacionado a vieses e falhas clinicas.

3.2 Colonizacao bacteriana na interface pilar-implante

O desenho da IPI provoca um impacto na quantidade de infiltracdo microbiana
entre as duas partes (Gherlone et al., 2016).

Microinfiltracdo bacteriana na IPI acarreta no aumento do contingente de
células inflamatérias nos tecidos moles peri-implantares ao nivel, ou ligeiramente
coronal a juncéo pilar-implante (Figura 2) (Broggini et al., 2003; Sasada e Cochran,
2017). As bactérias encontradas neste espaco podem ser anaerdbicas estritas e
facultativas, dependendo das caracteristicas deste micro-habitat, as quais
representam uma fonte potencial de inflamacdo tecidual que pode provocar
reabsorcdo 6ssea (Gherlone et al., 2016; Carinci et al., 2016).

A microbiota associada a peri-implantite € muito semelhante a das doencas
periodontais. Aumento na profundidade de bolsa e perda 6ssea estdo associados a
mudangas significativas na composicdo da microbiota subgengival, incluindo:
aumento da carga total de bactérias, com valores mais elevados de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, espécies de Fusobacterium, Prevotella intermedia e
Porphyromonas gingivalis (Ata-Ali et al., 2011).

Enguanto a microbiota fundamentalmente aerdbica sem mobilidade néo esta

associada a doenga, os complexos “laranja” (F. nucleatum, P. intermedia, P. micros)
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e “vermelho” (P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola) estdo relacionados na

patogénese da periodontite (Mysak et al., 2014; Mencio et al., 2017).

Figura 2 - Colonizacéo bacteriana (verde) e infiltrado inflamatério (azul e lilas)
na regiao da interface pilar-implante.

% Bactériase infiltrado
inflamatério

Fonte: Sasada e Cochran, 2017

P. gingivalis especialmente, orquestra a patogénese da doenca periodontal e
peri-implantar, pois, estimula a autofagia celular para fornecer um nicho de replicagéo,
suprimindo por consequéncia a morte celular. O vacuolo replicante contém proteinas
hospedeiras entregues por autofagia que sdo usadas por este patdgeno assacaritico
para sobreviver e replicar dentro da célula hospedeira. Quando a autofagia €&
suprimida pela 3-metiladenina, a P. gingivalis internalizada transita para o
fagolisossomo onde € destruida e degradada. Por esse motivo, a sobrevivéncia dela
depende da ativacdo da autofagia e da sobrevivéncia da célula hospedeira endotelial,
mas o0 mecanismo pelo qual Porphyromonas gingivalis realiza todo esse processo
ainda néo é claro (Figura 3) (Mysak et al., 2014).

Em um ensaio clinico randomizado, Mencio et al. (2017) avaliaram a microbiota
de bactérias peri-implantares em dois tipos diferentes de sistemas de conexao pilar-
implante (grupo 1 parafusada e grupo 2 cimentada) apos pelo menos 360 dias de

carga protética. Os autores encontraram maior risco de desenvolver peri-implantite no
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grupo com conexdes aparafusadas, uma vez que 0 mesmo apresentou grande
contingente de bactérias patogénicas do complexo “vermelho” acima do limiar
patogénico. Segundo os autores, os dados do exame clinico confirmaram a hipétese
de uma correlacéo entre o tipo de conexdo e a presenca de bactérias patogénicas

periodontais.

Figura 3 - Mecanismo de acdo da Porphyromonas gingivalis.
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Fonte: Adaptado de Olsen e Progulske-Fox, 2015

No entanto, fatores outros podem influenciar a doenga como a suscetibilidade
individual do hospedeiro, a presenca de espécies bacterianas interagentes e o
microambiente da bolsa periodontal (Mencio et al., 2017).

3.3 Pomada Proheal®e sua agéo antimicrobiana
A literatura descreve que a localizacdo supra gengival da plataforma do

implante, o uso de conexdes CM, de um anel de silicone entre o pilar e o implante ou

até mesmo a aplicacdo de agentes antibacterianos dentro dos implantes como
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recursos utilizados para prevenir a microinfiltracdo bacteriana (Binon, 2000; Cruz e
Castro, 2001; Duarte et al., 2006; Paolantonio et al., 2008).

Alguns agentes foram testados de diversas formas no Clinical Center of
Research in Stomatology com resultados insatisfatérios. O principal problema
encontrado pelos pesquisadores foi a auséncia de estabilidade e durabilidade dos
antissépticos, antibioticos e dos veiculos utilizados. Devido a esses resultados, iniciou-
se uma busca por uma opcdo mais efetiva, um longo tempo de acdo com
componentes que permaneciam estaveis e duraveis dentro do organismo enquanto
em contato com fluidos organicos (Cruz, 1997).

Um agente cimentante e antisséptico Proheal® (BiomacMed, Juiz de Fora/MG,
Brasil) vem sendo testado e utilizado clinicamente neste controle microbiano dos
espacos interconectores, com resultados satisfatorios (Carneiro et al., 2016). A
pomada Proheal® foi desenvolvida com a finalidade de controle da colonizagao
bacteriana nos implantes. Sua formulag&do inclui em maior propor¢do iodoférmio
(12,85%) e 6leo de caléndula (4,1%) em sua composicdo. Cera de abelha, lanolina e
nipazol também s&o encontradas em menor proporcdo na formulacdo. Pastas a
base de iodoférmio apresentam boa eficacia antibacteriana para bactérias
anaerobias e aerodbicas (Cruz, 2002; lauk et al., 2003).

O iodoformio (CHIs) é uma substancia amarelo claro, com peso atdémico de
126,92u, altamente radiopaca, pouco solivel em agua (1:1000), soluvel em alcool
(1,60) e éter (1,75). Sua solubilidade em contato com liquidos organicos, liberando
lentamente o iodo, confere sua capacidade de acao antisséptica, suave e persistente.
E comumente utilizado como radiopacificador para preenchimento de canal radicular
de dentes deciduos e seu uso na endodontia € controverso devido ao seu potencial
para causar efeitos téxicos (Carneiro, 2006).

Acredita-se que o iodo, que é um agente oxidante, pode oxidar
irreversivelmente e, assim, inativar compostos metabdlicos essenciais como
proteinas, nucleotideos e acidos graxos, resultando na morte celular. (Saggar et al.,
1996).

Os agentes antibacterianos mais comuns descritos para o0 controle da
colonizacéo bacteriana na IPI incluem o gel de tetraciclina, a pomada Neosporin®, o
gel de clorexidina, e a pomada Proheal® (Duarte et al., 2006; Paolantonio et al., 2008).

Segundo Van Assche et al. (2011) tal pomada apresenta maior efeito antibacteriano
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contra bactérias do complexo vermelho anaerdbio, que sdo importantes colonizadoras
bolsas peri-implantares.

Dentre suas indicacfes, o produto tem as funcdes de preenchimento dos
espacos vazios, vedacdo e controle microbiano do ambiente intraimplante e
intercomponentes protéticos dos implantes e préteses. Devido as suas propriedades
fisicas, ao preencher os espacos das interconexdes, veda-os a penetracdo de
microrganismos e, pela sua agao antisséptica, controla quimicamente a multiplicacéo
dos microrganismos presentes e daqueles que possam vir a penetrar 0s espacos

internos (Carneiro et al., 2016).

3.4 Eficécia do Digluconato de Clorexidina

Com 30 anos de historia na odontologia, o digluconato de clorexidina
(C22H30Cl2N10) € a solucdo mais utilizada e pesquisada nos Ultimos anos, por possuir
boa eficacia na acdo antibacteriana (Kluk et al., 2016). Pode ser utilizado de varias
formas e concentracdes nas solucdes, atua no tratamento de feridas, queimaduras,
antisséptico urinario e das mucosas. Na cavidade oral encontramos ainda outras
formas de empregéa-lo como irrigacdes, spray, goma de mascar e vernizes (Hortense
et al., 2010).

Ainda, é capaz de auxiliar na diminuicdo do biofilme dental presente na
cavidade bucal, o qual leva a injarias a saude bucal do individuo. A molécula presente
no dentifricio e no enxaguante bucal apresenta biocompatibilidade aos tecidos bucais,
nao provocando irritagcdes desde (Hortense et al., 2010).

Alguns autores descrevem efeitos colaterais que podem estar associados a
clorexidina, como o manchamento extrinseco dos tecidos bucais (dentes e lingua),
presenca de gosto metalico na boca, sensacdo de queimacao, perda de paladar,
descamacéo da mucosa e reacdes alérgicas (Bonan et al., 2011; Kluk et al., 2016).

Ela se caracteriza por ser um detergente catibnico, da classe das
bisbiguanidas, disponivel nas formas de acetato, hidrocloreto e digluconato, sendo
este ultimo, o sal mais comumente empregado em férmulas e produtos. Ela possui um
amplo espectro de acdo, agindo sobre bactérias gram-positivas, gram-negativas
fungos, leveduras e virus lipofilicos (Zanatta e Rosing, 2007).

Devido a sua natureza catibnica, ela adsorve a compostos aniénicos como

glicoproteinas salivares, radicais fosfatados e carboxilicos presentes no biofilme
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dental como bactérias e polissacarideos extracelulares, pelicula dental e
macromoléculas presentes na mucosa oral (Zanatta e Rosing, 2007).

O seu mecanismo de acao antibacteriano é explicado pelo fato de a molécula
cationica da clorexidina ser rapidamente atraida pela carga negativa da superficie
bacteriana, sendo adsorvida a membrana celular por interacdes eletrostaticas,
provavelmente por ligagBes hidrofébicas ou por pontes de hidrogénio, sendo essa
adsorcdo concentracdo-dependente. Assim, em dosagens elevadas, ela causa
precipitacdo e coagulacdo das proteinas citoplasmaticas e morte bacteriana e, em
doses mais baixas, a integridade da membrana celular € alterada, resultando num
extravasamento dos componentes bacterianos de baixo peso molecular (Zanatta e
Rosing, 2007).

Com a sua capacidade antisséptica junto a adsorcdo, tributo de suma
importancia que € o poder de retencdo na superficie oral e de fazer lentamente a
liberacdo, a interacdo eletrostatica de grupos com cargas negativas existentes na

cavidade bucal, como dentes e biofilme.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Validacao da contaminacao bacteriana dos implantes

Esta parte do estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Microbiologia da area
de Farmacologia, Anestesiologia e Terapéutica da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas. Com o intuito de estabelecer uma
metodologia para viabilizar a deteccdo de contaminagdo por Porphyromonas
gingivalis foi realizado um estudo piloto, onde foi inserido no interior dos implantes de
diferentes conexdes um indculo de P. gingivalis com densidade optica (DO) 0,5 da
escala padréo de Macfarland, seguido de diluicdo em meio de cultura para 5 ml.

Dois implantes de cada tipo de conexdao (CM, HI e HE) estéreis, foram
aparafusados, com torque indicado pelo fabricante e manuseados por um Unico
pesquisador treinado, e imersos em tubos de ensaio com meio de cultura, sendo
submetidos a agitacdo em Orbital Shaker 211DS (Labnet, Edison, NJ, USA) por 30
minutos, a 150 rpm, sendo entdo levados a cAmara de anaerobiose. A cada 24 horas
repetiu-se a agitacdo em Orbital Shaker. Realizou-se a troca do meio de in6culo apés
48 horas, sendo novamente realizada a agitacdo diaria no Orbital Shaker e mantido
em anaerobiose por mais 48 horas em camara de anaerobiose (MiniMacs Anaerobic
Workstation, Don Whitley Scientific, Bingley, UK).

Quando as conexdes foram removidas, o material do interior dos implantes foi
colhido para confeccéo de esfregaco de laminas e realizacdo de coloracdo de Gram,
onde observou-se através da andlise de laminas no microscopio Axiostar Zeiss (Zeiss
International, Oberkochen, Germany) que houve contaminacdo em todas as amostras
(Figura 4 e 5).
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Figura 4 - Implante aparafusado com conex&o pilar-implante submerso em
meio de cultura (A), turbidez do meio de cultura ap6s incubagcao em
anaerobiose ap6s 96 horas (B).

Figura 5 - Fotos de microscopia éptica, aumento de 100 vezes, confirmando a
presenca de bactérias Gram negativas nas CPI CM (A), HE (B), HI (C).

Um segundo estudo piloto foi realizado, seguindo o mesmo modelo, porém com
0 acréscimo da pasta Proheal® no interior de um dos implantes de cada conexédo. O
mesmo foi realizado com a clorexidina. Ao final deste experimento, a coloracdo de
Gram e a andlise microscopica, confirmaram a contaminacéo de todas as amostras
por P. gingivalis. A partir deste resultado, optou-se pela realizacdo do experimento
com maior nimero de amostras.
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4.1.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana utilizou-se cepas de
Porphyromonas gingivalis W83. Placas de P. gingivalis foram rotineiramente
cultivadas em meio sélido de Tryptic soy agar (TSA-Difco) suplementado com
extrato de levedura a 0,2% (Difco, Becton Dickinson, EUA), sangue desfibrinado de
carneiro a 7%, 5 pL de hemina (Sigma, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) e
1mg/mL de menadiona (Sigma, Merck KGaA, Darmstadt, Germany), a cada 48 h,
sob condi¢cbes de anaerobiose, a 37°C (10% de COz, 10% de H2 e 80% de Ng;
MiniMacs Anaerobic Workstation, Don Whitley, Shipley, Reino Unido.

Caldo de infusédo de cérebro e coracdo (BHI) com Solucdo Tampéao Fosfato
Salina (TSB), suplementado com extrato de levedura a 0,2% (Difco, Becton Dickinson,
EUA), 5puL de hemina (Sigma, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) e 1 mg/mL de
menadiona (HM) (Sigma, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) foi usado como meio de
cultura para apoiar o crescimento bacteriano.

Para o preparo do indculo bacteriano, coldnias bacterianas crescidas em placas
foram ressuspendidas em meio TSB-BHI-HM e deixadas por mais 18 h em
anaerobiose. A turbidez do meio foi ajustada para o padrdo Mcfarland de 0,5
(padronizacdo em espectrofotbmetro). Isso resultou numa suspensdo contendo,
aproximadamente 5.10’UFC/mL (DO 0.5, 660 nm).

Essa suspenséo bacteriana foi acrescentada em tubos contendo 4,5 ml de
TSB-BHI-HM e o implante dentario, conectado ao seu pilar, com torque de 32N,
conforme indicado pelo fabricante, contendo uma das substancias de teste em seu
interior, sendo essa parte do experimento realizada em cabine de biosseguranca de
fluxo laminar vertical TELSTAR BioUltra (TELSTAR, Bristol, PA, USA). Foram
submetidos a agitacdo no Orbital Shaker 211DS (Labnet, Edison, NJ, USA) por 30
minutos, com 150 rpm, a 37°C e entdo incubados em anaerobiose. O tempo de
exposicdo do implante na suspensao bacteriana foi de 5 dias. Logo, esta primeira
etapa foi considerada como Dia 1 do experimento.

Apbs 24 horas, os tubos foram retirados da camara e submetidos a agitagéo,
no Orbital Shaker, conforme descri¢do acima e incubados novamente em anaerobiose
(Dia 2). Ap6s mais 24 horas, os implantes foram colocados em novos tubos, ocorrendo

troca do meio de cultura e do inoculo, submetidos agitacao e incubados novamente
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(Dia 3). No Dia 4 foram retirados apenas para agitacdo, retornando a camara de
anaerobiose e, no Dia 5, foi realizada a reabertura dos implantes.

Ao serem retirados dos tubos, os implantes foram lavados 2 vezes, por
submersdo em NaCl a 0,9%, desaparafusados e, com auxilio de microaplicador (KG
Sorensen, SP, Brasil) estéril, 0 conteudo da parte interna do implante foi removido
(realizando 3 vezes esfregaco contra a parede do mesmo) e transferido para um
Eppendorf contendo solucdo de PBS 1x (Figura 6). Esse microaplicador ficou na
solucéo por 10 segundos, submetida a agitacdo manual, pressionada contra a parede
do Eppendorf e entdo descartada. Foi realizada a lavagem da parte interna do
implante com 10puL da solug&o PBS e o volume final obtido no Eppendorf foi de 485pL.
As amostras foram entdo congeladas a -20°C para posterior analise de gPCR.

O material coletado foi acondicionados em microtubos para processamento de
extracdo do DNA, quantificacdo e identificacdo das bactérias pela reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real (qQPCR) utilizando o Kit TagMan Assays (Thermo Fischer

Scientific,Waltham,EUA), segundo as instrucfes do fabricante.

Figura 6 - Coleta de material para teste de atividade microbiana

4.1.2 Extracdo de DNA

Esta parte do estudo foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular
(LCMbio URC) da Universidade de Santo Amaro.

Para o protocolo de extracdo de DNA (purificagcdo gendmica), utilizou-se
PureLink Genomic DNA Mini Kits (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) seguindo as
instru¢cdes recomendadas pelo fabricante.
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Para se preparar os lisados de células bacterianas Gram-, preparou-se o bloco
de calor a 55°C, utilizando pellet de células congeladas. O pellet de células em 180uL
de PL Genomic Digestion Buffer (PLGDB) foi ressuspendido. Acrescentou-se 20uL de
Proteinase K para lisar as células. ApGs breve mistura em vortex, incubou o tubo a
55°C, com ocasionais vortex (vortices), até se completar a lise (1 h). Acrescentou-se
entdo 20pL de RNase ao lisado, misturando com vortex e o incubou a temperatura
ambiente por 2 min.

Acrescentou-se ainda 200uL de PL Genomic Lysis/Binding Buffer (PLGLBB)
misturado através de voOrtex para obter solucdo homogénea e 200uL de etanol 96-
100% ao lisado (misturado posteriormente por vértex por 5 segundos, para
homogeneizacao).

O procedimento de purificacdo foi projetado para a purificagcdo gendémica do
DNA utilizando spin columns, com centrifugacédo entre 10 e 15 minutos, em tempo
total. Acrescentou-se inicialmente etanol 96-100% ao PureLink Genomic Washer
Buffer 1 (PLGWB) 1 e ao PureLink Genomic Washer Buffer 2 (PLGWB 2) de acordo
com as instru¢cdes em cada etiqueta. Se misturou e as etiquetas onde o etanol foi
acrescido foram marcadas. Ambas solu¢cbes com etanol foram guardadas a
temperatura ambiente.

Para se realizar o binding DNA foi necessario remover uma PLSC em 1 tubo
de coleta da embalagem, acrescentar o lisado (~ 640uL) preparado com PLGL/BB e
etanol a PLSC e posteriormente, centrifugar a coluna a 10000xg por 1 minuto a
temperatura ambiente. Depois, o tubo coletor foi descartado e a spin column foi
colocada dentro de PL tubo coletor limpo.

Acrescentou-se 500uL de PLGWB 1 e etanol a coluna de rotacéo e foi feita a
centrifugacdo da mesma a temperatura ambiente por 1 minuto, a 10000xg. O tubo
coletor foi descartado e a spin column foi colocada em um tubo coletor limpo do Kit,
onde foi acrescentado 500uL de PLGWB 2 e etanol a coluna que foi centrifugada a
velocidade méaxima por 3 minutos a temperatura ambiente.

A spin column foi entdo alocada em tubo de microcentrifuga estéril de 1.5 ml,
onde acrescentou-se 25-200uL de PureLink Genomic Elution Buffer (PLGEB) a
coluna. Apoés incubacdo por 1 minuto a temperatura ambiente, a spin column foi
centrifugada a velocidade maxima por 1 min a temperatura ambiente. O DNA

purificado foi armazenado a -20°C.
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4.1.3 Deteccéo e quantificacado bacteriana pelatécnica do gPCR

Conforme a metodologia descrita por Nonnenmacher et al. (2004), os primers
e sondas utilizados para a deteccdo e quantificacdo de periodontopatdogenos séo
apresentados na Tabela 1. Os primers e sondas (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, USA) foram selecionados usando o software Primer Express V 1.0 (Applied
Biosystems International) e foram baseados em regides altamente conservadas

especificas de espécies do gene 16S rRNA.

Tabela 1: Primers e sonda de PCR em tempo real utilizados neste estudo.

Primers Sequéncia

P. gingivalis F ACCTTACCCGGGATTGAAATG

P. gingivalis R CAACCATGCAGCACCTAGAA

Sonda Sequéncia

P. gingivalis Pr VIC-ATGACTGATGGTGAAAACCGTCTTCCCTTC-TAMRA

As amostras foram testadas em uma mistura de reagao 25-ul contendo 2,5 pl
de DNA molde, 2,5 ul de TagMan® Universal Master Mix I, no UNG, 1,5 ul de MgCl2,
1 dNTP ul, 12,5 pmol de Custom TagMan® Primer e 3,75 pmol da sonda Custom
TagMan® TAMRA. Na ciclagem, as condicdes utilizadas foram as seguintes: 95°C por
10 minutos, seguido por 40 ciclos a 95° C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto cada.
Nesse processo foi utilizado o Applied Biosystems StepOnePlus Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) para a amplificacdo por PCR em tempo

real monitorado, analisando quantitativamente as emissdes de fluorescéncia.
4.2 Grupos experimentais
Um total de 45 implantes dentarios com conexdes do tipo CM (n= 15), HI (n=

15) e HE (n=15), da linha Supreme, (Dentoflex, Sdo Paulo, SP, Brasil), foram

utilizados. Todos os implantes possuiam 11,5 mm de comprimento por 3,75 mm de
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diametro. Eles foram utilizados no ensaio de penetracdo de microrganismos de um
meio externo para o interior dos implantes através de suas conexdes pilar-implante.
Os implantes, estéreis, tiveram seu interior preenchidos com materiais de acordo com
0S grupos experimentais: Proheal® pomada (BioMacmed, Juiz de Fora, MG, Brasil)e
Clorexidina gel 2% (Clorexoral, Biodinamica, Ibipora, PR, Brasil).

Grupo Proheal® (PH) — A pomada Proheal® foi introduzida no interior de seu
grupo de implantes através de espatula estéril, até a borda dos implantes sendo entao
realizado o torque na conexao pilar-implante (Figura 7A).

Grupo Clorexidina (CX) — A clorexidina gel 2% foi introduzida no interior do
seu grupo de implantes, via seringa e agulhas estéreis, preenchido até a borda em
cada implante, sendo entéo realizada o torque na conexao pilar-implante (Figura
7B).

Grupo Controle — Grupo sem a utilizagdo de substancia antimicrobiana em
seu interior.

Em seguida as conexdes foram aparafusadas ao implante com torque de 32 N
(conforme recomendado pelo fabricante). Possiveis excessos dos produtos utilizados
foram removidos com gazes estéreis na parte externa das CPIl, sendo entdo os

implantes acondicionados em tubos de vidro contendo o inéculo.

Figura 7 - Aplicacéo dos produtos PH (A), CX (B).
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4.3 Analise estatistica

As andlises foram realizadas usando as versdes 5.0 do GraphPad Biostat Prism
(GraphPad Software,San Diego, CA, USA). Para avaliar a normalidade dos grupos, o
teste de Kolmogorov-Smirnov, indicado quando a distribuicdo indicada na hipétese
nula est4 completamente especificada e nUmero de amostras pequena, foi aplicado.
Os dados foram entdo analisados utilizando-se o0s testes ndo paramétricos de
Kruskall-Wallis para comparacdo da quantidade de bactérias P. gingivalis
encontradas nos diferentes grupos experimentais e o teste Mann-Whitney para
comparacao entre os diferentes tipos de conexdes pilar-implante. Um nivel de

significancia de 5% foi utilizado em todas as analises.
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5 RESULTADOS

A pomada Proheal® e a clorexidina apresentaram atividade antimicrobiana
para

P. gingivalis, quando acondicionadas nos diferentes tipos de conexdes pilar-
implante. A quantificacdo média do contingente de cepas bacterianas detectadas
Nnos grupos experimentais, a saber, controle (CM, HE e HI), Proheal® (PH CM, PH
HE e PH HI) e Clorexidina (CX CM, CX HE e CX HI) esta respectivamente expressa
na Tabela 2 e Figura 8. Neste estudo, observou-se menor contingente de P.

gingivalis em conexdes pilar-implante do tipo HE utilizando-se pomada Proheal®.

Tabela 2 - Média e desvio padrdo do numero de bactérias P. Gingivalis
encontradas nos diferentes grupos experimentais.

Grupo experimental Média do n° de bactérias Pg (DP)

CM 93774,25 (71486,23)
HE 2138843,29 (2797886,08)
HI 171417,04 (131308,74)

PH CM 2960,37 (2798,19)

PH HE 1041,70 (1283,29)

PH HI 17380,10 (15704,44)

CX CM 4278,39 (1120,81)

CX HE 201120,87 (369609,32)

CX HiI 29925,96 (23549,09)

DP: Desvio padrao
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Figura 8 - Quantificacao bacteriana de P. gingivalis nas diferentes conexdes
dos grupos experimentais.
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5.1 Resultados intergrupos experimentais

Diferencas entre a quantificacdo bacteriana para o numero de bactérias de P.
gingivalis encontradas nas conexdes dos grupos experimentais deste estudo, estéao
expressas nas Figuras 9, 10 e 11. Nota-se que em todos os tipos de conexdes houve
diferenca significativa entre os dois agentes antimicrobianos (Proheal® e clorexidina)

e 0 grupo controle (p<0,05).

Figura 9 - Quantificacao bacteriana de P. gingivalis nas conex6es CM do grupo
controle, pomada Proheal®e clorexidina.
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Figura 10 - Quantificacdo bacteriana de P. gingivalis nas conexfes HIl do grupo
controle, pomada Proheal®e clorexidina.
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Figura 11 - Quantificacdo bacteriana de P. gingivalis nas conexfes HE do
grupo controle, pomada Proheal®e clorexidina.
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5.2 Resultados intragrupos de conexao

Os resultados referentes as avaliacbes dos tipos de conexao intragrupos
(controle, CX e PH) estdo expressas figuras 12, 13 e 14. Ao avaliar a atividade
microbiana nos diferentes tipos de conexdes pilar-implante foi observado no grupo
controle a auséncia de diferenca entre os grupos CM, HE e HI (Figura 12). Em todos
0s grupos avaliados, foi possivel observar um maior contingente bacteriano nas

conexdes do tipo HE.
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Figura 12 - Quantificacdo bacteriana de P. gingivalis nas diferentes conexdes
do grupo controle.
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No grupo Clorexidina, a conexao do tipo CM apresentou 0 menor crescimento
de cepas P. gingivalis (p<0,05) quando comparado as conexdes do tipo HI (Figura
13).

Figura 13 - Quantificacdo bacteriana de P. gingivalis nas diferentes conexdes
do grupo clorexidina.
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No grupo Proheal® houve diferenca estatistica entre todos os tipos de conexao:
CM, HE e HI (p<0,05), tendo o0 menor crescimento bacteriano para a conexao do tipo

HI e maior crescimento em conexdes do tipo HE (Figura 14).

Figura 14 - Quantificacdo bacteriana de P. gingivalis nas diferentes conexdes
do grupo Proheal®.
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6 DISCUSSAO

A hipétese nula de que pomada Proheal® ndo possui atividade antimicrobiana
na interface pilar-implante, foi descartada. Neste estudo, a atividade antimicrobiana
da pomada Proheal®foi efetiva nos diferentes tipos de conexdes pilar-implante.

Ao avaliar o crescimento bacteriano nos diferentes tipos de conexao observou-
se que os implantes do tipo HE apresentaram o maior crescimento de cepas de P.
gingivalis tanto no grupo controle quanto nos demais grupos testados. Isso ocorre
porque ha microfendas na jungéo pilar-implante deste tipo de implante fazendo com
que haja proliferacéo bacteriana nesta regiao e criando uma espécie de reservatério
bacteriano na interface implante/osso. Esta proliferacdo bacteriana estd associada
diretamente com a perda 0ssea e, consequentemente, com o sucesso dos implantes
osteointegrados. Por isso, ha algum tempo os pesquisadores vem se pensando em
maneiras de diminuir a colonizacdo bacteriana na superficie do implante (Sasada e
Cochran, 2017).

Ao longo dos ultimos tempos, os implantes tém apresentado varias evolucdes
ao nivel do desenho, do material com que séo fabricados e das suas caracteristicas,
especificamente as da superficie. Atualmente, sdo inimeros os tipos de implantes em
comercializacdo, com diferentes caracteristicas fisicas, mecanicas e quimicas (Binon,
2000).

Inicialmente a interface implante-pilar constituia-se de um hexagono externo
com uma altura de 0,7 mm, que serviu como um dispositivo de acoplamento de
transferéncia de torque (acessério de montagem) durante a colocacao inicial do
implante no 0sso e a subsequente conexao da extensao transmucosa, que, ao serem
realizados em sequéncia, poderiam restaurar um arco totalmente edentado (Beaty,
1994).

Contudo, foi necessério o uso de sistemas de conexdes mais eficientes e com
melhor desempenho mecéanico e estético que os sistemas hexagonais. Uma das
alternativas buscadas foi o sistema Cone Morse (Bozkaya e Mufti, 2003).

O sistema CM é caracterizado por um mecanismo de encaixe, onde dois
elementos exercem uma acao resultante em contato intimo por friccdo, quando um

elemento “macho” cdnico é instalado numa “fémea”, também cdnica (Lorenzo, 2004).
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As conexdes CM tem sido propostas com objetivo de melhorar a estabilidade
dos implantes. Com elas, ha uma redugéo dos micromovimentos dos componentes, 0
gue proporciona uma melhor vedacao antibacteriana.

Neste estudo, observou-se que os implantes de conexdo do tipo CM foram
responsaveis pelo menor crescimento de P. gingivalis tanto no grupo controle, quanto
nos grupos experimentais. Varios autores vém apresentando resultados semelhantes
a este (Koutouzis et al.,2011; Koutouzis et al., 2014; Tripodi et al., 2015; D’Ercole et
al., 2014; Larrucea Verdugo et al. 2014).

Larrucea Verdugo et al. (2014) discutem que isso ocorre devido ao fato de que
os implantes com conexdes externas tendem a apresentar microfendas maiores do
gue os implantes com conexdes do tipo Morse. Além disso, implantes com conexdes
externas apresentam uma area de vedacao menor e paredes retas, 0 que exige um
certo grau de tolerancia entre as pecas para unir o pilar.

No presente estudo, o nimero de bactérias de P. gingivalis no grupo CM
controle foram inferiores inclusive ao nimero de bactérias encontradas no grupo CX
HE. Foram encontrados valores absolutos médio de P. gingivalis no CM controle duas
vezes menor que no CX HE.

Para além das limitacbes apesentadas pelas conexfes do tipo HE, é
necessario compreender que, embora a clorexidina seja um agente antimicrobiano
amplamente utilizado na odontologia, ela também pode apresentar ressalvas.

Apesar de apresentar poucas desvantagens, a clorexidina apresenta efeito ndo
seletivo e ha relatos de reacdes alérgicas associadas a seu uso, especialmente
guando encontradas em concentracdes maiores ou iguais a 2% (Cai et al., 2018).
Além disso, alguns estudos mostram que a clorexidina pode n&o conseguir reduzir de
maneira tdo eficaz a populacéo bacteriana, especialmente P. gingivalis. (Cruz et al.,
2012; Fekrazad et al., 2016).

Ademais, atualmente o uso da clorexidina na odontologia vem sendo discutido
devido aos relatos de resisténcia bacteriana (Kampf, 2016). Pensando em criar
alternativas a clorexidina, pesquisadores comecaram a buscar antissépticos que
apresentassem melhor propriedade antibidtica e mais estabilidade e durabilidade,
principalmente quando em contato com fluidos organicos (Cruz, 1997). Nesse
contexto surge a pomada Proheal®, a qual propde o uso do iodoférmio como uma

opc¢ao antisséptica para evitar a contaminacao e consequentemente uma futura
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reabsorcdo O6ssea ao redor do implante, com o minimo dano aos tecidos peri-
implantares (Silva-Junior et al., 2006).

O mecanismo de acao do iodoférmio deve-se a liberacao lenta e persistente do
iodo nos liquidos organicos. Age de modo letal em bactérias, alguns esporos, fungos
e virus através da inibicdo proteica. E praticamente insolivel em agua, o que faz com,
que sua acao antisséptica seja débil, por outro lado, quando em contato com
secrecfes ou areas infectadas, a liberacdo do iodo nascente € constante, evitando
possiveis contaminacdes posteriores. (Daniel et al., 1999; Carneiro et al., 2016).

Na odontologia, a utilizacdo do iodoférmio é consolidada, especialmente na
endodontia. A indicacédo do uso do iodoférmio esta ligada ao tratamento de grandes
lesBes periapicais devido ao fato de agir como um estimulante biolégico e pela sua
capacidade antisséptica (Daniel et al., 1999; Dotto et al., 2006). Além disso, a sua
propriedade radiopacificante permite a visualizacdo e acompanhamento do
preenchimento do canal radicular, grau de penetracdo da medicacdo, assim como &
possivel observar extravasamento das substancias nos tecidos periapicais (Daniel et
al. 1999).

Na implantodontia, acredita-se que a pomada de iodoférmio pode agir como
um meétodo fisico de reducdo da contaminacdo bacteriana entre a interface implante /
pilar e dentro do implante. Isso ocorre devido ao fato da pasta apresentar funcéo de
preencher os espacgos vazios, vedar a penetracdo de microorganismos e controlar
quimicamente a multiplicagdo microbiana no ambiente intraimplante e
intercomponentes pela sua acdo antisséptica (Carneiro et al., 2016).

Pereira et al. (2017) em um estudo in vitro objetivaram avaliar a eficiéncia
antibacteriana entre géis com diferentes concentracées de clorexidina e tetraciclina (a
1%, 2% e 2,5%), e pomadas Neosporin® e ProHeal®. As cepas bacterianas utilizadas
neste estudo incluiram: Escherichia coli, Streptococcus sanguinis, Fusobacterium
nucleatum e Prevotella nigrescens. Segundo o0s autores, todos o0s agentes
antibacterianos utilizados no interior dos implantes induziram zonas de inibicao
bacteriana contra bactérias aerébicas, entretanto, a pomada ProHeal®, apresentou
maior efeito antibacteriano contra bactérias do complexo vermelho anaerdbio, que
residem interior de implantes e bolsas peri-implantes.

E importante salientar que apesar dos promissores resultados apresentados
pela pomada ProHeal® em relacdo ao crescimento bacteriano de P. gingivalis no

presente estudo, trata-se de um estudo in vitro, o qual apresenta limitagdes inerentes
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a este tipo de estudo, desse modo, néo reproduz fidedignamente a complexidade das
funcdes fisiopatoldgicas existentes in vivo.

Estudos apontam que a Porphyromonas gingivalis tem um papel proeminente
na orquestragdo da construgdo e viruléncia do biofilme e, consequentemente, na
resposta imunoldgica apresentada pelos pacientes (Cai et al., 2018). Através de
mecanismos biologicos, esta bactéria é capaz de sobreviver e se multiplicar na célula
do hospedeiro, estimulando a perpetuacdo de nichos de replicacdo e
consequentemente, suprimindo a apoptose (Mysak et al., 2014).

No entanto, a perda Ossea peri-implantar ndo esta exclusivamente ligada a
presenca de bactérias periodontopatogénicas. Fatores locais e sistémicos também

contribuem para 0 sucesso ou insucesso da osseointegragao.
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7 CONCLUSAO

Este estudo confirmou a eficacia antimicrobiana da pomada Proheal® quando
acondicionada nos diferentes tipos de conexdes pilar- implante testados. A pomada
Proheal® apresentou resultados antimicrobianos similares ao da clorexidina, no
controle do crescimento bacteriano na superficie das interfaces pilar-implante

avaliadas.
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