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RESUMO

NASCIMENTO, C. Avaliagao da infiltragao bacteriana através da interface
implante-conector protético sob aplicagao de carga - avaliagao in vitro pelo
método DNA Checkerboard. 2010. 200 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de

Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

A passagem bacteriana através da interface entre implante e conector
protético com a consequente colonizacdo dos implantes tem sido relatada em
diversos estudos na literatura. O objetivo deste estudo in vitro foi avaliar a
passagem de espécies bacterianas da saliva humana para o interior dos
implantes através da interface implante-conector protético apds simulagdo de
carga ciclica controlada. Foram avaliados 60 implantes de um sistema de 2
componentes e seus respectivos conectores protéticos, divididos em 3 grupos de
acordo com o tipo de conexao utilizado: hexagono externo, hexagono interno e
cone morse. Cada grupo foi dividido em 2 subgrupos (n=10), submetidos a
aplicagdo de carga e controle. Previamente ao teste, amostras do interior dos
implantes foram coletadas para servirem como controle negativo da
contaminagao. Os conectores foram adaptados aos implantes com um torque final
de 20 Ncm, de acordo com a recomendacao do fabricante. Os conjuntos foram
imersos em saliva humana e submetidos a 500.000 ciclos de carga com uma
forca de 120 N ou incubados em 35°C durante 7 dias sem aplicagdo de carga
(controle). A eventual contaminagao do interior dos implantes foi avaliada apds o

periodo experimental usando o método DNA Checkerboard. Microrganismos
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foram encontrados no interior dos implantes de todos os tipos de conexdes
avaliadas apds o teste de carga ciclica. Os grupos cone morse apresentaram o0s
menores valores de contagem bacteriana nos grupos submetidos a ciclagem de
carga e controle. Os implantes submetidos a carga ciclica apresentaram maiores
valores de contagem bacteriana do que seus respectivos controles no hexagono
externo e interno. Nenhuma espécie bacteriana foi encontrada abrigando o interior
dos implantes antes do teste de contaminagao (controle negativo). Os implantes
do grupo cone morse apresentaram menores quantidades de microrganismos nas
duas condicdes testadas. Pode-se concluir que espécies bacterianas
provenientes da saliva humana podem penetrar através da interface implante-
conector protético com ou sem a simulagao de carga ciclica, e que a aplicagao de
carga contribuiu para o aumento da contaminagdo nos implantes com conexao

hexagonal externa e interna.

Palavras-chave: interface implante-conector protético, contaminacdo bacteriana,
saliva, DNA-Checkerboard.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, C., Bacterial leakage along the implant-abutment interface
after loading simulation. In vitro evaluation by DNA Checkerboard method.
2010. 200 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Bacterial leakage along the implant-abutment interface with consequent
species harboring the inner parts of two-part dental implant systems has been
reported. The aim of this in vitro study was to evaluate the bacterial leakage from
human saliva to the internal part of the implants along the implant-abutment
interface under loading conditions. Sixty dental implants, 20 for each external or
internal hexagon and morse cone connection, and their conical abutments were
used in this study. Each connection was sub-divided in 2 groups (n=10), loaded
implants and control (unloaded). Previously to the bacterial leakage test, samples
from the inner parts of the implants were collected with sterile microbrushes as
negative control of contamination. The abutments were tightened to 20 Ncm on
the implants. The assemblies were immersed in human saliva and loaded with
500,000 cycles of 120 N in experimental or incubated for 7 days at 35°C in control
group. After this period, possible contamination of the internal parts of the implants
was evaluated using the DNA Checkerboard method. Microorganisms were found
in the internal surfaces of all connections evaluated. Morse cone connection
presented the lowest count of microorganisms in control and loading group.
Loaded implants present higher counts of microorganisms than control group in

external and internal hexagon. No microorganisms were found in the samples



recovered from the implants before contamination test (negative control). It can be
concluded that bacterial species from human saliva may penetrate along the
implant-abutment interface under unloaded and loaded conditions, and morse

cone connection presented the lowest count of microorganisms.

Key-words: dental implants, bacterial leakage, saliva, DNA Checkerboard
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O emprego de implantes dentais osseointegraveis na pratica odontoldgica
tem sido extensivamente relatado na literatura e apresenta um alto indice de
sucesso quando corretamente indicado e executado (BRANEMARK et al., 1985).
Publicagdes recentes, entretanto, tém demonstrado que, além de fatores oclusais
desfavoraveis, microrganismos presentes na cavidade oral, em especial o0s
relacionados a doencga periodontal, sdo responsaveis pelos maiores indices de
insucesso dos implantes (BRAGGER et al., 2005; COVANI et al., 2006).

Alguns autores demonstraram haver uma relagdo entre a presenga de
microrganismos e o estado de saude ou de doenga dos tecidos periodontais e
peri-implantares (QUIRYNEN et al., 2006). A presenca de bactérias periodonto-
patogénicas nos sulcos peri-implantares e a presenga de dentes com periodontite
proximos a implantes dentais sdo considerados fatores de risco para o sucesso
dos implantes (BOTERO et al., 2005).

Sistemas de implantes de dois componentes, Branemark compativeis,
embora sejam os mais usados, apresentam espagos entre o implante e conector
protético, os quais podem servir de abrigo para microrganismos potencialmente
capazes de provocar reacgdes inflamatérias nos tecidos peri-implantares
(QUIRYNEN et al., 1994). A passagem de algumas espécies de bactérias pela
rosca de fixagcdo dos conectores e proteses, do interior dos implantes para o0 meio
externo e em sentido contrario, foi observada em diversos estudos in vitro
(STEINEBRUNNER et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2008; NASCIMENTO et al.,

2009). Alguns estudos in vivo também reportaram a passagem de microrganismos
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através da interface implante-conector protético (CALLAN et al. 2005; COSYN et
al. 2009).

Na verdade, muitas duvidas ainda existem quanto aos principios
biomecanicos que regem o funcionamento do conjunto quando a fungéo
mastigatoria € exercida (BRUNSKY et al., 2000). Sabe-se, entretanto, que um
ponto chave dessa questdo € a adaptacdo entre os componentes. A falta de
adaptacao pode causar danos mecanicos, como fraturas e desaperto de
parafusos, além de danos bioldégicos, como mucosites e peri-implantites,
relacionados a dificuldade de higienizagdo e retengcdo de bactérias nos espacgos
entre os componentes (QUIRYNEN et al., 1994; ROMERO et al., 2000).

Khraisat et al. (2006) demonstraram que a presenga e o tamanho das
fendas entre os implantes e conectores podem variar de acordo com o tipo de
conexao dos implantes e com as caracteristicas estruturais dos conectores. Byrne
et al. (1998) reportaram através de microscopia eletronica de varredura desajustes
verticais entre implantes e conectores variando de 36 a 86 micrometros, e
horizontais de -66 a 11 micrometros.

Outros estudos demonstraram que a aplicagdo de carga € um fator que
pode afetar a adaptagdo dos implantes e seus componentes, e
consequentemente, a passagem de microrganismos através da juncao implante-
conector. Steinebrunner et al. (2005) observaram que bactérias podem penetrar e
colonizar o interior de implantes com intermediarios retidos por parafuso devido a
espacos na interface implante-conector, e que o grau de penetragcao bacteriana
pode variar de acordo com a quantidade de ciclos de carga as quais os conectores

sao submetidos. De acordo com os autores, a aplicagdo de carga € responsavel



NASCIMENTO,C. Doutorado 19

por uma diminuicdo da estabilidade da conexdo entre implantes e componentes
protéticos.

Os estudos avaliando a ocorréncia de infiltragdo bacteriana através da
interface implante-conector protético tém em sua maioria utilizado métodos de
cultura microbiana para detectar microrganismos aerdbios e anaerdbios. Um
problema inerente a estes métodos € que espécies fastidiosas e microrganismos
anaerdbios estritos, ndo sao identificados. Estima-se que aproximadamente 50%
da microbiota oral ndo s&o cultivaveis pelos métodos convencionais (ARANK et
al., 1969). Além disso, células bacterianas ndo viaveis, mas ainda assim capazes
de liberarem substancias agressivas aos tecidos peri-implantares, ndo podem ser
quantificadas por métodos de cultivo.

Por outro lado, uma técnica recentemente desenvolvida de hibridagao de
DNA, conhecida como DNA Checkerboard, possibilita a identificacdo de até 45
espécies microbianas em até 28 amostras simultaneamente. E uma técnica rapida
e sensivel, que consiste no cruzamento das amostras contra as sondas dos
microrganismos a serem estudados, preparadas a partir de seu DNA genbémico
(SOCRANSKY et al., 1994).

Constantemente novos sistemas de implantes s&o desenvolvidos,
apresentando novas propriedades fisico-quimicas, tratamentos de superficie e
adaptacao dos componentes. Considerando a frequéncia com que os implantes
vém sendo utilizados na pratica odontolégica e a importancia de uma perfeita
adaptacao entre seus componentes, principalmente em relacdo as condigcdes
extremas de aplicagdo de carga as quais sdo submetidos durante a mastigacao,

julgamos relevante a avaliacdo da possivel passagem bacteriana através da
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interface implante-conector protético entre os trés sistemas de conexao existentes

no mercado apds a simulagao de carga ciclica e na auséncia de carga.



2. REVISTA DA LITERATURA
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2. 1 Osseointegragao dos implantes

A substituicdo dos dentes naturais ausentes, visando o restabelecimento
funcional e estético do sistema estomatognatico é uma forma de tratamento ha
muito tempo utilizada na odontologia. Implantes confeccionados em diversos
materiais e diferentes formatos foram desenvolvidos para este propésito
(MANGINI; SCHIOCHETT, 1999).

A implantologia somente ganhou impulso a partir das publicagbes de
Branemark et al. (1969) que definiram a osseointegragdo como a conexao direta,
estrutural e funcional entre o osso vital e a superficie de titanio do implante, capaz
de receber carga funcional, sem a presenga de tecido conjuntivo entre as duas
estruturas.

O sucesso em longo prazo dos implantes depende fundamentalmente do
desenho da remodelagcao éssea formada ao redor do implante imediatamente
apo6s sua inser¢cado na loja 6ssea, o que pode favorecer ou ndo a manutengao
deste na cavidade oral. A excessiva perda 6ssea nao € aceitavel, pois leva a um
aumento no desenvolvimento de bolsas favorecendo o acumulo de biofilme
bacteriano subgengival, aumentando, desta forma, o risco de infecgdo na porgéao
cervical do implante, o que comprometeria o sucesso da implantacéo. E possivel
observar que até nos implantes considerados satisfatoriamente osseointegrados
ha, com o passar do tempo, uma reabsorcao 0ssea progressiva. No entanto, para

que seja considerado um processo fisiolégico, ha um limite para essa perda
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O0ssea. Cox e Zarb (1987) definiram como limites aceitaveis uma perda éssea de
aproximadamente 1,3 milimetros no primeiro ano e 0,1 milimetros por ano nos
anos subsequentes.

Smith & Zarb (1989) descreveram alguns critérios para a avaliagédo do
tratamento com implantes, baseados em investigagbes cientificas. A revisdo da
literatura e analise dos resultados de pesquisas indicam que seis critérios
deveriam ser observados para que o tratamento com implantes apresente sucesso
clinico: 1) auséncia de mobilidade do implante quando avaliado individualmente; 2)
nao deve haver radioluscéncia ao redor do implante; 3) a perda 6ssea média
vertical anual ndo deve ser maior que 0,2 mm apos o primeiro ano de fungao; 4)
deve haver auséncia de dor, desconforto ou infeccdo freqlente na regido do
implante; 5) o tratamento ndo deve comprometer a estética; 6) uma taxa de
sucesso de 85% apds 5 anos e 80% para dez anos de observacdo sdo os niveis
minimos aceitaveis para o tratamento com implantes osseointegrados.

Diversos fatores estdo relacionados a qualidade da remodelagcdo éssea
apds a colocacado dos implantes, dentre os quais, a maneira como o estresse
mecanico € transferido do implante para o osso. De acordo com Skalak (1983),
tanto o osso como os implantes ndo podem ser submetidos a forcas além
daquelas que estao aptos a receber. Como o titanio € mais rigido e resistente que
0 0ss0, € mais provavel que uma possivel falha ocorra no 0sso ou na uniao entre
0 0sso0 e o titanio. Ainda segundo o autor, a protese forma uma conexao firme ao
implante resultando em uma estrutura unificada, onde prétese, implante e osso
atuam como uma unidade dependente. Assim, qualquer desajuste da protese em

relagado aos implantes resultara em estresses internos na prétese, implante e osso.



NASCIMENTO,C. Doutorado 24

Esses estresses ndo podem ser detectados através de inspecdo visual, mas
podem ocasionar falhas mesmo sem a atuagao de forcas externas.

A estrutura da superficie dos implantes também exerce papel fundamental
no processo de remodelagdo do osso adjacente. Shin et al. (2006) realizaram um
estudo para avaliar a influéncia do tratamento da superficie dos implantes no nivel
0sseo marginal apés carga funcional. Os autores instalaram 3 tipos de implantes
em pacientes da seguinte maneira: o primeiro grupo recebeu 35 implantes com o
colo usinado; o segundo grupo recebeu 34 implantes com o colo tratado
superficialmente; e um terceiro grupo recebeu implantes com colo tratado
superficialmente e mini-roscas. A analise radiografica apos 12 meses em fungao
revelou diferengas significantes entre os grupos estudados. O grupo com
tratamento de superficie € mini-roscas no colo apresentou uma perda Ossea de
0,18 £ 0,16 mm, enquanto o grupo com colo tratado superficialmente apresentou
uma perda éssea de 0,76 £ 0,21 mm e o grupo com colo usinado mostrou uma
perda 6ssea de 1,32 £ 0,27 mm. Com os resultados observados ao final do
estudo, os autores sugerem a utilizacdo de implantes com roscas no colo podem
garantir a manutencéo da crista 6ssea apos a osseointegragdo dos implantes.

O momento ideal para a aplicacdo de carga sobre os implantes ainda é um
fator de divergéncia entre diversos autores, e continua sendo alvo de diversas
investigacoes. Os primeiros estudos publicados relacionados ao assunto, como os
de Branemark et al. (1985) e Albrektsson et al. (1990), determinaram a espera de
um periodo de 3 a 6 meses de submersao dos implantes (cicatrizagao) para
poderem ser carregados proteticamente. Segundo os autores, esse seria o tempo

necessario para permitir uma adequada formagao 6ssea ao redor dos implantes,
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evitando as infec¢des e a migragao epitelial. Este periodo de submersdo também
contribui para manter o implante estavel, evitando movimentacdes, o que poderia
comprometer a osseointegragao.

O primeiro trabalho longitudinal com a utilizagdo de implantes em duas
fases cirurgicas foi publicado por Adell et al. (1981). Neste trabalho, 2768
implantes de 371 pacientes foram avaliados durante um periodo de 15 anos. O
indice de sucesso de osseointegragao observado na maxila foi de 81% e de 91%
na mandibula. Nesse mesmo trabalho, verificou-se uma reabsorgéo de 1,2 mm no
primeiro ano de funcdo, com perda de 0,1 mm a cada ano subsequente. Os
autores relacionaram o sucesso com a qualidade do procedimento cirurgico e da
reabilitacdo protética, com o estabelecimento de protocolos bem definidos,
ressaltando a importancia do intimo contato entre o osso e o implante para que
ocorra a osseointegragao.

Buser et al. (1997) avaliaram clinica e radiograficamente o progndstico do
tratamento reabilitador com implantes durante um periodo de oito anos em
pacientes parcial ou totalmente desdentados. Mil e trés pacientes receberam um
total de 2359 implantes e foram reabilitados com a colocacéo de proteses fixas ou
removiveis, sendo entdo, acompanhados. Apds o periodo de cicatrizagdo, os
pacientes foram chamados para avaliagdo clinica e radiografica, sendo os
implantes classificados em osseointegrados ou com falha precoce. Os implantes
considerados com sucesso tiveram o tratamento protético realizado e foram
acompanhados por um periodo de 8 anos. Durante o periodo de cicatrizacéo, 13
implantes se apresentaram falhos e nado foram incluidos na analise da fase

protética. Durante os 8 anos seguintes, 127 implantes foram perdidos do
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acompanhamento clinico e radiografico. A analise dos resultados mostrou uma
taxa de sucesso em 90% apds 8 anos de colocagdo das proteses sobre os
implantes demonstrando a viabilidade de manutencdo deste tratamento
reabilitador em longo prazo.

Leonhardt et al. (2003) analisaram os resultados, em longo prazo, do
tratamento de implantes infectados com a utilizagdo de técnicas cirurgicas
periodontais e uso de antimicrobianos. Foi observado que dos 26 implantes
acompanhados por um periodo de 5 anos, 7 foram perdidos, 4 continuaram a
perder 0sso, 9 ndo mudaram o nivel 6sseo e 6 ganharam tecido 6sseo. Esta série
de casos mostrou que € possivel, em alguns casos, a manutengao de implantes
seriamente comprometidos por peri-implantite na cavidade oral quando o controle
periodico por parte do cirurgido dentista e colaboragdo do paciente sao realizados
de forma eficiente.

Ricci et al. (2004) realizaram um estudo retrospectivo para avaliar a perda
O0ssea marginal em um grupo de pacientes tratados com implantes de dois
componentes do sistema Frialit-2. Cinquenta e um pacientes com 112 implantes
participaram do estudo, sendo que 10,7% dos implantes foram colocados na
regidao anterior e 89,3% na regido de pré-molares e molares. As proteses foram
fixadas com parafusos (13,4%) ou cimentadas (86,6%), dentre as quais 46,4%
representavam elementos isolados e 53,6% proteses fixas posteriores de 3 ou
mais elementos. Apdés 5 anos de fungdo, 100% dos implantes avaliados estavam
em funcdo e a média de reabsorgdo 6ssea foi de 2,17 mm. Entretanto, 32
implantes (28,6%) apresentaram perda 6ssea maior que 3 mm. Entre as

complicagbes protéticas observou-se 7,1% de afrouxamento de parafusos em 6
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pacientes, tendo sido causado, provavelmente, por habito para-funcional. Em 2
pacientes, as proteses foram consideradas inadequadas em relagdo a sua
adaptacao. As avaliagdes iniciais de 12, 24 e 36 meses apresentaram perda dssea
em niveis aceitaveis, ndo indicativas de perda éssea progressiva ou de alguma
patologia. Os autores alertam para a necessidade de novos estudos avaliando o
tempo necessario para que uma prétese desajustada resulte em perdas ésseas
consideraveis prejudiciais ao sucesso dos implantes.

Palmer et al. (2000) analisaram o desempenho clinico e radiografico de
dentes e implantes, unidos entre si por uma protese fixa de trés elementos e
submetidos a cargas funcionais normais por um periodo de trés anos. Para tal, 19
individuos com edentamento posterior bilateral na maxila ou mandibula, com
oclusdo em dentes naturais ou préteses fixas, foram reabilitados mediante
colocagao de implantes. Radiografias padronizadas e registros clinicos foram
realizados anualmente. Analisando os dados, notou-se um aumento de
profundidade de sondagem entre os intervalos de acompanhamentos clinicos. No
entanto, nao foi observado nenhum sangramento a sondagem, tanto na area de
implante, como na regido dos dentes. Nao houve intrusdo dos dentes ligados aos
implantes em nenhum dos 19 pacientes analisados. Este experimento comprovou,
mesmo sem analise microbioldgica, a eficacia dos implantes quando submetidos
as cargas por um periodo prolongado de tempo, evidenciando o sucesso clinico
desse tipo de tratamento reabilitador.

Quirynen et al. (2005) avaliaram os aspectos clinicos e microbiolégicos de
implantes apds 10 anos de sua colocagcdo em pacientes edentados totais e

reabilitados com préteses. Trinta e sete individuos participaram deste estudo.
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Todos os pacientes foram tratados com proteses totais superiores convencionais e
préteses inferiores sobre implantes (Nobel Biocare AB) por pelo menos 10 anos.
Dois grupos de pacientes foram selecionados. O grupo 1 consistiu de 25 pacientes
tratados com préteses removiveis do tipo overdenture. O grupo 2 consistiu de 12
pacientes reabilitados com proteses totais fixas. O registro das condi¢des
periodontais foi realizado em visitas periddicas ao mesmo periodontista, no qual
foram analisadas a presenca ou auséncia de biofilme bacteriano em 4 sitios dos
implantes dentais, sangramento dos tecidos moles ao redor dos conectores,
profundidade de sondagem, recessao tecidual e o nivel do attachment. Amostras
bacterianas subgengivais foram removidas de dois implantes de cada paciente
para posterior analise microbioldgica. As amostras foram analisadas utilizando a
técnica de hibridagdo DNA Checkerboard. Apés 10 anos de carga, a microbiota
subgengival dos implantes de todos os grupos, tanto os que utilizaram como
tratamento reabilitador préteses removiveis ou fixas, foram comparaveis entre si,
apresentando alta prevaléncia das espécies bacterianas Agregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythensis,
consideradas potenciais causadores da doenca peri-implantar. A média do indice
de placa, sangramento a sondagem e altura do nivel ésseo marginal nao foi
significantemente diferente entre o0os grupos, passado o periodo de
acompanhamento clinico. Desta forma, evidenciaram-se a possibilidade de
viabilidade clinica da manutencdo destes implantes em ambos os tipos de
tratamento reabilitador na cavidade oral.

Bornstein et al. (2005) avaliaram clinica e radiograficamente, a taxa de

sucesso de implantes de titdnio em pacientes por um periodo de 60 meses. Um
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total de 104 implantes foi incluido na analise. Apds o periodo de cicatrizacido de 6
semanas, todos os implantes foram colocados em fung¢ao por meio da cimentagcao
de coroas fixas. Durante a fase de cicatrizacdo do alvéolo e de aplicagao de
cargas sobre as proteses quatro implantes foram perdidos, sendo excluidos da
andlise. Nos 100 implantes restantes, foi realizada manuteng¢do do controle da
quantidade de biofilme bacteriano no interior do sulco peri-implantar, onde foi
observada uma reducao significativa em relagdo ao sangramento a sondagem no
intervalo estipulado. Houve uma redugdo gradativa tanto da média de
profundidade de sondagem quanto da distancia entre o ombro do implante e a
margem gengival. A estabilidade dos implantes foi observada durante todo o
periodo de analise. Um pequeno aumento da distancia nos periodos de 3 meses e
5 anos, entre o0 ombro do implante e a crista éssea marginal foi estaticamente
observada. Os resultados obtidos s6 vieram a corroborar outros estudos que
comprovam possibilidade de manuteng¢do do sucesso clinico, em longo prazo, de
implantes osseointegrados na sustentagcéo de préteses fixas bem planejadas e
adaptadas.

Misch et al. (2008) avaliaram de forma retrospectiva o resultado em longo
prazo do tratamento com implantes unitarios na regido posterior da maxila ou
mandibula. Foram avaliados 1377 implantes com conexao do tipo hexagono
externo colocados em 1162 pacientes. Os implantes foram avaliados em 3 fases:
1) apés a cirurgia de implantacdo e durante a fase de cicatrizacdo; 2) apods a
reabertura dos implantes até a confeccao das proéteses; e 3) por um periodo de 10
anos apo6s a instalagcado das proteses. Dos 1377 implantes inseridos, 11 foram

perdidos durante a fase de cicatrizagao, 1 foi perdido durante a fase de confecgao
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da protese e 2 foram perdidos apds a instalagcao das proteses. A taxa de sucesso
cirurgico foi de 99,2%, enquanto a taxa de sobrevida global foi de 98,9%, em
média, apos 61 meses de observagao (variando de 12 a 125 meses). Segundo os
autores, o uso de implantes unitarios como substitutos para dentes posteriores é
um tratamento viavel a longo prazo.

Com o sucesso do tratamento com os implantes e a consagragdo da
osseointegracdo, alguns autores (SCHNITMAN, 1990; HENRY; ROSENBERG,
1994; RANDOW, 1999) passaram a carregar os implantes de maneira precoce,
sem mais esperar este periodo de cicatrizagcao 6ssea de 3 a 6 meses. Esse
procedimento é atualmente conhecido como carga imediata. A partir desses
primeiros estudos da década de 1990, inumeros outros surgiram relatando
resultados satisfatorios.

Randow et al. (1999) fizeram uma comparacéo clinica e radiografica entre
pacientes totalmente edéntulos que receberam implantes na regido inter-forame
seguindo o protocolo classico de cicatrizagado (carga tardia) com pacientes que
receberam implantes com a aplicagdo de carga imediata. Apdés 18 meses da
instalagdo, nenhum dos implantes foi perdido em ambos os grupos avaliados,
sendo que a média de perda 6ssea ao redor dos implantes com carga imediata foi
de 0,4 mm, enquanto que nos implantes de carregamento tardio foi de 0,8 mm.
Esses resultados, portanto, levaram os autores a concluir que o procedimento de
carga imediata € uma técnica confiavel.

Com o objetivo de avaliar a neo-formagdo 6ssea ao redor de implantes
submetidos a carga imediata, Romanos et al. (2002) instalaram 36 implantes do

tipo cone morse (Ankylos) na regido posterior de mandibulas de macacos. No
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grupo controle, os implantes foram submetidos ao protocolo convencional de 2
estagios cirurgicos. Apds o periodo de cicatrizagdo, os implantes foram reabertos
€ coroas provisorias em acrilico foram instaladas, para posterior restauragao com
coroas metalicas. No lado contra-lateral (grupo experimental), os implantes foram
submetidos a carga imediata, com a mesma sequéncia de préteses do grupo
controle. Apés 3 meses das proteses definitivas (metalicas) em fungdo, os
macacos foram sacrificados e amostras do osso adjacente aos implantes foram
examinadas histolégica e histomorfométricamente. Segundo os autores, os
achados histolégicos entre os grupos nao mostraram diferengas qualitativas
significantes. A andlise histomorfométrica mostrou que o osso ao redor dos
implantes carregados imediatamente apresentou uma densidade
significantemente maior quando comparados aos implantes de dois estagios
cirurgicos.

Crespi et al. (2007) avaliaram por um periodo de 18 meses o
comportamento clinico e radiografico de implantes com conexao do tipo hexagono
externo submetidos a carga imediata em alvéolos de dentes recém extraidos. No
trabalho, 27 pacientes receberam 150 implantes com carga imediata nos alvéolos
frescos e 10 em alvéolos cicatrizados (controle). Todos receberam coroas
provisorias no ato da cirurgia e coroas metaloceramicas cimentadas sobre um
conector protético apés 5 meses. O acumulo de placa era de 2% e passou para
5% apds os 18 meses. Ja o indice de sangramento passou de 3% para 5,3% apos
os 18 meses. Nao houve nenhum tipo de mobilidade ou soltura da prétese de
ambos os grupos apos esse periodo. Os achados radiograficos revelaram uma

perda 6ssea média de 0,65 + 0,58 mm na mesial e 0,84 £ 0,69 mm na distal dos
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implantes mandibulares, e 1,13 £ 0,51 mm na mesial e 1,24 + 0,60 mm na distal
dos implantes maxilares. N&o houve diferencas quanto a qualidade da
remodelacdo Ossea entre implantes esplintados e nao esplintados. Os autores
concluiram que o procedimento de carga imediata pode perfeitamente ser utilizado
tanto em osso cicatrizado quanto em alvéolos frescos.

Istvan e Katalin (2009) avaliaram o sucesso em longo prazo do tratamento
reabilitador com implantes submetidos a carga imediata. Os resultados clinicos
foram avaliados apds um periodo de 10 anos subseqlientes a colocacdo dos
implantes. O grupo experimental de carga imediata foi constituido de 184
pacientes e 258 implantes. O controle foi realizado com 121 pacientes, com 192
implantes colocados com a técnica submersa. A taxa de sucesso dos implantes
com a cirurgia tradicional de duas fases foi de 97,4%. A taxa de sucesso dos
implantes com aplicagao de carga imediata foi de 95,75%. Segundo os autores, o
progndéstico de implantes carregados imediatamente ndo apresentou diferengas
significantes em relacdo a técnica tradicional.

Block et al. (2009) realizaram um estudo clinico com os objetivos de
determinar se existe uma diferenga significativa na resposta dos tecidos moles e
duros, comparando os niveis de reabsor¢do da crista éssea marginal, em
implantes colocados imediatamente apdés a remocdo dos dentes quando
comparados aos implantes colocados no leito 6sseo apds 4 meses de enxerto e
cicatrizacdo. Um total de 76 pacientes foram recrutados e randomizados em 2
grupos de tratamento. Todos os implantes foram colocados na maxila dos
pacientes. Nos pacientes do grupo 1, os dentes foram extraidos, realizado enxerto

0sseo e os implantes colocados apos 4 meses de cicatrizagdo dos alvéolos. No
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grupo 2, os implantes foram colocados imediatamente apds a extragdo. Todos os
implantes foram imediatamente restaurados com coroas unitarias provisorias.
Acompanhamento radiografico padronizado foi realizado a cada 6 meses a partir
da instalacao dos implantes até 2 anos apds a reabilitagao protética. Medidas dos
tecidos moles foram feitas a partir de pontos de referéncia padronizados. Um total
de 55 pacientes completaram o estudo proposto. Vinte e um pacientes foram
excluidos do estudo, 5 por causa da perda do implante, um tratado fora do
protocolo estabelecido devido a perda do osso labial encontrado no momento da
remogao do dente, 11 devido a realocagéo geografica e 4 por problemas de saude
que comprometeram a continuidade do estudo. As analises mostraram nao haver
diferengas significantes entre os grupos avaliados em relagdo aos niveis 0sseos.
Os niveis 6sseos ao redor dos implantes se modificaram em relagédo aos niveis
basais durante os primeiros 6 meses de estudo, apresentando uma leve reducéo.
A resposta da crista 6ssea para colocagdo imediata ou a longo prazo de um
implante em um sitio de extragdo na regido maxilar com carga imediata foi similar
as mudancas no tecido ésseo alveolar. Houve uma diferenga significante na
posicdo da margem gengival facial com uma posicdo mais apical da margem
gengival no grupo de colocagao tardia em comparagdo com o grupo de colocagao
imediata dos implantes. O suporte da gengiva marginal ao redor das coroas
provisorias foi 1 mm maior no grupo com colocacdo imediata dos implantes
quando comparado com o grupo de colocagao tardia.

Schwarz et al. (2010) avaliaram de forma prospectiva o sucesso em longo
prazo de implantes carregados imediatamente na area intra-foraminal da

mandibula totalmente edentada, bem como a taxa de sucesso das proteses fixas
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suportadas pelos implantes (FDP). Trinta e sete pacientes (18,9% do sexo
masculino, com idade média de 64,5 anos) foram selecionados para o estudo.
Cento e oitenta e cinco implantes de duas partes (Branemark compativeis) foram
colocados na area intra-foraminal mandibular (cinco implantes por paciente).
Imediatamente apds a colocacdao dos implantes, uma estrutura metalica foi
fabricada e as proteses fixas fabricadas sobre a estrutura. Apds 2 semanas da
cirurgia de colocagao, os implantes foram rigidamente conectados e restaurados
com as proteses fixas. Durante o periodo de observagdo de 1-8 anos (média de
4.5 anos), um total de 32 implantes apresentaram complicagdes e foram excluidos
do estudo. Dezenove implantes foram perdidos em 10 pacientes, resultando em
uma sobrevida cumulativa de 89,7%. Nove implantes em cinco pacientes nao
osseointegraram, porém, nao foram removidos porque a estabilidade no tecido
conjuntivo era aceitavel e ndo havia presenga de inflamagdo. No entanto, o
sucesso acumulado caiu para 84,9%. Quatro implantes em trés pacientes
apresentaram sinais clinicos de peri-implantite (2,2% de todos os implantes). Ao
final do estudo, uma unica prétese fixa precisou ser removida apés a falha de
osseointegracado dos 5 implantes instalados. Além disso, 10 fraturas da estrutura
protética ocorreram em 6 pacientes e 3 proteses tiveram que ser adaptadas ou
modificadas. Os autores concluiram que apesar do carregamento precoce dos
implantes ter funcionado bem para a maioria dos pacientes com mandibulas
edentadas, a carga imediata esta associada a um maior numero de complicagdes
relacionadas aos implantes do que em outros estudos investigando o

carregamento tardio. Ainda segundo os autores, por causa das complicacbes
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substanciais protéticas e de manutengao dos implantes, este procedimento nao
pode ser generalizadamente recomendado.

Roccuzzo et al. (2009), realizaram uma revisao sistematica de 18 estudos
clinicos relatando o sucesso no carregamento precoce ou imediato dos implantes.
No entanto, apesar dos resultados satisfatorios, os autores alertam para a
necessidade de mais estudos clinicos randomizados com um maior niumero de

pacientes para que os resultados possam ser mais conclusivos.

2. 2 Adaptagao dos componentes protéticos aos implantes

Com os diversos trabalhos longitudinais publicados na literatura, comegou-
se a observar que a maioria das falhas nos tratamentos com implantes
osseointegrados estava relacionada com os componentes protéticos e proteses,
como mostrou Lekholm et al. em 1985.

Adaptacgdo passiva, segundo Sahin e Cehreli (2001), € sinbnimo de uma
adaptacdo ideal. Teoricamente, uma infra-estrutura deveria proporcionar uma
adaptacao passiva, nao induzindo tensdo nos componentes dos implantes e ao
osso adjacente. Entretanto, segundo os autores, uma adaptagdo passiva é
impossivel de ser obtida, uma vez que os procedimentos clinicos e laboratoriais
utilizados na confeccéo de infra-estruturas sdo inadequados para proporcionar tal
adaptacao. Complicagdes como afrouxamento e fratura dos parafusos de fixagao,
fratura dos conectores, da infra-estrutura e material de cobertura tém sido

documentadas e relacionadas a desadaptacdo dos componentes dos sistemas de
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implantes. Ainda segundo os autores, ndo ha estudos clinicos longitudinais
suficientes na literatura comprovando que as falhas nos implantes sao atribuidas
especificamente a falta de adaptagdo dos componentes. Uma adaptagdo marginal
aceitavel entre os componentes nao significa a obtencdo de uma adaptagao
passiva. Os autores sugerem que o melhor método para se avaliar a passividade
de uma infra-estrutura seria a analise de tensdo gerada em cada conector e/ou
componente protético antes e apds o apertamento dos parafusos ou a cimentagao
da mesma. Cada passo durante a confecgdao de uma infra-estrutura influencia a
adaptacao final e, segundo os autores, as técnicas e os materiais utilizados
atualmente ndo sao precisos dimensionalmente, havendo a necessidade de novos
estudos.

Atualmente, encontram-se disponiveis comercialmente varios sistemas de
implantes, com diferentes formatos, superficies, tamanhos e distancias entre as
roscas, assim como diferentes possibilidades de conexao entre implantes e
conectores protéticos. O sistema mais utilizado, e talvez por ser o primeiro
proposto, também o mais bem documentado, € o sistema de conexdo hexagonal
externa proposto por Branemark et al. (1969). Esse sistema possui uma
plataforma de conexdo hexagonal que age como um mecanismo anti-rotacional,
sendo, juntamente com o parafuso protético, o responsavel pela estabilidade
mecanica do conjunto implante-conector protético.

Sorensen et al. (1991), avaliaram a fidelidade nas interfaces de proéteses
unitarias, instaladas sobre 4 diferentes sistemas de implantes com conexao
hexagonal externa, com o objetivo de verificar se a adaptagao das interfaces entre

os diferentes sistemas poderia interferir no acumulo de biofilme e conseqliente
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desenvolvimento de inflamagcado gengival. Foram comparadas as interfaces
implante-conector protético e conector protético-prétese. A avaliagao foi realizada
apo6s a confecgao de infra-estrutura sobre o cilindro de ouro, seguida da aplicagao
de porcelana e instalagdo manual com uma chave de torque. A analise foi feita por
meio de observacdo direta, com auxilio de um microscépio com unidade de
medicdo e aumento de 200x. Os 4 grupos apresentaram uma adaptagédo entre
interfaces semelhantes, sem diferengas significantes.

Binon e MacHugh, em 1996, avaliaram a influéncia da liberdade rotacional
em implantes de hexagono externo de dimensdes diferentes, na estabilidade da
unido parafusada. Para o experimento, utilizaram 2 grupos diferentes de
conectores protéticos UCLA ndo segmentados, sendo um grupo com conector
hexagonal pré-fabricado em ouro com seu parafuso de fixagédo em titanio; e outro
com conector hexagonal externo calcinavel e seu correspondente parafuso de
fixagdo. Assim, conectores conicos totais metalicos foram obtidos com 8 mm de
altura por 8 mm de largura. Como grupo controle, utilizaram conectores pré-
fabricados em ouro. Nas amostras, foram aplicados 20 Ncm de torque inicialmente
e depois de um milhdo de ciclos foram reapertados com 30 Ncm. Em todas as
amostras foram aplicadas cargas ciclicas utilizando a metodologia desenvolvida
por Binon previamente, com 133,3 Ncm de carga, uma rotacado anti-horaria de 28
ciclos por minuto, 1.150 ciclos por minuto de carga vertical até ocorrer a falha do
parafuso. Seus resultados mostraram uma média de liberdade rotacional de 5° em
ambos o0s grupos testes, sendo que todas as amostras do grupo pré-fabricado
afrouxaram entre 384.215 e 409.170 ciclos, na primeira parte do experimento. No

segundo grupo teste, s6 um implante falhou em 597.366 ciclos, as outras
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amostras permaneceram estaveis durante o primeiro milhdo de ciclos, sendo que
0 segundo grupo teste teve uma maior resisténcia ao afrouxamento, na primeira e
segunda parte do experimento. Encontrou-se também uma correlagéo direta entre
a liberdade rotacional do conjunto implante/conector e o afrouxamento do
parafuso, sendo que esta unido é mais resistente ao afrouxamento quanto menor
€ a liberdade rotacional.

Dellow et al. (1997) relataram que o acoplamento impreciso dos
componentes pode influenciar no progndstico em longo prazo de tratamentos com
implantes. Através de microscopia de varredura foram analisadas as micro-fendas
(falta de adaptacéao vertical) e a discrepancia entre o conector e implante quanto
ao perfil (falta de adaptagao horizontal). Apds a anélise de 4 sistemas diferentes
de implantes, todos com conexao do tipo hexagono externo, os autores
concluiram que certos sistemas de implantes e conectores sao intercambiaveis e
que a precisdo da adaptacdo encontrada € semelhante, ou as vezes, excede os
critérios propostos pelo sistema originalmente descrito por Branemark (Branemark
System). As variagbes nestes casos nao foram maiores que 10 mm de espago
entre os componentes. Os autores observaram que ha incompatibilidade entre
dois sistemas, SteriOss e Southern.

Hagiwara et al. (1997), com o propésito de avaliar a compatibilidade
tridimensional de 3 sistemas diferentes de implantes: Implant Innovations (3i),
Nobelbiocare (NP) e Steri-Oss (SO), verificaram a adaptagcdo da interface
implante-conector e conector-cilindro de ouro entre os componentes de um
mesmo sistema, e entre componentes de sistemas diferentes, todos com conexao

do tipo hexagono externo. O assentamento dos componentes foi padronizado
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através de chave de torque e as medidas de desajuste horizontal e vertical, para
cada interface foi medida por microscopia eletrbnica. Os componentes 3i
apresentaram excelente compatibilidade, enquanto os componentes do sistema
Nobel Biocare demonstraram pobre adaptacdo. Os autores concluiram que a
associacido de sistemas diferentes pode ser considerada aceitavel, porém, uma
compatibilidade segura e estavel é obtida com componentes do mesmo sistema.
Byrne et al., em 1998, relataram a insuficiéncia de informagao a respeito da
adaptacao dos conectores protéticos aos implantes. Os autores observaram as
adaptacdes entre conectores pré-fabricados, totalmente calcinaveis e pré-
fabricados modificados em laboratério em duas condig¢des: interface do conector e
implante, e assentado por parafuso de ouro no interior e na base do conector. Seis
combinagdes de conectores e diferentes sistemas de implantes com conexao
hexagonal externa foram avaliados no estudo: Grupo 1-implante Nobelpharma e
conector CeraOne com torque de 32 Ncm do parafuso de ouro sem o ciclo de
queima da porcelana; Grupo 2- implante 3i e conector STR com torque de 32 Ncm
do parafuso de ouro sem o ciclo de queima da porcelana; Grupo 3- implante 3i e
conector UCLA de padrao plastico com torque de 20 Ncm do parafuso de ouro
com queima da porcelana; Grupo 4- implante Nobelpharma e conector UCLA de
padrao plastico com torque de 20 Ncm do parafuso de ouro com queima da
porcelana; Grupo 5- implante 3i e conector UCLA pré-fabricado com parafuso de
ouro e torque de 32 Ncm com ciclo de queima da porcelana; Grupo 6- implante 3i
e conector UCLA pré-fabricado com parafuso de ouro e torque de 32 Ncm sem
ciclo de queima da porcelana. Para os grupos 3, 4 e 5 foi feito um enceramento de

um UCLA e confec¢cdo de uma matriz de silicone, para o enceramento uniforme
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das amostras. As amostras foram fundidas com liga de ouro/paladio. Os grupos 3,
4 e 5 fundidos foram submetidos ao ciclo de queima da porcelana. Os conectores
foram parafusados e presos a uma base de resina. Os conjuntos
conectores/implantes foram seccionados no sentido horizontal e levados para
analise em microscoépio eletrénico. Foram analisadas 5 amostras por grupo. As
medidas das fendas externas dos grupos 1, 3 e 4 apresentaram grande
discrepancia: 86 = 19um, 74+ 33um e 84 + 26um. As medidas verticais foram,
respectivamente: 35 £ 17 ym, 15+ 16 ym, 68 + 44 ym, 66 £ 33 um, 31 £ 30 um e
17 £ 20 ym, para os grupos 1, 2, 3, 4, 5 e 6. As maiores desadaptagdes foram
apresentadas pelos conectores UCLA de plastico fundidos em ouro/paladio. Os
autores concluiram que os conectores protéticos pré-fabricados possuem
adaptacao superior aos fundidos em laboratério e sugerem a necessidade de um
maior controle de padronizagao para as fundicdes realizadas em laboratério.
Sartori, em 1999, comparou a estabilidade que se estabelece entre
conectores protéticos de diversas empresas (Nobel Biocare, 3i e Conexao
fabricados em ouro; e Conexdo e Carbontec fabricados em plastico) e seus
respectivos cilindros protéticos. A adaptagdo marginal, observada em microscopio
otico, encontrou medidas que variaram de 5,7 a 10,49 ym quando os cilindros
eram fabricados em ouro e de 17,8 uym a aproximadamente 20 uym quando
fabricados de plastico. Apds as leituras iniciais, os cilindros receberam
enceramentos, foram incluidos e fundidos com ligas a base de ouro, de
prata/paladio e de niquel/cromo, e novamente analisados. As medidas variaram de
5,8 a 20,4 um quando os cilindros de ouro foram fundidos com as ligas de ouro e

prata/paladio, e de 32,1 a 141 ym quando os cilindros de plastico foram fundidos
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com a liga de niquel/cromo. Os resultados demonstraram que os cilindros
usinados em plastico sofrem variabilidade de comportamento em relagdo a
estabilidade dimensional das margens, em grau maior do que os cilindros
usinados em ouro.

Vigolo et al., em 2000, avaliaram as alteragbes da interface implante-
conector apdés a fundicdo com um metal nobre e aplicacdo de ceramica em
conectores do tipo UCLA (3i) de ouro. Utilizaram 30 conectores (SGUCGI) que
foram parafusados sobre analogos fixados em resina. Sobre os conectores, foram
realizados enceramentos com dimensdes de um incisivo central, e posteriormente
fundidos com uma liga aurea de alta fusdo. Nestes, foram realizadas aplicagbes
de ceramica seguindo as instrugées do fabricante. Medidas foram realizadas
antes, ap6s a fundicdo e depois da aplicacdo da ceramica, da profundidade e
largura da porcéo interna do hexagono, didmetro da base do conector UCLA, e
liberdade rotacional entre a extensdo hexagonal do implante e a contra-parte do
conector. Os resultados evidenciaram médias de 0,620 mm, 0,621 mm e 0,620
mm na profundidade do hexagono. 2,712 mm, 2,710 mm e 2,711 mm para a
largura do hexagono interno; 4,408 mm, 4,407 mm e 4,409 mm para o diametro da
base; 6,33 min, 6,37 min e 6,38 min de liberdade rotacional (antes, apos fundicéo
e apos aplicagdo da ceramica respectivamente). Os autores concluiram que a
adaptacao dos conectores UCLA de ouro (3i) ndo demonstraram alteragdes
significantes das medidas originais, ou da liberdade rotacional na superficie da
porcao interna. Sugeriram a selecdo adequada de componentes com baixa

tolerancia de usinagem, selecdo adequada da liga metalica e a utilizagdo de
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procedimentos clinicos e laboratoriais meticulosos para reduzir a adaptacao
rotacional e aumentar a estabilidade do parafuso.

Segundo Kano et al. (2006), a unido dos implantes aos seus componentes
esta sujeita a uma perda da forga inicial de torque devido a friccdo a que serao
submetidas as pecas, e a pobre adaptacdo entre seus componentes. Em seu
estudo, compararam a perda do torque inicial em unides de implantes com
conectores de hexagono externo pré-fabricados em titanio e calcinaveis a partir do
padrdo UCLA. Foram avaliados 4 grupos contendo 12 amostras cada: (1)
conectores de titanio pré-fabricados, (2) conectores fundidos em paladium, (3)
conectores calcinaveis fundidos em niquel — cromo e, (4) conectores calcinaveis
fundidos em cromo — cobalto. Os conectores foram unidos aos implantes com uma
forca de 30 Ncm, conforme instru¢des do fabricante. Apds o torque, os parafusos
foram desenroscados por 3 vezes. A média da forga aplicada para abrir o conjunto
(destorque) foi computada para cada conjunto. As médias do destorque, obtidas
para cada grupo, foram respectivamente: (1) 92,3 £ 2,9%, (2) 81,6 + 5,0%, (3) 86,4
+ 4,6% e (4) 84,0 £ 7,0%. Os conectores pré-fabricados apresentaram uma maior
forca de destorque quando comparados aos grupos calcinaveis (p<0,05).
Nenhuma diferenga significante foi observada entre os grupos calcinaveis. Os
autores concluiram que os conectores pré-fabricados apresentam uma maior
manutencgao da for¢a de torque inicialmente aplicada, necessitando de uma maior
forca para soltar o conjunto, e que os procedimentos de fundigdo diminuem a
porcentagem do torque inicial, o que pode influenciar na estabilidade final do

conjunto.
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ApOs a vasta literatura publicada e a consagragao do sistema de conexao
hexagonal externa, outros sistemas foram propostos, na tentativa de melhorar
algumas provaveis falhas deste sistema. Em sequéncia, foram propostos e
desenvolvidos os sistemas de conexao interna. Essas conexdes diferem bastante
da anterior quanto a maneira de se adaptar os componentes protéticos aos
implantes. Diferentemente do que se observava com o hexagono externo, cada
empresa desenvolveu seu préprio mecanismo e desenho de conexao interna, com
caracteristicas unicas, dificultando uma padronizagao do sistema. O principal
objetivo do sistema de conexao interna em relagdo ao seu precursor foi conseguir
uma melhor distribuicdo das forgas mastigatorias e estabilidade mecéanica entre os
componentes protéticos em fungao, diminuindo assim os espacgos existentes entre
implantes e componentes.

Balfour e O’'Brien (1995) compararam trés diferentes tipos de conexdes em
implantes, conexdo do tipo hexagono externo, hexagono interno e octégono
interno quanto as propriedades mecanicas. A conexao hexagonal externa, quando
submetida as forcas laterais, apresentou danos irreparaveis quando comparado
aos outros sistemas de conexdo, sendo o sistema de hexagono interno o que
exibiu melhor estabilidade. Os autores atribuiram os achados aos diferentes
comprimentos dos componentes protéticos e ao tipo de metal utilizado (titanio
comercialmente puro no hexagono externo e liga de titdnio no hexagono interno).

Binon (2000) realizou uma revisdo de literatura sobre as diferentes
conexoes protéticas disponiveis no mercado e os diferentes tipos de componentes

dos sistemas de implantes. Em relacdo a conexao protética, o autor afirmou que
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existem mais de 20 tipos diferentes de conexdes, embora possam ser resumidos
em 2 grandes grupos, os de conexao interna e externa. Segundo o autor, os
sistemas com conexdes internas resultam em uma adaptacdo mais estavel, pois o
intimo contato entre as paredes internas do implante e o conector protético
favorece a distribuicdo de forgas, protegendo desta forma o parafuso de retengao.
Ainda segundo o autor, a adaptagao, liberdade rotacional, propriedades fisicas e
adequado torque dos componentes protéticos sido fatores determinantes na
estabilidade da conexao. Além disso, clinicamente deve-se procurar uma situagao
de adequada distribuicdo das cargas mastigatorias, direcionando-as ao longo eixo
dos implantes e distribuindo-as em um maior numero de implantes possivel, além
de se buscar uma passividade no assentamento da protese.

Krennmair et al. (2002) avaliaram de forma retrospectiva o sucesso clinico
de implantes do sistema Frialit-2 com conexao hexagonal interna de 5,5mm de
altura em restauragdes de coroas unitarias. Em um periodo de 7 anos, foram
avaliados 146 implantes, dos quais 93 tiveram coroas cimentadas com cimento
provisoério, 22 tiveram coroas parafusadas com parafuso oclusal e 31 coroas
parafusadas com parafusos laterais. A taxa de sobrevida foi de 97,35% para os
implantes e 96,4% para as coroas. A taxa total de complicacédo protética foi de
18%, tendo sido registrado fratura de componentes, afrouxamento das coroas
protéticas, fratura da ceramica e complicagdes teciduais. Nao houve afrouxamento
dos parafusos de retengao das coroas com parafuso central, apenas em 1 protese
com parafuso lateral, e 9 coroas cimentadas tiveram que ser novamente
cimentadas. A taxa total de afrouxamento dos parafusos dos conectores foi de

3,5%.
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Tavarez, em 2003, realizou um estudo para avaliar as alteracbes na
interface implante-conector de sistemas com conexdo interna e externa com
conectores pré-fabricados ou calcinaveis, através das medidas de desadaptacao,
e a condicao de torque e destorque dos parafusos de fixagdo quando submetidos
a ensaios de fadiga. Nos 5 grupos estudados: grupo 1- implante HE e conector
UCLA com restauragbes cimentadas, grupo 2- implante HIl e conector pré-
fabricado com restauragdo cimentada, grupo 3- implante HI e conector pré-
fabricado com restauragao cimentada, grupo 4- implante HE e conector UCLA com
restauracdo parafusada e grupo 5- implante HE com conector CeraOne e
restauracado cimentada. Os corpos de prova foram submetidos a ensaios de fadiga
de até 500.000 ciclos utilizando-se uma maquina de ensaio MTS 810. Testes de
torque e destorque dos parafusos de fixagdo, e analise da desadaptacdo da
interface implante-conector antes e apds a aplicagéo de cargas foram realizados.
Observou-se que: 1) houve diferengas no diametro da base de assentamento dos
implantes e conectores entre 0,03 mm e 0,75 mm; e no didmetro do
hexagono/octagono entre implantes e conectores de 0,01 a 0,05 mm, sendo que
no grupo que utilizou HI ndo foram encontradas diferengas; 2) o comprimento dos
parafusos variou entre 5,95 mm e 8,83 mm, o comprimento das roscas variou
entre 4,52 mm e 5,72 mm, enquanto que o didmetro variou de 1,79 a 1,99 mm; 3)
ap6s o ensaio de fadiga, observou-se melhor adaptagcdo dos conjuntos de
implantes HE com conectores CeraOne quando comparados aos implantes HI e
conectores tipo UCLA; 4) houve reducgao estatisticamente significante da condigao

de torque dos grupos estudados apos o ensaio de fadiga, e 5) houve uma forte
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correlagdo entre a aplicagdo das cargas ciclicas e a diminuicdo da condi¢ao de
torque, enquanto que nas demais variaveis nao houve esta correlacao.

Em 2008, Akga e Cehreli realizaram um estudo comparando a transmissao
de forcas por meio de modelos de fotoelasticidade e por analise extensiométrica
(Strain-Gauge) na regido periimplantar de diferentes tipos de implantes de
conexao interna conica. Os modelos fotoelasticos utilizados no estudo foram
fabricados com implantes dos sistemas SynOcta (conexao coOnica de 8°), ITI
monobloco, AstraTech (conexdo cbnica de 11°) e Bicon (conexao interna cbnica
por friccdo de 1,5°). Apds o posicionamento dos espécimes nos modelos, foi
aplicada uma carga estatica de 75N em duas dire¢des, vertical e obliqua (20°). Os
autores concluiram que a macroestrutura dos sistemas pode ter pouca relagao
com a perda 6ssea marginal, sendo muito mais importante fatores como o
tratamento de superficie e a rugosidade superficial, uma vez que as conexdes
internas cbnicas comportaram-se de maneira similar aos implantes avaliados.
Concluiram ainda, que o aumento do didmetro dos implantes pode reduzir de
forma consideravel o estresse distribuido na regiéo.

Sailer et al. (2009) realizaram um estudo para avaliar a distribuicdo de
carga em conectores de zircbnia com conexao hexagonal interna ou externa. Os
conectores de zircbnia usados no estudo foram divididos em quatro grupos de 20
espécimes cada: A) StraumannCARES abutments sobre implantes Straumann; B)
conectores Procera sobre implantes Branemark; C) conectores Procera sobre
implantes NobelReplace; e D) conectores Zirabut SynOcta sobre os implantes
Straumann prototipo. Em cada grupo, 10 conectores foram deixados sem coroa

protética (A1 a D1) e 10 receberam coroas ceramicas (A2 a D2). Uma carga
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estatica foi realizada de acordo com a norma ISO 14801 até a falha dos
componentes. Os grupos com restauracdbes nao mostraram diferentes
significantes de resisténcia a fratura quando comparados aqueles sem
restauracoes. Ao final do estudo os autores concluiram que o tipo de conexao
influenciou significantemente a resisténcia dos conectores de zircénia. Os maiores
valores de resisténcia a fratura foram alcangados pelos conectores com conexao
interna.

Mais recentemente, o sistema de conexdo Cone Morse vem ganhando
bastante espaco, tanto comercialmente quanto clinicamente, na implantodontia.
Esse sistema é tido como mais estavel biomecanicamente e mais eficiente em
termos de selamento bacteriano, devido ao desenho da sua conexao.

Merz et al. (2000) realizaram um estudo no qual compararam por meio da
analise de elementos finitos a conexao do tipo cone morse com a conexao externa
de um sistema de implantes. Para tal, simularam a aplicagdo de uma carga ciclica
de 380 N distribuida em 15° ou 30° em ralagéo ao longo eixo do implante. Nas 2
direcdes de aplicacido das forgas, a conexao do tipo cone morse mostrou-se mais
efetiva na distribuicdo de forgcas para os implantes, enquanto que a conexao
externa concentrou muito mais forca nas roscas do parafuso protético, o que,
segundo os autores, pode ser um indicativo do elevado numero de falhas de
parafusos nos sistemas de conexao externa.

Em 2004, Nentwig publicou um estudo no qual 5439 implantes com
conexao do tipo cone morse (Ankylos) foram acompanhados durante 60 meses. O
autor descreve o sistema como sendo de boa capacidade de estabilidade primaria,

mesmo em situagdes onde o leito 6sseo é considerado de qualidade pobre; capaz
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de distribuir a carga de maneira fisiolégica no osso adjacente; apresenta um
melhor selamento bacteriano entre o implante e o conector protético; boa
capacidade de restauracao protética simples e de custo acessivel. Os critérios de
sucesso utilizados foram: estabilidade clinica, auséncia de inflamacao dos tecidos
duros e moles, auséncia de perda progressiva de osso ao redor do implante e
satisfacdo do paciente. O indice de sucesso variou entre 95,8% e 98,7%,
dependendo da aplicacdo clinica, levando o autor a concluir que o sistema é
bastante satisfatério quanto a aplicabilidade clinica e a manutencéo da saude peri-
implantar.

Quaresma et al. (2008) compararam por meio da analise de elementos
finitos a distribuicdo de forgas entre os sistemas de conexédo do tipo hexagono
interno e cone morse. Para o estudo, foram simuladas coroas metaloceramicas
adaptadas aos conectores de cada sistema, sobre as quais foi aplicada uma forca
de 100N na cuspide vestibular. O estresse resultante foi medido na proétese, no
conector protético, no implante e nosso adjacente. O sistema de hexagono interno
provocou maior estresse no o0sso alveolar e na prétese, porém menor no conector
protético. Ja o sistema cone morse resultou em um maior estresse no conector,
mas com um menor estresse no 0sso alveolar e na prétese. De acordo com os
resultados obtidos, os autores acreditam que o sistema de conexao do tipo cone
morse pode levar a uma menor reabsor¢cao 0ssea do que o hexagono interno,
acreditando que o formato do seu conector protético dissipa, de maneira mais
efetiva, as forgas geradas sobre a protese.

Independente dos diversos desenhos de sistemas de conexao propostos,

uma das mais provaveis causas de falhas em implantes osseointegrados é a
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inadequada adaptacao entre os implantes e seus componentes protéticos. Apesar
dos constantes esforgos buscando limitar as desadptacdes entre os componentes,
OS espacgos vazios, provenientes dessa pobre adaptacdo, ainda atuam como
armadilhas para as bactérias presentes na cavidade oral, podendo causar reacdes
inflamatdrias nos tecidos moles peri-implantares. Essas reag¢des inflamatdrias, se
nao controladas, podem levar ao desenvolvimento de uma peri-implantite,
comprometendo o sucesso clinico dos implantes (JANSEN et al. 1997).

O formato de alguns implantes, principalmente os de 2 partes (mais
utilizados nas clinicas odontoldgicas), favorece o acumulo do biofilme bacteriano
entre seus componentes. Isso geralmente ocorre nas interfaces implante-conector,
conector-protese e sobre as superficies dos conectores, proteses e implantes. O
tamanho da fenda existente na interface implante-conector contribui para o
acumulo de biofiime e produz um meio ideal para a colonizagdo bacteriana.
Acredita-se ainda que estes espacos se encontrem aumentados quando ha forgas

obliquas durante a fungdo (STEINEBRUNNER et al. 2005).

2. 3 Colonizagao bacteriana dos Implantes e doen¢a peri-implantar

A colonizagao da cavidade bucal, nos seres humanos, inicia-se durante o
nascimento e a presenca de bactérias continua por toda a vida (BOWDEN;
Edwardsson, 1995). Sao varias as espécies bacterianas que colonizam a cavidade

bucal transitoriamente. Entretanto, se houver uma superficie favoravel para sua
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aderéncia e permanéncia, essa colonizagao poder ser prolongada (SOCRANSKY;
MANGANIELLO, 1971).

Segundo Quirynen et al. (2005), os componentes protéticos dos implantes
favorecem a instalagdo do biofilme bacteriano e é necessario determinar a
composic¢ao desse biofilme em varias etapas clinicas para compreender seu papel
na manutencgédo da saude periodontal ou desenvolvimento da doenga. A presenca
ou auséncia de espécies antagonistas e patdégenos invasores pode influenciar a
condigcédo de saude ou doenga (HILLMAN et al., 1985; SOCRANSKY et al., 1988).

Agregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella forsythensis, e
Porphyromonas gingivalis sao considerados patégenos fundamentais para o
desenvolvimento da periodontite e peri-implantite. Outras espécies, como
Prevotella intermedia, Campylobacter rectus, Peptostreptococcus micros,
Fusobacterium nucleatum, Eubacterium nodatum, Streptococcus intermedius e
espiroquetas, sdo apontadas como possiveis patdégenos associados a condigédo de
doenga (RENVERT et al., 1998; CUGINI et al., 2000; QUIRYNEN et al., 2002;
SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002).

O termo peri-implantite caracteriza a condicdo de doenca nos tecidos de
suporte dos implantes, e foi definido no Workshop Europeu de Periodontia em
1993 (ALBREKTSSON; ISIDOR, 1994). Este termo nao € sinénimo de “falha do
implante”. A presenga de uma inflamagdo nos tecidos peri-implantares nao
significa que, inevitavelmente, havera um comprometimento da osseointegracao e
consequente perda do implante (MOMBELLI et al., 2001).

A primeira colonizagao bacteriana nas bolsas peri-implantares caracteriza-

se por um aumento no numero de estreptococos anaerdébios facultativos.
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Entretanto, anaerébios gram-negativos foram isolados em alguns casos em
pequenas quantidades (MOMBELLI et al., 1988). Com o decorrer do tempo, ha
uma diminuicido dos estreptococos facultativos e um aumento na proporg¢ao de
gram-negativos anaerodbios estritos, como Fusobacterium spp. e Prevotella spp.
(MOMBELLI; MERICSKE-STERN, 1990). As bactérias encontradas em sitios com
doenca periodontal estdo associadas aquelas encontradas na periodontite de
adultos, com excegcdo dos microrganismos Porphyromonas gingivalis e
Agregatibacter actinomycetemscomitans (MOMBELLI et al., 1987).

Varios estudos sobre a microbiota presente ao redor de implantes
odontoldgicos tém sido publicados, alguns dos quais relatam a presenga de
possiveis patdgenos periodontais habitando o sulco peri-implantar de implantes
que falharam (ELLEN, 1998). Os estudos sugerem que os patdégenos periodontais
podem estar envolvidos na perda Ossea peri-implantar. Possivelmente, os
microrganismos ou os produtos de seu metabolismo alojam-se nas fendas
existentes entre os componentes e sao responsaveis por essa perda Ossea
(LINDHE, et al., 1992; QUIRYNEN; VAN STEENBERGHE, 1993; ERICSSON et
al., 1995; PERSSON et al., 1996).

Socransky et al. (1998) analisaram, por método de diagnéstico molecular de
DNA, a microbiota subgengival de 185 pacientes, e observaram a existéncia de
interacbes microbianas, dividindo-as em cinco complexos. Concluiram que a
presenca de uma bactéria especifica esta na dependéncia da presenca de pelo
menos mais uma bactéria do mesmo complexo. Segundo os autores, o0s

microrganismos do complexo vermelho (P. gingivalis, T. Forshytensis e T.
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denticola) estdo associados as bolsas periodontais profundas, e a presenca
destas bactérias na microbiota gengival resulta em uma maior destruicdo dos
tecidos periodontais. Concluiram também que estes microrganismos estao
fortemente associados aos do complexo laranja, que compreende as espécies
Fusobacterium, Prevotella e Campylobacter. Estes dados sugerem a existéncia de
uma sucessao na colonizagdo de acordo com os complexos, sendo o laranja
antecessor e menos agressivo que o vermelho.

Diversos estudos publicados na literatura, tanto in vitro quanto in vivo, tém
demonstrado que implantes com conectores protéticos rosqueaveis estdo mais
frequentemente associados a passagem de microrganismos tanto do meio externo
para o interior dos implantes quanto no sentido inverso.

Traversy e Birek (1992), realizaram um estudo para determinar se ocorre
infiltracao de fluido ou penetragao bacteriana bidirecional entre os componentes
do sistema de implantes Branemark. Foram testadas as hipéteses de que: 1)
existe infiltragdo entre a juncao implante/pilar (I/P) seguramente apertada, e, 2) se
os Streptococcus sanguinis podem penetrar no espago entre I/P. Oito amostras
foram imersas em uma solug¢ao padréao de paranitrofenol (PNP). Apds 24 horas as
amostras foram abertas e a quantidade de PNP foi analisada por um
espectrofotdmetro. Oito implantes imersos em uma solugdo sem PNP serviram
como controle. Sete implantes com a interface selada serviram como controles
positivos. No teste de infiltracado de fora para dentro, foi encontrada diferenca
estatistica (p<0,0001) entre as medidas de densidade Optica. No teste de
infiltracdo de dentro para fora, a diferenga foi também significante. Amostras

estéreis dos componentes conjugados, seladas e ndo seladas, foram imersas em
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meio de cultura, inoculado com Streptococcus sanguinis. A infiltracdo foi medida
pela contagem de unidades formadoras de col6énia (UFC). Apds incubacgéao de
pontas de papel estéril, esfregadas contra as superficies dos corpos-de-prova, em
meio de cultura e contagem das ufc, foram encontradas diferengas significantes
entre o grupo experimental e o controle, mostrando que houve contaminagao de S.
sanguinis através da interface implante/pilar.

Jansen et al. (1997) relataram que os sistemas de implantes com dois
estagios estdo mais sujeitos a apresentar fendas e cavidades entre implantes e
pilar, que podem atuar como um algapao para bactérias, possibilitando reacao
inflamatdria no tecido mole peri-implantar. Os autores observaram que tais fendas
entre componentes séo inevitaveis e sua significancia clinica tem ha muito sido
negligenciada pelos fabricantes e clinicos. Assim, para determinar se havia
infiltracdo microbiana por esta interface, 13 diferentes combinacdes pilar-implante
foram feitas a partir de 9 sistemas de implantes: Ankylos, Astra, Bonefit com pilar
cbnico, Bonefit com pilar octa, Branemark, Calcitek, Frialit-2 com anel de silicone,
Frialit-2 com pilar convencional, Ha—Ti com coroa, Ha—Ti com pilar telescopico,
IMZ Titanium abutment e IMZ conector e Semados. Tais combinacdes foram
expostas a cultura microbiana in vitro, na qual a penetracdo da bactéria
Escherichia coli foi observada em dez espécimes de cada combinacido. A
extensdo da fenda marginal entre os componentes pré-fabricados, medida com
um microscopio eletrénico de varredura, foi menor que 10 mm em todos os
sistemas. Todos os sistemas apresentaram infiltragdo microbiana, porém, quando

o implante Frialit-2 foi unido com um anel de silicone o escoamento foi menor.
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Piattelli et al. (2001), realizaram um estudo para comparar o grau de
penetragcdo bacteriana e fluidos orais em dois sistemas de implantes diferentes,
um com o conector protético apenas rosqueavel (SRA) e outro com o componente
cimentado (CRA), utilizando 12 amostras de cada tipo. A anélise por microscopia
eletrdbnica demonstrou que a fenda entre o implante e o componente rosqueavel
variou entre 2 e 7 mm, enquanto que nos cimentados esta fenda foi de 7 mm. Nos
cimentados, a fenda foi completamente preenchida pelo cimento. Em testes de
infiltragdo marginal, utilizando azul de toluidina e cultura microbiana, foi possivel
observar que a penetragao do corante e dos microrganismos ocorreu apenas pela
interface implante/conector protético e para os espacos internos do sistema
rosqueavel. Com base nos resultados obtidos neste estudo, os autores concluiram
que os conjuntos com conectores cimentados apresentam melhores resultados em
relagao a penetragao bacteriana e de fluidos comparados aos rosqueaveis.

Rimondini et al. (2001), avaliaram, in vivo, a contaminagédo do interior de
conjuntos implante/conectores, apds a aplicagdo da carga oclusal, em implantes
selados ou ndo com silicone. Oito conjuntos selados e nove ndo selados foram
colocados em sete pacientes que apresentaram boa higiene oral. Dois meses
ap6s a reconstrucdo protética, coroas e intermediarios foram removidos e a
contaminagdao organica e inorganica foram avaliadas através de microscopia
eletrénica e analise de dispersao de energia através de um espectroscopio. Uma
contaminagao amorfa e cristalina, sugestiva de calcio e fosfato, foi encontrada em
todas as superficies das roscas. Contaminagao bacteriana foi observada mais

frequentemente no grupo nao selado. Nao houve diferengas quanto a tipos
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morfolégicos de bactérias presentes nos dois grupos, sendo cocos o0s
microrganismos mais representativos. Os autores concluiram que, em situagdes
clinicas, penetracao de fluidos ocorre através da interface implante/conector, mas
€ limitada em pacientes com boa higiene oral, e que a contaminagdo pode ser
reduzida através do selamento com silicone.

Steinebrunner et al. (2005) avaliaram in vitro a infiltracdo bacteriana por
meio da interface implante-conector protético apds a aplicagao de carga ciclica em
um simulador de mastigagao. Foram avaliados implantes com conexao hexagonal
interna e externa. Os autores testaram a hipdtese de que a aplicagdo de carga
diminuiria a estabilidade do conjunto levando a passagem de microrganismos
através dos espacos existentes entre os componentes protéticos e implante. Cinco
diferentes sistemas de implantes com 8 combinacdes diferentes foram testados.
Coroas metalicas unitarias foram confeccionadas para conjunto. O interior dos
implantes foi inoculado com uma suspenséo bacteriana e os conjuntos imersos em
uma solugao de nutrientes. Os conjuntos foram submetidos a uma carga ciclica de
120N em uma frequéncia de 2Hz durante 1.200.000 ciclos. Houve diferenca
significante  entre os sistemas de implantes com relagdo ao
numero de ciclos mastigatorios necessarios até a ocorréncia de penetracao das
bactérias. Todos os sistemas apresentaram passagem de microrganismos atraves
da interface implante-conector. A média de ciclos de carga até a deteccédo do
microrganismo E. coli na solugdo em torno das amostras foi 172.800 para o
sistema Branemark; 43.200 para o Sistema Frialit-2/Hermetics; 64.800 para o
Sistema Substitua-Select; 345.600 para o Sistema Camlog e 24.300 para o

sistema Screw-Vent System Segundo os autores, o grau de penetragao bacteriana
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através da interface é dependente da precisdo do ajuste entre o implante e o
conector protético, o grau de micro-movimentos entre os componentes e as forgas
de torque usadas para conecta-los.

Proff et al. (2006) realizaram um estudo in vitro com o objetivo de examinar
a capacidade do microrganismo Porphyromonas gingivalis, um dos principais
causadores da peri-implantite, em passar através da interface implante-conector
protético em sistemas de implantes de titdnio utilizados para ancoragem
ortodéntica, e avaliar sua viabilidade no interior dos implantes. Os autores
avaliaram também a eficacia da gutta-percha no selamento dos espacos
presentes entre os componentes e implantes. Doze implantes de titanio
(Straumann, diametro: 3,3 mm, comprimento 5,5 mm) com seus respectivos
conectores protéticos foram usados no estudo. O torque utilizado para a
adaptacao dos componentes protéticos foi de 20 Ncm. Seis componentes foram
selados com gutta-percha antes do apertamento do parafuso e 6 foram adptados
diretamente aos implantes. Posteriormente, os implantes foram imersos em uma
solugao nutritiva (boullion tioglicolato com solugdo haemin-menadiona) contendo o
microrganismo P. gingivalis. Amostras microbiolégicas foram coletadas a partir do
interior dos implantes apos 24 e 72 horas e analisadas através de métodos de
cultura convencional. Apds a analise, os autores observaram sinais de
contaminagao a partir do interior dos implantes apds 24 horas de incubacao. Os
microrganismos também foram detectados no interior dos conjuntos selados com
gutta-percha. Os autores alertam para o fato de que a interface implante-conector
protético constitui um meio propicio para a passagem de microrganismos

potencialmente causadores da doenca peri-implantar, e que a sobrevivéncia das
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espécies no interior dos implantes é possivel, uma vez que estes espacos atuam
como reservatorios. O estudo ndo apresentou nenhuma prova que o selamento
dos espagos com gutta-percha € um meio eficaz para prevenir a colonizagao
bacteriana secundaria no interior dos implantes.

Duarte et al. (2006) testaram a capacidade de materiais em selar os
espacos existentes entre a interface de conectores protéticos e implantes com
conexao hexagonal interna ou externa. Um verniz ou selante de silicone foi
aplicado na porcéo cervical dos implantes dos grupos experimentais. Os grupos
controles permaneceram expostos. Todos os conectores foram apertados com
torque de 20 Ncm, com um torquimetro manual. Os conjuntos implantes-
conectores foram imersos em tubos de ensaio com 4 ml de uma suspensao
contendo Enterococcus faecalis. Apos periodos de 7, 14, 21, 35, 49 e 63 dias, a
capacidade de vedacéo foi verificada. Os conectores foram removidos, e amostras
do interior dos implantes foram coletadas com o auxilio de cones de papéis
esterilizados. Os materiais obtidos foram analisados por meio de cultura
microbiana convencional. Nao houve diferengas significantes entre os dois
materiais testados para o selamento em cada periodo de tempo (teste de Fisher;
P> 0,05). Os autores concluiram, ao final do estudo, que os materiais testados n&o
foram capazes de evitar a contaminagao durante os 63 dias de experimento; a
contaminagao bacteriana foi verificada apés 14 e 35 dias nos grupos controles e
experimentais, respectivamente; e que embora os materiais testados tenham
monstrado capacidades similares de vedacdo, os implantes dentarios
apresentaram contaminacao bacteriana, independentemente da sua configuragao

hexagonal externa ou interna.
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Nascimento et al. (2008) avaliaram, in vitro, por meio de cultura microbiana
convencional a passagem do microrganismo Fusobacterium nucleatum através da
interface entre implantes hexagonais externos e conectores protéticos fundidos ou
pré-fabricados. Foram avaliados 10 conjuntos para cada tipo de conector. Ao final
de 14 dias, somente um conjunto de cada grupo apresentou sinais da passagem
do microrganismo através da interface implante-conector. Segundo os autores, o
baixo indice de contaminagdo em ambos os grupos pode ter sido atribuido ao
controlado processo de fundicdo e a boa adaptagao entre a superficie do implante

e componente protético.

Pautke et al. (2009) propuseram em seu estudo a fabricacdo de um
conector protético a partir de uma liga metalica com efeito de memaria, com o
objetivo de diminuir os espagos entre os componentes e implantes evitando a
passagem microbiana. O conector, com conexdo hexagonal externa, foi
desenhado usando uma liga metalica de nitinol com memodria baseando-se em
calculos matematicos, considerando a temperatura da liga possiveis modificagcoes
reversiveis em sua estrutura cristalina. Os prototipos dos conectores foram
testados quanto a sua suscetibilidade a penetragéao de microrganismos in vitro, em
condigcbes estaticas e dinamicas. Para o grupo controle foram usados conectores
semelhantes, mas fabricados com ligas convencionais. Os conjuntos foram
imersos em solugdes bacterianas por 1 semana e a contaminagao no interior dos
implantes foi avaliada por meio de cultura convencional. A analise microbiolégica

nao revelou nenhuma penetracdo do microrganismo Escherichia coli em
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condigbes estaticas, quer no grupo controle ou de protétipos. Em condigdes
dindmicas, no entanto, os protétipos mostraram uma redugéo significativa de
infiltracdo bacteriana em comparagdo com os controles. Os autores concluiram
que os conectores desenvolvidos usando uma liga com memdria mostraram uma
reducao significativa de infiltragdo bacteriana quando comparado aos conectores
convencionais, € esta melhora pode minimizar os problemas clinicos, tais como
peri-implantite e, consequentemente, aumentar o sucesso em longo prazo dos

implantes dentarios.

Aloise et al. (2010) determinaram e compararam a frequéncia de infiltracao
bacteriana do Streptococcus sanguinis biétipo Il por meio da interface implante-
conector protético entre os dois sistemas de implantes com conexao do tipo cone
morse. Dois diferentes métodos de ativacdo dos conectores cbnicos foram
utilizados: Tapped-in (Bicon) e Screwed-in (Ankylos). Vinte conjuntos implantes-
conectores foram usados, 10 Bicon e 10 Ankylos. A parte interna de cada um dos
20 implantes foi previamente inoculada com 0,1 mL de uma solugdo contendo o
microrganismo S. sanguinis Il (ATCC 10557). Os componentes foram, entéo,
adaptados aos implantes conforme especificagdes dos fabricantes. Em seguida,
foram totalmente imersos individualmente em tubos de ensaios contendo uma
solugao estéril de nutrientes (BHI). Os conjuntos foram incubados em condigdes
anaerobicas a 37°C por 14 dias. Os tubos foram monitorados diariamente para a
ocorréncia de turvagcdo do meio de cultura em decorréncia da infiltragdo
microbiana através da interface dos conjuntos. Dois tubos contendo os conjuntos

implantes-conectores, 2 de cada grupo, apresentaram turvacdo do meio de
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cultura, indicando a existéncia de crescimento bacteriano dentro dos implantes
ap6s 48 horas de incubagdo. A passagem dos microrganismos através da
interface foi confirmada pelo teste de cultura microbiana para a presenga de
Streptococcus sp. Nenhum dos tubos controles usados para avaliacdo da possivel
contaminagdo externa dos conjuntos foram contaminados. A frequéncia de
infiltracdo bacteriana na interface implante-conector, com os dois diferentes
sistemas de implantes cone morse, foi de 20% para cada sistema. Nao houve
diferenga significante entre eles. Os autores concluiram que, independentemente
de qual dos dois sistemas de conexao do tipo cone morse usados, Tapped-in
(Bicon) ou Screwed-in (Ankylos), este estudo in vitro mostrou a passagem

bacteriana por meio da interface implante-conector protético.

2. 4 Técnicas moleculares de diagnétisco microbiolégico

Estudos encontrados na literatura tém demonstrado que diversos
microrganismos presentes na cavidade oral, em especial os relacionados a
doenca periodontal, sdo responsaveis pelos maiores indices de insucesso dos
implantes, além de fatores oclusais desfavoraveis (ONG et al. 1992; SBORDONE
et al.,, 1995). A presenca de bactérias periodonto-patogénicas nos sulcos peri-
implantares e a presenca de dentes com periodontite préximos aos implantes
dentais sao considerados fatores de risco para o sucesso dos implantes

(GOUVOUSSIS et al., 1997; SAITO et al., 1997).
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Técnicas moleculares de diagndstico foram desenvolvidas durante as duas
ultimas décadas e tém sido extensivamente usadas na detec¢do e quantificacéo
de espécies microbianas habitando a cavidade oral (SAKAMOTO et al. 2005;
HAFFAJEE et al. 2009; COSTA et al. 2010). Estas técnicas sao mais rapidas,
sensiveis e especificas quando comparadas as técnicas convencionais de cultura
microbiana, que podem falhar ao detectar e identificar varias espécies
frequentemente presentes na cavidade oral, microrganismos muitas vezes
incultivaveis ou fastidiosos (ROLPH et al. 2001; BARBOSA et al. 2009; ROCAS et
al. 2010). Os métodos moleculares permitem uma identificagdo mais precisa das
espécies bacterianas que apresentam um comportamento fenotipicamente
divergente e ndo sao dependentes da viabilidade celular, o que representa uma
grande vantagem em estudos avaliando infec¢gdes anaerdbicas, onde a morte
celular pode ocorrer durante a coleta ou transporte das amostras (WHELEN;
PERSING 1996; PITT; SAUNDERS, 2000). Estas técnicas tém revelado uma
enorme variagao na microbiota presente em diversas regides do corpo humano
(ECKBURG et al. 2005; DETHLEFSEN et al. 2007; GRICE et al. 2008; OAKLEY et
al. 2008). Estes estudos revelaram uma grande quantidade de espécies
bacterianas ainda nao cultivaveis e que podem estar ou ndo associadas a
processos infecciosos (TURNBAUGH et al. 2007; MULLARD 2008).

Recentemente, o sequenceamento do gene 16S DNA ribossomico (rDNA),
presente no genoma bacteriano, tem sido largamente usado para a avaliar a
diversidade microbiana da boca (GU et al. 2009), es6fago (MACFARLANE et al.

2007), estdbmago (LI et al. 2009), intestino (HILL et al. 2010), colon (MAKIVUOKKO
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et al. 2010) e vagina (OAKLEY et al. 2008). Esta técnica nao permite a
quantificacdo das espécies encontradas, mas possibilitam a deteccdo de uma
vasta populacdo de espécies ainda nao-cultivaveis e muitas vezes associadas
com a condicao de doenca.

A técnica de hibridizagdo DNA Checkerboard (SOCRANSKY et al. 1994)
utiliza sondas feitas a partir de DNA genbmico, e apresenta como principal
vantagem a identificagcdo e quantificagcdo de varias espécies bacterianas em um
grande numero de amostras da cavidade oral simultaneamente, e ¢
particularmente aplicavel em estudos epidemioldgicos. Esta técnica tem sido
aplicada recentemente em diversas areas da odontologia para avaliar a
composi¢ao do biofilme bacteriano em condigdes de saude ou doenga (ABERG et
al. 2009, TELES et al. 2010, KIM et al. 2010, VETTORE et al. 2010), e na
conducao de estudos sobre a associacdo entre o biofilme bacteriano e fatores
locais e sistémicos (BORGES et al. 2009, DEMMER et al. 2010). A técnica
também é usada para avaliar a microbiota associada com lesbes endodénticas
(ROCAS; SIQUEIRA 2010), na mudanca de composi¢cdao do biofilme como

resultado do tratamento de terapias periodontais (HAFFAJEE et al. 2009).

Ao longo da ultima década, estudos de acompanhamento clinico foram
realizados para avaliar a composigdo da microbiota presente em pacientes
reabilitados com implantes osseointegraveis. Quirynen et al. (2005), estudaram a
composi¢cdo microbiolégica através da técnica de hibridagdo DNA-Checkerboard
em pacientes submetidos a tratamento com implantes (Branemark System,

Nobelbiocare) mandibulares apés 10 anos de fungdo. Trinta e sete pacientes
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desdentados totais com média de idade variando dos 36 aos 85 anos, foram
divididos em dois grupos: (1) 25 pacientes reabilitados com proéteses tipo
overdenture (OD) e, (2) 12 pacientes portadores de protese fixas sobre os
implantes (FFP). As amostras das placas subgengivais foram coletadas com o
auxilio de cones de papel estéreis. Apos os 10 anos de funcao das proteses nao
foram observadas diferencas estatisticas quanto a composicdo das placas
subgengivais entre os grupos estudados (OD e FFP). A microbiota subgengival
dos implantes apresentou baixas quantidades de DNA (+10x10°), mas grande
frequéncia de deteccdo de Actinobacillus actinomycetemcomitans (>90%),
Prophyromonas gingivalis (>85%) e Tannerella forsythensis (30%).

Dahlén e Leonhardt (2006) avaliaram através da técnica do DNA-
Checkerboard, a associagao de 13 novas bactérias periodontopatogénicas, com
12 patdégenos periodontais consagrados. Amostras de sitios saudaveis e com
doenca periodontal foram coletadas de 50 pacientes com cones de papel
absorventes. Essas amostras foram testadas contra 25 sondas genbémicas das
espécies a serem avaliadas. Os autores observaram que, das 25 espécies
estudadas, 24 foram detectadas mais frequentemente nos sitios com doenca
periodontal que em sitios saudaveis. Das novas espécies associadas as doencgas
periodontais, apenas Prevotella tannerae, Filifactor alocis e Porphyromonas
endodontalis apresentaram diferencas estatisticas em relacéo aos sitios saudaveis
e com doenca periodontal. Os autores concluiram que estes microrganismos
devem ser considerados em conjunto com as 12 espécies ja consagradas no

diagndstico da periodontite associada a microbiota bacteriana.
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Mais recentemente, a técnica vem sendo utilizada em estudos clinicos e
laboratoriais para a identificacdo e quantificacdo de espécies bacterianas
provenientes do interior de implantes osseointegraveis. Callan et al. (2005)
investigaram por meio de sondas de DNA as bactérias periodontopatogénicas que
podem habitar as superficies internas e componentes protéticos dos implantes.
Foram avaliadas amostras provenientes de 54 implantes em 32 pacientes, sendo
24 da regiao maxilar e 30 da mandibula. Apés 5 meses da colocagdo dos
implantes, com o auxilio de cones de papel esterilizados, os autores coletaram
amostras do interior de 43 implantes e das roscas dos parafusos dos conectores
cicatrizacdo de 11 implantes. Foram confeccionadas sondas de DNA gendmico
para detectar as seguintes espécies bacterianas:  Agregatibacer
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythensis, Campylobacter rectus, Eikenella
corrodens, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia e Treponema denticola. Todas as amostras coletadas a partir dos
parafusos de cicatrizagdo apresentaram resultado negativo para todas as espécies
avaliadas. Moderados a altos niveis de 8 espécies potencialmente patogénicas
foram encontradas habitando a superficie interna dos implantes. A porcentagem
total de resultados positivos para estas espécies foi: 41,9% A
actinomycetemcomitans, 60,5% T. forsythensis e 44,2% C. rectus, 60,5% E.
corrodens, 48,8% F. nucleatum, 46,5% P. gingivalis, 55,8% P. intermedia e 51,2%
T. denticola. Nao foram observadas diferengas significantes para as colonizagdes
obtidas quando foram comparadas as regides de localizagdo dos implantes,

maxila ou mandibula. As espécies foram encontradas colonizando os implantes no
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prazo de 25 dias apds a cirurgia de reabertura e posicionamento do conector de
cicatrizacdo. Segundo os autores, estes resultados parecem apoiar investigagoes
prévias demonstrando a translocacao de bactérias da denticdo residual para os
implantes.

Nascimento et al. (2009) realizaram um estudo in vitro para avaliar a
viabilidade do meétodo de hibridizacdo DNA Checkerboard na deteccdo e
quantificacdo de espécies bacterianas provenientes das partes internas dos
implantes, e comparar a infiltracdo bacteriana através da interface entre implantes
e conectores totalmente calcinaveis ou calcinaveis com a plataforma protética pré-
fabricada. Nove conectores totalmente plasticos e outros 9 conectores plasticos
com a plataforma protética pré-fabricada em Co-Cr foram fundidos em uma liga de
Ni-Cr. Um terceiro grupo com nove implantes foi utilizado como controle positivo
para a contaminacdo. O interior dos implantes foi inoculado com 3 yL de uma
solucdo contendo 10® células/mL de Streptococcus sobrinus. As amostras
bacterianas foram imediatamente coletadas dos implantes do grupo controle,
enquanto que os componentes fundidos dos grupos 1 e 2 foram unidos aos
implantes de duas partes com conexdao hexagonal externa. Apds a unido, os
conjuntos foram completamente imersos em 5 mL de caldo Tripty Soy Broth (TSB)
esterilizado. Apos 14 dias de incubacdo em condigcdes de anaerobiose, a
passagem de microrganismos através da interface implante-conector foi avaliada
por meio da contaminacao do meio TSB. A contaminacéao interna dos implantes foi
avaliada com o método de hibridizagdo DNA Checkerboard. O método de
deteccado proposto foi suficientemente sensivel para detectar e quantificar os

microrganismos recolhidos das partes internas dos implantes. N&o houve
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diferenga significante em relagao a infiltragdo bacteriana e contaminacao interna
dos implantes em ambos os conectores avaliados. As contagens bacterianas no
grupo controle foram significantemente do que nos grupos experimentais. A
frequéncia de infiltracdo bacteriana através da interface ndo apresentou diferenca
significante quando conectores fundidos ou pré-fabricados foram usados. Os
autores concluiram que a técnica de hibridizagado DNA Checkerboard constitui um
método adequado para a avaliagdo de contaminacdo interna de implantes
dentarios, embora estudos adicionais sdo necessarios para validar a precisdo do
método.

Barbosa et al. (2009) compararam, in vitro, a infiltragdo bacteriana na
interface entre implante-conector protético pela cultura microbiana convencional e
o método de diagnostico molecular DNA Checkerboard. Vinte implantes
Branemark-compativeis com um didmetro de 3,75 mm e uma plataforma de
hexagono externo foram divididos aleatoriamente em dois grupos de 10 conjuntos
implantes-conectores. Um grupo foi utilizado para analisar a contagem bacteriana
no interior dos implantes pela hibridizacado DNA Checkerboard e o outro pela
cultura convencional. Quantidades definidas de Fusobacterium nucleatum (3 pL,
correspondentes a 108 ufc/mL) foram inoculadas no interior dos implantes de
ambos os grupos. Apos a inoculagcdo, os componentes protéticos dos implantes
foram adaptados com um torque de 32 Ncm. Os conjuntos implantes-conectores
dos 2 grupos foram colocados individualmente em tubos contendo meio de cultura
CaSaB esterilizado e incubados em condigdo de micro-aerofilia a 35°C por 14
dias. Os tubos foram observados diariamente quanto a turvacdo do meio,

indicativo da passagem do microrganismo do interior dos implantes para o meio
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externo. Apds o sinal de contaminacdo do meio, nos casos de turvacao, ou ao final
dos 14 dias de experimento, o conteudo do interior dos implantes foi coletado com
escovas do tipo microbrush e analisado pelos métodos propostos. Seis tubos com
0os conjuntos implantes-conectores apresentaram turvacdo do meio, sinal
indicativo da passagem do microrganismo pela interface. Ambos os métodos
utilizados para quantificagdo mostraram reduzidas contagens de microrganismos
recolhidos a partir do interior dos implantes. No entanto, o numero de contagens
de F. nucleatum foi maior pelo método DNA Checkerboard quando comparado
com o grupo analisado por cultura convencional. Ao final da investigagdo, os
autores concluiram que o método DNA Checkerboard mostrou-se mais sensivel
do que a cultura microbiana convencional na detecgdo dos microrganismos.

Neste recente estudo, Cosyn et al. (2009), compararam a composigao
microbiana dos sulcos peri-implantares e componentes internos dos implantes,
sem sinais clinicos de peri-implantite e em fungao por varios anos. Utilizaram a
técnica de hibridizacdo DNA Checkerboard para identificar e quantificar 40
espécies bacterianas distintas. Cinqlienta e oito implantes de titdnio com conexao
hexagonal externa (Branemark Implants) de oito pacientes sistemicamente
saudaveis (sete mulheres e um homem) foram envolvidos no estudo. Todos os
implantes estavam localizados na maxila e haviam sido carregados com proteses
parafusadas ha pelo menos 10 anos. Amostras de fluido gengival foram coletadas
dos sulcos peri-implantares. Todas as restauragdes foram removidas, e amostras
de biofilme bacteriano das roscas dos parafusos de fixacdo dos conectores
protéticos foram coletadas com o auxilio de bolinhas de algoddo completando as

amostras para a analise microbioldgica.. A freqiéncia e nivel de detecgao
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bacteriana foi muito semelhante para as amostras dos sulcos peri-implantares
quando comparadas as amostras do interior das préteses. No entanto, ndo houve
correlacdo microbiana entre os diferentes sitios. Comparando-se as amostras
provenientes dos parafusos de fixacdo das préteses com as dos sulcos peri-
implantares, a maioria das espécies avaliadas foram menos frequentes e em
menor numero no primeiro grupo. Apesar da auséncia de sinais clinicos de peri-
implantite nos implantes envolvidos neste estudo, a alta prevaléncia de espécies
associadas com a patologia foi significante. Os autores alertam para o alto indice
de contaminagao encontrado nas partes internas dos componentes protéticos, e
sugerem que 0s espacos resultantes da pobre adaptagéo entre os componentes
dos implantes de duas partes podem ter sido o principal caminho para a infiltragcao
bacteriana. Os autores concluiram que a contaminacao dos parafusos de fixacao
dos conectores protéticos provavelmente teve origem no sulco peri-implantar
seguindo pelas interfaces implante-conector e conector-protese.

A extensa literatura sugerindo a passagem de bactérias pela interface entre
implantes e conectores protéticos como consequéncia do afrouxamento do
parafuso de fixagcdo dos conectores protéticos levou Nascimento et al. (2009) a
investigarem a influéncia da repeticdo do apertamento dos parafusos sobre a
infiltragcdo do microrganismo Streptococcus mutans através da interface entre
implantes e conectores pré-fabricados. Vinte conectores calcinaveis e com a
plataforma protética hexagonal externa pré-fabricada em Cr-Co foram divididos em
2 grupos iguais. Os parafusos dos conectores foram apertados a 32 Ncm no grupo
1 (n = 10, controle) e apertados a 32 Ncm, desapertados e re-apertados com o

mesmo torque por duas vezes no grupo 2 (n = 10). Apds as unides, 0s conjuntos
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foram individualmente imersos em tubos contendo 5 mL de caldo TSBy inoculado
com S. mutans, e incubados em condigdes de micro-aerofilia por 14 dias. Apds o
periodo de incubacdo, a possivel contaminacdo do interior dos implantes foi
avaliada pelo método de hibridizacdo DNA Checkerboard. Foram encontrados
microrganismos abrigando a superficie interna dos implantes dos dois grupos
avaliados. No entanto, as contagens bacterianas no grupo onde os parafusos
foram re-apertados foram significantemente maiores do que no grupo controle.
Esses resultados indicam que a infiltracdo bacteriana entre os implantes e
conectores ocorre mesmo sem agao de carga sobre 0s conjuntos, € a passagem
de microrganismos € maior quando o parafuso do conector sobre tensodes

repetidas.



3. PROPOSICAO
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Os objetivos do presente estudo, in vitro, foram:

— avaliar, por meio da técnica de hibridizagdo DNA Checkerboard, a passagem de
bactérias presentes na saliva humana para o interior dos implantes através da
interface implante-conector protético sob aplicagdo de carga ciclica controlada e

na auséncia de carga;

— comparar a quantidade de microrganismos recolhidos do interior dos implantes

com conexao do tipo hexagono externo, hexagono interno e cone morse.



4. MATERIAIS E METODOS
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4. 1 Ensaio de simulagao de carga sobre os implantes

Selegcao dos implantes

Para o presente estudo, foram utilizados 60 implantes odontoldgicos de
titanio com 10 mm de altura cada (SIN® - Sistema de Implante Nacional, S&o
Paulo, Brasil), dos quais 20 apresentavam conexao do tipo hexagono externo
(SUR 3710 - Implant Revolution, 3,75 mm O, Lote G40368), 20 conexao do tipo
hexagono interno (SIHS 4510 - Implant Strong, 4,5 mm O, Lote G40362) e 20
conexao do tipo cone morse (SCM 3810 - Implant Revolution Morse, 3,8 mm J,
Lote F90075). Para a avaliagdo da passagem bacteriana, foram constituidos
corpos de prova compostos pelos implantes e seus respectivos conectores
protéticos. Foram selecionados para a composi¢do dos conjuntos, conectores
protéticos conicos de titanio com 2 mm de altura (SIN® - Sistema de Implante
Nacional), 20 com a plataforma protética em hexagono externo (AC 4102, 4,1 mm
J, Lote G10020), 20 em hexagono interno (AC4502, 4,5 mm J, Lote F80222) e 20
em cone morse (ACM 4802, 4,8 mm O, Lote F80593). Nas Figuras 1 e 2 estdo

representados os implantes e conectores utilizados.

Figura 1 — Implantes com seus respectivos conectores protéticos
unidos: A) Hexagono externo; B) Hexagono interno e C) Cone morse.



Doutorado 74

NASCIMENTO,C.

P

L)

v
|
|

!

M0

Figura 2 — Implantes e seus respectivos conectores protéticos: A)
Hexagono externo; B) Hexagono interno e C) Cone morse.

Os implantes e conectores foram recebidos do fabricante em embalagens

esterilizadas, assim como sao disponibilizados comercialmente (Figura 3).

Figura 3 — Implantes em suas embalagens disponibilizadas no mercado.

Na Figura 4 estao representados os 3 tipos de plataforma de conexédo dos

implantes selecionados para o estudo.
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Figura 4 — Vista superior dos 3 tipos de conexdes utilizadas: A) Hexagono externo; B)
Hexagono interno e C) Cone morse.

Para o enceramento das coroas metalicas unitarias dos grupos que foram
submetidos a ciclagem de carga, foram utilizados 30 cilindros protéticos
calcinaveis com hexagono externo e com a plataforma protética pré-fabricada em

Cr-Co (CALE 06, SIN®- Sistema de Implante Nacional, Lote F10880 — Figura 5).

Figura 5 — A: Cilindro protético usado para enceramento das coroas metalicas; B:
Esquema de montagens dos componentes protéticos ao implante de hexagono
interno
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Foram selecionados 30 parafusos de titanio para fixagao das coroas sobre
os conectores protéticos (PRH 30, 3 mm de compromento, Lote G40389). Para a
realizacao do estudo, os implantes e componentes protéicos foram divididos em
grupos de acordo com o tipo de conexdo, da seguinte forma: Grupo 1 - 20
conjuntos implante Hexagono Externo (HE)/Conector protético; Grupo 2 - 20
conjuntos implante Hexagono Interno (HI)/Conector protético; e Grupo 3 - 20
conjuntos implante Cone Morse (CM)/conector protético. Cada grupo foi
subdividido em 2 grupos de 10 conjuntos cada, um Controle onde a contaminagao
bacteriana foi avaliada em condigéo estatica, e outro grupo submetido a ciclos de

carga.

Obtencao da base para enceramento das coroas protéticas e teste piloto de
carga

Foi confecciona uma matriz metalica para a realizacdo do enceramento das
coroas protéticas (Figura 6). A mesma matriz foi projetada para ser usada no teste
piloto de contaminagdo dos implantes. Foram feitos orificios com o mesmo
diametro dos implantes estudados, e a estabilizacao final dos implantes foi feita
por meio de parafusos de contengao localizados na lateral da matriz. A matriz foi
utilizada para posicionar igualmente todos os cilindros protéticos sobre os
implantes e seus conectores, obtendo-se um enceramento padronizado das
coroas protéticas para os 3 grupos. Separadamente, um implante de cada tipo de
conexao, idéntico aos utilizados no estudo, foi parafusado sobre a matriz metalica,

e sobre o mesmo foi adaptado o seu respectivo conector protético com o auxilio
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de chaves manuais. Por fim, sobre cada conjunto implante-conector montado
sobre a matriz, foram posicionados, um a um, os cilindros protéticos para o

enceramento das coroas (Figura 7).

Figura 6 — A: Vista superior da matriz metalica mostrando os dois orificios para o posicionamento dos implantes; B:
Vista lateral mostrando os parafusos de fixagao lateral dos implantes.

Figura 7 - A: Posicionamento do
implante em um dos orificios da matriz
metalica para enceramento da coroa
protética (vista superior); B: Vista lateral
de um implante de conexdo hexagonal
externa (esquerda) e um de conexdo do
tipo cone morse (direita) com seus
respectivos conectores protéticos
adaptados; C: Posicionamento do cilindro
protético sobre um dos conectores.




NASCIMENTO,C. Doutorado 78

Enceramento das coroas protéticas

Sobre os cilindros protéticos ja adaptados aos conjuntos implantes-
conectores fixados a matriz metalica, foram enceradas as 30 coroas unitarias
simulando a anatomia do primeiro molar permanente inferior (altura de 0,8 cm,
largura mésio-distal de 1 cm e largura labial-lingual de 0,6 cm). Além de simular a
reabilitagcdo de um elemento dentario posterior, as coroas foram confeccionadas
nestas dimensdes para proporcionar uma superficie adequada para a aplicagao da
carga ciclica durante o teste de contaminagdo. Para servir como padréao aos
demais enceramentos, uma primeira coroa fixa parafusada sobre o conector
protético dos implantes foi encerada, a qual possibilitou a confeccdo das demais

coroas protéticas com as mesmas dimensdes (Figura 8).

Figura 8 — Coroa padrédo encerada sobre o cilindro
protético
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Para o enceramento da cora, foi usada uma cera para enceramento de
incrustagdes (Kota Industria e Comércio, Sdo Paulo, SP, Brasil). Foram criados 2
canais auxiliares sobre a coroa encerada, um na regido superior para o0
despejamento da cera plastificada, e outro na regido lateral para facilitar o
escoamento da cera durante o procedimento de enceramento. Com o conjunto
todo posicionado sobre a matriz metalica (implante - conector - coroa encerada),
foi realizado um alivio em cera 7 sobre o enceramento e canais de alimentacao

para criar o espago necessario para o material de moldagem (Figura 9).

Figura 9 — A: Coroa encerada posicionada na matriz metdlica sobre o implante; Confecgdo dos canais de
alimentagéo e alivio em cera para o enceramento, vista superior (B), frontal (C) e lateral (D).
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Primeiramente foi confeccionada uma matriz com a pasta pesada da silicona
de condensacgéo (Zetaplus+indurent Gel, Zhermack, Badia Polenise, RO, Italia)
sobre os componentes e matriz metélica, servindo como uma moldeira para a
moldagem final (precisa) com a pasta leve. Apds a presa do material pesado, a
matriz foi dividida ao meio com o auxilio de uma Iamina de bisturi. O alivio em cera
7 foi removido seguindo-se com a moldagem final com a pasta leve da silicona
(Oranwash L+Indurent Gel, Zhermack, Badia Polenise, RO, Italia). Apds a
moldagem final, a matriz em silicona foi mais uma vez dividida ao meio na mesma
posicao inicial, obtendo-se duas metades com as copias negativas da coroa

padrdo encerada (Figura 10).

Figura 10 — A: Molde do sistema montado sobre a matriz metalica, obtido em silicona, para a o enceramento das coroas
protéticas. Na imagem podem ser observados os canais de alimentagdo para injegdo e escoamento da cera plastificada; B: Molde
montado sobre a matriz metalica com o implante em posicéo.

Todos os demais cilindros protéticos tiveram sua porgao calcinavel cortada
na mesma altura para facilitar o posicionamento da matriz de silicona sobre os
conjuntos adaptados a matriz metalica. Apds o posicionamento das duas partes da
matriz em silicona, as coroas foram confeccionadas com o gotejamento da cera

plastificada através do canal auxiliar superior (Figura 11).
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Figura 11 — A: Porgcdo calcinavel dos cilindros protéticos cortados para posicionamento no molde de enceramento; B:
Adaptacgdo do molde sobre a matriz e enceramento das coroas com a cera plastificada.

Para a plastificagcdo da cera foi utilizado um plastificador de cera com
regulagem digital da temperatura de fusdo da mesma (Hotty LED, Renfert GmbH,
Hilzigen, Alemanha). Apds o resfriamento da cera, as duas partes da moldeira
eram separadas e o acabamento final das coroas feito com auxilio de uma
espatula LeCron. As coroas enceradas permaneceram imersas em agua destilada

até o procedimento de inclusdo e fundi¢ao (Figura 12).

Figura 12 — A: 30 coroas protéticas enceradas; B: Coroas armazenadas em agua destilada até o
processo de incluséo e fundigao.
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Inclusao e fundigao das coroas protéticas
Incluséo

Todas as coroas enceradas foram individualmente conectadas a canais de
alimentagao em cera (sprues), em sua porgao lateral mais cervical (2 mm distante
do colar metalico), para o procedimento de fundigdo. As coroas e sprues foram
conectadas aos anéis de borracha para a inclusdo nos anéis de fundigao (Figura

13).
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Figura 13 — A e B: Sprues adaptados a porgéo lateral e cervical das coroas; C e D: Coroas com os
sprues posicionados nos anéis de borracha para o processo de inclusao e fundigéo.
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Para a inclusdo das coroas, foi utilizado um revestimento fosfatado, de ciclo
rapido, Castorit Super C (Dentaurum, Ispringen, Alemanha, Lote 120631). O
revestimento foi proporcionado segundo as especificagdes do fabricante.
Inicialmente, o revestimento foi manipulado manualmente para a confec¢ao da
boneca. Uma pequena quantidade de revestimento foi aplicada com o auxilio de
um pincel sobre as coroas e sprues, procurando desta forma cobrir e preencher
todas as partes dos componentes evitando a formacdo de bolhas que
prejudicassem o processo de fundigdo das pegas (Figura 14). Por fim, para cada
anel de fundicdo montado, uma quantidade do revestimento foi espatulada
mecanicamente a vacuo por 60 segundos em espatulador elétrico (Turbomix -
EDG Equipamentos e Controles Ltda, Sado Carlos, SP, Brasil). Ao final da

espatulagao, a massa foi vazada sob vibracdo até o preenchimento total do anel e

deixada a temperatura ambiente por 10 minutos.

Figura 14 — A e B: Confecgao da boneca (insergédo do revestimento sobre os enceramentos); C: Posicionamento das coroas no
anel de fundigdo para preenchimento com o revestimento.
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Fundigdo

As coroas foram fundidas em uma liga de Co-Cr especificamente formulada
para esses sistemas (Kera 501, Lote P 03113, SIN®). As fundicdes foram
realizadas na maquina de fundicdo Discovery Plasma (EDG Equipamentos e
Controles Ltda., Sdo Carlos, SP, Brasil) do Laboratério de Solda a Laser e
Corrosado da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto - USP. Esta maquina
promove a fusdo da liga com arco voltaico de corrente continua através de um
eletrodo de tungsténio, a vacuo, e sob atmosfera inerte de argénio, sobre cadinho
de cobre. Essa maquina tem a unidade de fundigdo formada por duas camaras
ligadas entre si. A pastilha da liga fica posicionada sobre o cadinho de cobre da
camara superior e € fundida pela corrente elétrica gerada pelo arco voltaico.
Depois de fundida, a liga é injetada no anel de fundigdo posicionado na camara
inferior por agao do vacuo gerado entre as duas camaras da maquina de fundigéo,

e da pressao de argbnio aplicada sobre camara superior. A Figura 15 ilustra os

equipamentos usados no processo de fundicio.

Figura 15 — A: Espatulador a vacuo; B: Forno para aquecimento do anéis de fundigéo; C: Maquina de
fundigdo; D: Camara de arco voltaico (superior) e camara a vacuo (inferior) da maquina de fundicéo.
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Como todas as coroas foram enceradas a partir do mesmo molde de
silicona, a quantidade de cera usada para a confeccdo de cada coroa foi a
mesma, correspondendo ao mesmo peso final para todas as amostras estudadas
(0,8 g), padronizando desta forma a distor¢do causada pelo processo de fundigéo.
Depois de fundidas, as coroas obtidas foram desincluidas e jateadas com 6xido de
aluminio (Polidental Ind. e Com. Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil), granulagdo de 100
pMm, sob pressao de 80 lib/pol2 (5,62 kgf/cm2) para a remogdo do material de
revestimento.

O ciclo térmico utilizado para o processo de fundicdo das coroas esta

representado no grafico a seguir (Figura 16):
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Figura 16 — Ciclo térmico de fundi¢cdo dos corpos de prova.

Tratamento do metal (degaseificagao)
Apos o processo de fundicao, foi feito o tratamento de superficie das pecas

fundidas. Para este procedimento as pecas foram usinadas com pedra de 6xido de
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aluminio para remover nodulos e irregularidades e novamente jateadas com pé6 de
oxido de aluminio (100um) a pressao de 40 lib/pol2 (2,81 kgf/lcm2). As pecgas
foram, entdo, levadas a cuba ultra-sbnica (Ultrasonic Cleaner, Odontobras,
Ribeirdao Preto, SP, Brasil) para limpeza e remog¢do de impurezas onde
permaneceram por 10 minutos em alcool isopropilico. O acabamento do metal foi
essencial para garantir a lisura adequada das superficies das coroas, minimizando
a formacao do biofilme bacteriano durante o teste de contaminacéo (Figura 17).
Apds o tratamento do metal, as 30 coroas fundidas foram dispostas
individualmente em envelopes grau cirurgico de polietileno e esterilizadas por

plasma de perdxido de hidrogénio durante 60 minutos.

Figura 17 - A: Coroas
protéticas apds o processo de
fundicdo e remogédo do excesso
de material de revestimento; B:
Coroas recortadas dos sprues e
jateadas; C, D e E: Coroas
polidas com pedras e borrachas,
em vista lateral (C), inferior (D) e
superior (E).




NASCIMENTO,C. Doutorado 87

Teste Piloto de contaminagdo dos implantes

Apés a fundicdo das coroas metalicas, foi realizado um teste piloto com 4
implantes e 4 conectores protéticos iguais aos selecionados para o estudo, 2 com
conexao hexagonal externa e 2 com conexao tipo cone morse. Este estudo piloto
serviu para avaliar a viabilidade do estudo quanto a diluicdo da saliva humana e
numero de ciclos propostos para a realizacao do teste de contaminagdo. A mesma
matriz metalica usada para o enceramento das coroas foi utilizada nesta etapa
para a aplicagdo de carga sobre os conjuntos implantes-conectores. Apos
esterilizacdo dos componentes protéticos e da matriz metalica, em condicbes
assépticas e dentro de um fluxo laminar, os implantes foram adaptados a matriz e
seus respectivos conectores e coroas foram parafusados com chaves manuais.
Os conectores foram adaptados aos implantes com um torque final de 20 Ncm,
enquanto que nas coroas metalicas o torque foi de 10 Ncm, de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. A matriz metalica foi fixada por dois parafusos
sobre a base de uma caixa confeccionada em acrilico (10 mm x 8 mm x 6 mm),
dentro da qual foram colocados 50 mL de saliva humana diluida na proporcéo
1:200 (Figura 18). A saliva foi coletada de um individuo saudavel. Os conjuntos
implantes-conectores ficaram imersos apenas parcialmente, o suficiente para
estabelecer o contato entre a saliva e a interface de conexdo, e ao mesmo tempo
evitar uma contaminagao através da interface entre o parafuso de fixagcao oclusal
e a coroa. Uma resisténcia foi colocada no interior da caixa para o controle da
temperatura da saliva em 37°C. A caixa foi coberta com laminas de cera e cola a

base de cianoacrilato, permanecendo somente um orificio para a passagem do
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dispositivo para a aplicagdo da carga. Todo o sistema foi adaptado por meio de
parafusos em uma maquina de ensaio universal (EMIC MEN 2000) para a
aplicagcado da carga ciclica. Um dispositivo foi desenvolvido para aplicar a carga
sobre 2 implantes simultaneamente. Dois conjuntos implantes-conectores, um de
cada tipo de conexdo, foram submetidos a 3000 ciclos de carga com uma
intensidade de 120N, em uma frequéncia de 70 ciclos por minuto. Outros 2
conjuntos, iguais aos primeiros, foram usados como controle, ou seja, foram
testados sem a aplicagao de carga. Ao final do teste, amostras da saliva usada no
teste e amostras do interior dos 4 conjuntos foram coletadas e avaliadas quanto a

presenca de 12 espécies bacterianas.

Caixa de Acrilico (c) Dispositivo para a
aplicacao da carga (e)

Resisténcia (d) Matriz Metdlica (a)

Coroas protéticas adaptadas sobre
os implantes (b)

Figura 18 — A figura ilustra a matriz metdlica e a caixa de acrilico utilizadas para a avaliagdo da
passagem dos microrganismos através da interface implante-conector. (A) Matriz metalica e caixa de
acrilico separadas; (B) Ap6s unido do conjunto para fixagdo na maquina de Ensaios Universal.
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Obtencéao da base dos corpos de prova

Todos os implantes foram embutidos em resina acrilica auto-polimerizavel
(VIPI, Pirassununga, SP, Brasil) para serem posteriormente submetidos a
aplicagao de carga. Um cano de PVC com 20 mm de didmetro interno e 15 mm de
altura foi usado como molde para constituir a base dos corpos de prova em resina
acrilica. Os implantes foram incluidos de forma que a forgca aplicada durante o
teste de contaminagdo incidisse a uma distdncia de 4 mm do longo eixo do
implante, configurando desta forma uma forgca de acdo lateral (excéntrica). Os
implantes foram posicionados com suas plataformas protéticas posicionadas 2 mm
acima da superficie de resina. Para que todos os implantes fossem incluidos
exatamente na mesma posi¢cao no interior do cano de PVC, foi utilizado um
paraleldbmetro com a base totalmente ajustavel. O anel de PVC, com suas
superficies internas devidamente isoladas com vaselina liquida, foi posicionado
sobre a base do paraleldbmetro na posicdo estabelecida. Os implantes foram
removidos de suas embalagens, e um a um, foram conectados a haste mével do
paraleldmetro sempre pelo mesmo conector protético ja fixado, garantindo desta
forma a mesma posicado a todos os implantes. A resina, ainda em sua fase
plastica, era vertida sobre o anel preenchendo-o totalmente para depois a haste
com o implante fixado ser descida até sua posicao final. A Figura 19 ilustra os
materiais utilizados e a sequéncia de embutimento dos implantes. Apds a reacao
exotérmica de polimerizagdo da resina, os corpos de prova foram removidos do
interior do cano de PVC e suas superficies foram regularizadas com lixas de

granulagao fina. Todos os corpos de prova de resina contendo os implantes foram
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embalados em envelope grau cirurgico de polietileno e esterilizados por plasma de

peréxido de hidrogénio durante 60 minutos.

Figura 19 — A: Anel de PVC usado como matriz para a base de resina acrilica; B e C: Paraleldmetro usado para a insergéo dos
implantes; D: Posicionamento do anel sobre a base mével e do implante na haste mével do paralelémetro; E: colocagédo da
resina na fase plastica dentro do anel; F: Inser¢gdo do implante na posicdo determinada; G e H: Limite da jungdo implante-
conector a 2 mm da base; I: Posicionamento do implante fora do centro da base para que a forga aplicada sobre a coroa
montada fique a 4 m do longo eixo; J, K e L: Implantes dos 3 grupos avaliados embutidos, HE (J), HI (K) e Cone Morse (L).
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Obtencgao da saliva

Foram coletadas amostras de saliva e biofilme supra-gengival de 5
individuos adultos saudaveis. Os participantes foram selecionados dentre os
pacientes da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto. Aos voluntéarios foi
facultado o direito de decidir sobre sua participagdo ou ndo na fase experimental
deste estudo durante o primeiro contato com os pesquisadores, e orientacdes
foram dadas quanto aos procedimentos da pesquisa. O presente estudo foi
realizado com a devida apreciacdo e aprovacdo do Comité de Etica da Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto (CAE 0028.0.138000-10). Na fase de
recrutamento, foram incluidas pessoas de ambos os sexos, independente da faixa
etaria e que nao apresentavam manifestacées bucais de moléstias sistémicas ou
processos infecciosos agudos na cavidade oral. Procurou-se realizar as coletas
sempre no mesmo horario, além de constituir um grupo de estudo com pessoas
sob condi¢gdes ambientais semelhantes, idades préximas, sob tipo de alimentacao
e cuidados semelhantes, a fim de se obter uma maior uniformidade da amostra de
saliva, reduzindo com isso a variabilidade.

Todas as etapas micorbiolégicas do estudo foram realizadas em ambiente
asséptico, livre da contaminacdo externa, em um fluxo laminar e com bico de
Bunsen. Inicialmente, a area interna do fluxo foi iluminada durante 30 minutos por
luz ultra-violeta, apods desinfecgdo por alcool 70. Toda a vidraria, pingas,
torquimetro e chaves para torque foram previamente autoclavados. Os operadores
foram devidamente paramentados com luvas cirdrgicas, gorros e mascaras

esterilizadas. Foram coletados 2 mL de saliva ndo estimulada de individuo em
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tubos de ensaio. Ao final das coletas, as amostras de saliva dos 5 individuos
foram transferidas para um unico tubo. Amostras do biofilme supra-gengival foram
coletadas das faces lingual/palatina e labial dos primeiros molares superiores e
inferiores de cada individuo com o auxilio de curetas e adicionadas aos 10 mL de
saliva previamente coletados, procurando desta forma aumentar a concentracao
de microrganismos na saliva. Apds as coletas, o tubo contendo a saliva e biofilme
bacteriano dos 5 pacientes foi homogeneizado durante 3 minutos e armazenado
em estufa bacteriolégica a 37°C até o inicio do teste de contaminagdo dos

implantes (Figura 20).

Figura 20 — A: Salivas coletadas para o estudo; B: Saliva apés homogeneizagdo e
mistura do biofilme supra-gengival.
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Montagem dos corpos de prova para a aplicagao da carga ciclica

Os corpos de prova com os implantes foram retirados das embalagens de
esterilizacdo e mantidos na posicado vertical. Previamente a unido dos
componentes, o conteudo do interior dos implantes dos 3 grupos envolvidos no
estudo foi coletado com o auxilio de escovas do tipo microbrush (Cavibrush,
Dentscare LTDA, Joinvile, SC, Brasil) para servirem como controle negativo da
contaminagao interna dos implantes. Ao total, foram obtidas 30 amostras, sendo
10 de cada tipo de conexdo. Apds a coleta, as pontas das escovas foram
colocadas individualmente em microtubos contendo 150 uL de solugao tampéao TE
(10 Mm Tris-HCI, 1 Mm EDTA pH 7,6). Em seguida, cada um dos tubos recebeu
150 pL de NaOH 0,5 M e foram armazenados a 4°C até o processamento pela
método de hibridizagdo DNA Checkerboard. Em seguida, os conectores protéticos
foram adaptados aos seus respectivos implantes nos grupos 1, 2 e 3 com o auxilio
da chave manual (SIN®). O torque final foi dado com um torquimetro manual
(SIN®) calibrado em 20 Ncm, conforme as instrugdes do fabricante. Por fim, as
coroas metdlicas foram adaptadas aos conjuntos montados com um torque final
de 10 Ncm. Os 30 conjuntos implantes-conectores dos grupos 1, 2 e 3 tiveram o
orificio superior, usado para a fixacdo das coroas, selado com uma camada de
guta-percha (DFL Hygienic, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e cola adesiva a base de
cianoacrilato (Loctite, Henkel, Dusseldorf, Alemanha). A Figura 21 ilustra a

sequéncia de montagem dos componentes sobre os implantes.
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Figura 21 — A: Coleta da amostras do interior dos implantes previamente a montagem; B: Posicionamento do
componente protético; C: Torque final de 20 Ncm; D: conjunto implante-conector montado; E: Adaptacdo da
coroa metalica; F: Torque final de 10 Ncm.

Apds a montagem dos componentes protéticos, os corpos de prova foram
conectados em tubos de borracha (40 mm de altura e 20 mm @) previamente
esterilizados por plasma de peréxido de hidrogénio. A Figura 22 ilustra a
adaptacao dos corpos de prova nos tubos de borracha e a colocagao da saliva.

Os tubos foram fixados a base de resina acrilica dos corpos de prova com
cola adesiva a base de cianoacrilato (Loctite) e serviram como um reservatério
para a colocacao da saliva durante o experimento. Com todo o sistema montado,
foram inseridos no interior de cada um dos corpos de prova 1,5 mL da saliva
coletada para o estudo. O volume de saliva inserido em cada corpo de prova foi
suficiente para cobrir a interface de conexao entre o implante e o conector

protético, sem atingir o orififio de acesso para o parafuso de fixacdo da coroa
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metalica, de modo a impossibilitar a passagem dos microrganismos da saliva por

qualquer outra via além da interface implante-conector protético.

Figura 22 — A e B: Sistema de implante montado e tubo de borracha usado para
compor o corpo de prova; C: Corpo de prova pronto apés adaptagdo do tubo d
borracha; D: Inser¢do da saliva; E: Vista frontal dos corpos, mostrando a interface
do conjunto imersa em saliva.
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O tubo contendo a saliva e o biofilme supra-gengival foi homogeneizado
durante 3 minutos em um agitador de tubos e a saliva foi inserida no interior dos
corpos de prova com o auxilio de uma pipeta de precisao automatica (Gilson, UK).

Foram coletadas, também com escovas microbrush, 12 amostras da saliva
utilizadas para imersdo dos corpos de prova. Ao final do periodo de ensaio de
carga ciclica, foram coletadas 12 amostras da saliva remanescente nos tubos,
para a verificagdo da viabilidade das espécies presentes na saliva apdés o

experimento.

Montagem dos corpos de prova sobre a maquina de simulagao carga ciclica
Para o ensaio de aplicagéo de carga ciclica sobre os conjuntos implantes-
conectores, simulando o efeito da mastigagdo humana, foi utilizada uma maquina
de simulagao de fadiga (Elquip, Sao Carlos, SP, Brasil) do Laboratério de Solda a
Laser e Corrosao da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto - USP. Esta
maquina possibilita a condugéo de ensaios dindmicos de fadiga sobre 6 corpos de
prova simultaneamente. Os 6 pistdes usados para a aplicagéo de carga atuam de
forma independente sobre cada corpo de prova. A forga gerada sobre o corpo de
prova em cada ciclo de carga € dada por um sistema de molas, controlado através
de uma célula de carga. A maquina pode ser precisamente calibrada para a
aplicacao de uma carga até o limite maximo de 300N, com uma freqténcia de 1,8
Hz. A maquina possui um sistema de termociclagem integrado a base de fixagao

dos corpos de prova que permite a manutengcdo da temperatura programada
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durante todo o teste, com uma variagcdo de +1°C. O processo de aplicacdo da
carga é totalmente automatizado.

Os corpos de prova contendo os conjuntos implantes e conectores imersos
em saliva foram cuidadosamente fixados a base da maquina de ensaios. Os
corpos de prova ficaram justapostos, uma vez que suas bases em resina acrilica
foram construidas com a mesma dimensao dos nichos de fixacdo da maquina. Os
pistdes de aplicagdo de carga foram ajustados para incidirem simultaneamente
sobre todas as coroas montadas a uma distancia de 4 mm do longo eixo do
implante, simulando desta forma uma condicdo de forca excéntrica. Todo o
sistema foi selado com uma pelicula flexivel de acédo aderente (Parafim M,
Pechiney Plastic Packaging, Chicago, IL, EUA), o que permitiu o isolamento do
meio externo. O sistema de termociclagem foi ajustado para uma temperatura de
37°C, simulando a temperatura da cavidade oral, mantendo por condugdo a
temperatura no interior dos tubos de borracha durante todo o experimento. A
maquina foi programada para a aplicagédo controlada de uma carga de 120 N
sobre cada corpo de prova, com uma frequéncia de 102 ciclos por minuto (1,8 Hz),
durante 500.000 ciclos. A Figura 23 ilustra a sequéncia de montagem dos corpos

de prova na maquina de ciclagem.
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Figura 23 — A: Maquina usada para a ciclagem de carga; B: Calibracdo com a célula de carga dos pistdes de
aplicacdo da carga em 120 N; C e D: Posicionamento dos corpos de prova e pistdes de carga; E: O pistéo de
carga incide a 4 mm do longo eixo do implante; F: Selamento do conjunto com parafilme e regulagdo da
temperatura do sistema em 37°C.

Teste de contaminagao dos grupos controles
Os conjuntos implantes-conectores dos grupos controles dos 3 tipos de
conexdes avaliadas foram testados quanto a passagem de microrganismos

através da interface de forma estatica, ou seja, sem a aplicagdo de ciclos de

carga. Os implantes foram retirados de suas embalagens, apreendidos com o
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auxilio de uma pinga forte, tipo porta agulhas, e mantidos na posigéo vertical. Em
seguida, os respectivos conectores protéticos foram adaptados aos implantes com
o auxilio das chaves manuais (SIN®). Os componentes tiveram o mesmo torque
final dos implantes submetidos a ciclagem de carga (20 Nm), dado com o
torquimetro manual (SIN®). Apds a unido, os conjuntos implantes-conectores dos
3 grupos foram inseridos dentro de microtubos individuais, aos quais foram
adicionados 200 uL da saliva humana coletada (Figura 24). Este volume foi o
suficiente para cobrir a interface entre o implante e o conector protético,
restringindo a possibilidade da passagem de microrganismos somente por esta
via. Os microtubos foram incubados em estufa bacteriolégica a 35°C em
condicdes de microaerofilia durante 7 dias. Apds este periodo, os implantes foram

reabertos para coleta do material.

Figura 24 — A e B: Implantes imersos em saliva para o teste de contaminagdo estatico (Controle); C: O volume de
saliva usado para incubar os conjuntos foi o minimo suficiente para cobrir a interface implante-conector.

Coleta do material para analise pelo método DNA Checkerboard

Ao final do periodo de aplicacdo de carga ciclica nos grupos experimentais
e dos 7 dias de incubacdo dos grupos controles, os implantes foram reabertos
para coleta do material. Os corpos de prova submetidos a ciclagem de carga
foram removidos da maquina de simulacdo de fadiga e os tubos de borracha

foram removidos da base de resina com o auxilio de tesouras clinicas. Todos os
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conjuntos, grupo experimental e controle, foram lavados cuidadosamente com
solugdo tampéo salina fosfatada 0,1 M esterilizada (pH=7,0), e secados com
compressas de gaze esterilizada.

Os conjuntos foram reabertos por meio das chaves manuais, no interior do
fluxo laminar. O conteudo do interior dos implantes e o material presente nas
roscas dos parafusos de fixagado dos seus respectivos conectores protéticos foram
coletados com o auxilio de escovas do tipo microbrush. Apds a coleta, as pontas
das escovas foram colocadas individualmente em microtubos contendo 150 pL de
solugdo tampao TE. Em seguida, cada um dos tubos recebeu 150 uL de solugéo
NaOH 0,5 M e foram armazenado em 4°C até o processamento laboratorial

(Figura 25).

Figura 25 — Coleta das amostras do interior dos implantes (A) e parafusos de fixagdo dos conectores
protéticos (B); C: As amostras foram colocadas em microtubos de reagdo com TE; D: As amostras
coletadas das salivas usadas no teste e dos 3 grupos avaliados foram armazenadas em 4°C.
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4. 2 Avaliagao da contaminagao bacteriana pelo método de hibridizagao DNA

Checkerboard

Amostras do conteudo interno dos conjuntos implantes-conectores foram
coletadas com o objetivo de identificar e quantificar os microrganismos presentes
no interior dos implantes, comparando os sistemas de conexao hexagonal externo,
interno e cone morse. Para isso, foi utilizada a técnica de hibridizagdo com sondas
de DNA gendmico DNA Checkerboard. A técnica foi empregada neste estudo com

uma modificagdo em relagao a técnica descrita por Nascimento et al. (2008).

Obtencao dos microrganismos avaliados no teste de contaminagao

Os microrganismos selecionados para serem alvo de detecgdo no presente
estudo estédo listados na Tabela 1. Essas espécies foram selecionadas por serem
consideradas uma das primeiras colonizadoras do biofilme bacteriano dentario ou
por seus potenciais papéis no surgimento e desenvolvimento das doencgas
periodontais e peri-implantares (Cao et al., 1990; Zee et al., 1996). As cepas
utilizadas para o crescimento e multiplicagdo das espécies bacterianas foram
obtidas junto ao Groupe de Recherche en Ecologie Buccale (GREB) da Faculté de

Médecine Dentaire da Université Laval (Canada).
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Tabela 1- Espécies selecionadas para serem alvo no teste de
contaminagao bacteriana através da interface implante-conector.

Espécies Bacterianas

Agregatibacter actinomycetemcomitans a
Agregatibacter actinomycetemcomitans b
Bacteroides fragilis
Capnocytophaga gingivalis
Enterococcus faecalis
Eikenella corrodens
Porphyromonas gingivalis
Prevotella melaninogenica
Prevotella intermedia
Pseudomonas putida
Staphylococcus aureus
Streptococcus constelatus
Streptococcus mutans
Streptococcus oralis
Streptococcus sanguinis
Streptococcus sobrinus
Streptococcus salivarius
Streptococcus parasanguinis
Solobacterium moorei
Treponema denticola
Tanerella forsythensis
Veillonella parvula
Fusobacterium nucleatum
Fusobacterium periodonticum
Porphyromonas endodontalis
Peptostreptococcus micros
Neisseria mucosa
Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus gordonii
Streptococcus mitis
Lactobacillus casei
Staphylococcus pasteuri

Crescimento e multiplicagcao bacteriana
Todas as etapas microbioldgicas para o crescimento e multiplicagdo dos
microrganismos selecionados foram realizadas no Laboratoire de Pathogénicité

Microbienne da Faculte de Médecine Dentaire (Université Laval, Canada).
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Apds a incubagao apropriada de cada espécie dos microrganismos em
meio de cultura liquido, uma aliquota do inoculo foi transferida para tubos de
reagcao Falcon de 50 mL e centrifugados a 15000 rpm durante 30 minutos. O
conteudo sobrenadante foi desprezado e o sedimento (pellets) re-suspenso em
solugéo fisiolégica 0,7%. A partir do crescimento obtido, verificou-se a pureza da
cultura e a confirmacédo da espécie por meio da semeadura em placas de Petri

(20X100 mm), em meios de culturas apropriados (Figura 26).

Figura 26 — Verificagao da pureza das culturas microbianas apds crescimento e multiplicagao.

Extracao do DNA genémico das espécies

As sondas de DNA utilizadas no teste microbiologico de deteccdo DNA
Checkerboard sao preparadas a partir do DNA gendmico do microrganismo alvo.
Apos o procedimento de crescimento e multiplicagdo das espécies estudadas,
seguiu-se com a extracdo do DNA genbémico de acordo com o protocolo que
segue abaixo. O mesmo protocolo foi utilizado para todas as espécies envolvidas

no estudo.
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Os tubos de ensaio contendo o0s microrganismos cultivados foram
homogeneizados em um agitador de tubos durante 1 minuto e todo o conteudo
dos tubos foi transferido em aliquotas iguais de 1 mL para microtubos de reagao.

Os tubos foram centrifugados a 13200 rpm durante 10 minutos para
obtencao dos sedimentos (pellets). Todo o conteudo sobrenadante dos microtubos
foi descartado e sobre os pellets foram adicionados 700 yL de tampao de extragao
(NaCl 1,4 M; Tris-HCI 100 mM pH=8; EDTA 20 mM; Polivinilpirrolidona 1%; CTAB
2%; B-Mercaptanol 0,2%) com proteinase K (100 py/mL). Os microtubos foram
homogeneizados por 1 minuto e incubados a 65°C durante 30 minutos. Os
microtubos foram homogeneizados a cada 10 minutos durante a incubagao. Apos
o periodo de incubagéo, foram adicionados 650 uL de CIA (Cloroférmio:alcool
isoamilico — 24:1) em cada microtubo. Os tubos foram homogeneizados
lentamente por 30 segundos e centrifugados a 13200 rpm durante 7 minutos. A
fase aquosa de cada microtubo foi transferida para um tubo novo, ao qual foram
adicionados 200 pL de tampao de extragdo sem proteinase K. Seguiu-se com a
adicdo de 650 uL de CIA, homogeneizacdo por 30 segundos e centrifugacdo a
13200 rpm durante 7 minutos. A fase aquosa foi novamente transferida para outro
microtubo apds a centrifugagdo, com a adicdo de mais 650 pL de CIA. Os
microtubos foram centrifugados a 13200 rpm por 7 minutos. Este procedimento foi
repetido por mais 2 vezes para cada microtubo. Por fim, a fase aquosa foi
transferida para um novo tubo e precipitada com 1 volume de Isopropanol (Merck,
Darmstadt, Alemanha). O tubo foi centrifugado a 13200 rpm por 7 minutos. O

sobrenadante dos microtubos foi removido e DNA do microrganismo, contido no
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fundo do tubo, foi lavado com 50 pyL de Etanol 70% (Merck) e centrifugado a
13200 rpm durante 1 minuto. Este procedimento foi repetido por 2 vezes. O etanol
dos tubos foi removido, adicionando-se 60 uL de tampao TE (pH= 8) e 0,5 pL de

RNAse (20 mg/mL) em cada microtubo.

Purificagao e quantificagdao do DNA genémico extraido

Os microtubos contendo os DNAs foram levados a centrifuga a 13200 rpm
por 1 minuto. Removeu-se a solugcao sobrenadante e foi acrescentado 1,0 mL de
etanol 70%. As fibras foram lavadas com etanol 70% até a remog¢ao dos excessos
de sais e carboidratos. Apds a lavagem, removeu-se todo o etanol e 0o excesso
com o auxilio de papel absorvente. Foram acrescentados 60 uL de TE (pH= 8) e
os microtubos foram armazenados a 4°C. Apds o processo de extracdo e
purificacdo, o DNA foi submetido ao procedimento de quantificacdo e verificacédo
do grau de pureza no aparelho espectrofotbmetro GeneQuant pro (Amersham

Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK).

Analise em Gel de Agarose da integridade dos DNAs extraidos

Todos os DNAs extraidos foram submetidos a andlise de eletroforese em
gel de agarose 1% (Sigma, St. Louis, MO, EUA) corado com brometo de etideo
para verificacao da integridade de sua estrutura (peso molecular) e pureza. Como
controle, foi utilizado um marcador de peso molecular conhecido (DNA genémico
de fago lambda digerido com Hind IIl, 500 pg/mL).

A eletroforese em gel foi utilizada para se fazer mapas de restricdo dos

DNAs extraidos, que é um diagrama de uma molécula de DNA mostrando as
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posicoes relativas dos sitios de clivagem das moléculas por uma enzima de
restricdo. Depois, comparam-se suas migragoes eletroforéticas, possibilitando
assim a construcdo de mapas de restricao.

Para esta analise, foram depositados 500 ng de DNA de cada espécie
individualmente nos casulos da cuba de eletroforese (Fisher Scientific, Pittsburgh,
PA, EUA), aos quais foram adicionados 2 uL de Load Buffer (6X) e 8 uL de agua
mili-Q. Uma corrente elétrica de 70 V e 100 mA foram aplicados sobre a cuba de
eletroforese por 60 minutos. Ao final, os géis foram analisados em aparelho

transiluminador com lampada UV.

Amplificacdo dos DNAs extraidos pela técnica do 16S rDNA-based PCR

Todos os DNAs extraidos foram amplificados pela técnica do 16S rDNA-
based PCR para posterior confirmagao das bactérias selecionadas para o estudo
por sequenceamento do gene 16S DNA ribossomico (rDNA). Este gene
representa a identidade genética de cada espécie.

Um par de primers bacterianos universais (Forward e Reverse Primers),
que se ligam na mesma posigdo em quase todos os genes 16S rDNA bacterianos,
foram construidos e usados como controle positivo para a reagcdo de PCR.

O protocolo de amplificagao utilizado foi o descrito por Paster et al. (2001).
Brevemente, cada microtubo de reacdo apresentava 1 yL de cada DNA extraido,
ao qual foram adicionados 2,5 uL de 10X High Fidelity PCR Buffer (600 mM Tris-
S0O4; 180 mM Sulfato de aménio; pH= 8,9; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 0,5 uL
de 12,5 mM dNTP mix PCR grade (Invitrogen); 0,625 uL de MgS04 50 mM; 0,5 uL

de primer 27 forward 10 yM; 0,5 de primer 1492 reverse 10 uM e 0,25 pL de Taq
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polimerase (Invitrogen Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity Storage Buffer,
20 mM Tris-HCI; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT; 50% glicerol; pH= 8). O volume final
de cada microtubo foi completado até 25 yL com agua mili-Q esterilizada. Foi feito
um tubo com 1 pL de agua mili-Q para ser utilizado como controle negativo. Os
microtubos foram levados ao termociclador (Bio-Rad, Philadelphia, PA, EUA) e

submetidos ao seguinte ciclo de amplificagao:

94°C - 8 minutos
95°C - 45 segundos
30 ciclos 60°C - 45 segundos
72°C - 90 segundos
72°C - 10 minutos
4°C - overnight

Foram realizados 30 ciclos por reacdao e respeitando as seguintes
condigbes: etapa de desnaturagdo de 45 segundos a 95°C, etapa de anelamento

de 45 segundos a 60°C e etapa de extensao de 90 segundos a 72°C.

Purificagdo dos DNAs amplificados pelo 16S rDNA-based PCR

Previamente ao procedimento de sequenceamento genético, os DNAs
extraidos sofreram um processo de purificagdo. Para um maior controle do
processo, foi utilizado o kit de purificacdo de DNA QIAquick PCR Purification Kit
(QIAGEN, Valencia, CA). Os produtos de amplificacdo pelo PCR foram

submetidos ao seguinte protocolo de purificagao:
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1) Foram adicionados 5 volumes de tampao PB a 1 volume da reacao de
PCR e o conteudo foi homogeneizado.

2) A amostra foi transferida para uma coluna QIAquick fornecida pelo kit
para ligar o DNA. As colunas foram centrifugadas por 60 segundos a 13200
rpm.

3) O liquido do tubo coletor foi descartado. A coluna foi reposicionada sobre
0 mesmo tubo.

4) Foram adicionados 750 uL de tampado PE na coluna QIAquick. As
colunas foram centrifugadas por 60 segundos a 13200 rpm.

5) O liquido do tubo coletor foi descartado e a coluna reposicionada sobre o
mesmo tubo para uma nova centrifugagao por 60 segundos.

6) A coluna QIAquick foi colocada sobre um tubo de microcentrifuga de 1,5
mL.

7) Foram adicionados 30 yL do tampao EB (Tris 10mM, pH 8,5) no centro
da membrana da coluna para eluir o DNA. A coluna foi centrifugada por 60
segundos a 13200 rpm. Ao final deste procedimento, obtém-se em cada

tubo o DNA amplificado e centrifugado.

Quantificagao do DNA Amplificado pelo 16S PCR apo6s Purificacao

Ap0ds o processo de purificagao, os produtos de amplificagdo de PCR foram
submetidos ao procedimento de quantificacdo e verificagcdo do grau de pureza no
aparelho espectrofotdbmetro GeneQuant pro (Amersham Pharmacia Biotech). Cada

amostra de DNA foi diluida na proporgao de 1:100 com solugéo tampao TE.
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Verificagdao dos DNAs amplificados pelo 16S rDNA em Gel de Agarose

Todos os DNAs amplificados, produtos da reacdo de PCR, foram
submetidos a analise de eletroforese em gel de agarose 0,8% (Sigma) corado com
brometo de etideo para verificagdo da integridade de sua estrutura (peso
molecular) e pureza. Como controle, foi utilizado um marcador de peso molecular
conhecido (DNA genémico de fago lambda digerido com Hind IlI).

Para esta analise, foram depositados 1 ug de DNA de cada PCR
individualmente nos casulos da cuba de eletroforese (Fisher), aos quais foram
adicionados 2 uL de Load Buffer (6X) e 8 uL de agua mili-Q. Uma corrente elétrica
de 100 V e 100 mA foram aplicados sobre a cuba de eletroforese por 90 minutos.

Ao final, os géis foram analisados em aparelho transiluminador com lampada UV.

Sequenceamento dos genes 16S rDNA amplificados

Todos os DNAs amplificados foram submetidos a analise de
sequenceamento genético para a confirmagao das espécies selecionadas para o
estudo. Todas as analises foram realizadas no Centre de Recherche du CHUL
(Centre Hospitalier Université de Québec, Université Laval, Canadd). Para cada
sequenceamento, foram utilizados 50 ng do DNA amplificado € 5 yL de um dos
primers utilizados no processo de amplificacdo (1492 reverse ou 27 forward) na
concentracdo de 1,6 uM). Os produtos de sequenceamento de cada amostra
foram identificados utilizando-se a base de dados do U.S. National Library of

Medicine National Institutes of Health.
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Amplificagcao dos DNAs genémicos pela técnica MDA (Multiple Displacement

Amplification)

Ciclo de Amplificagcdo

Apés a confirmacgao de todas as espécies bacterianas envolvidas no estudo
pelo sequenceamento do gene 16S rDNA, todos os DNAs obtidos pelo
procedimento de extracao foram amplificados pela técnica MDA por meio do kit
GenomiPhi V2 DNA Amplification (GE Healthcare). Esta técnica permite a
obtencdo de grandes quantidades de material genético para a construgdo de
sondas e de amostras controle a partir de quantidades minimas, e tem se
mostrado também util na amplificacdo do DNA proveniente de amostras clinicas,
auxiliando na identificagdo de microrganismos que se encontram em quantidades
extremamente reduzidas na microbiota oral.

Para o processo de amplificagdo, foram amplificados 10 ng de cada DNA
genbmico, aos quais foram adicionados 9 pyL de tampado Sample Buffer (50 Mm
Tris-HCI pH 8,2; 0,5 Mm EDTA contendo Random Hexamer Primers). Os tubos
foram levados ao termociclador onde permaneceram a 95°C por 3 minutos para
desnaturacdo das cadeias de DNA. Imediatamente, sédo resfriados em gelo. Sédo
acrescentados em cada tubo, no gelo, 10 pyL da solugao Master Mix (Phi 29 DNA
polimerase, hexamers primers, nucleotideos e sais). Os tubos foram incubados no
termociclador a 30°C durante 90 minutos, para a reagdo de amplificagao.
Posteriormente, a temperatura foi aumentada até 65°C para inativacdo da reacgao

de exonuclease da enzima Phi 29 DNA polimerase, que pode degradar o produto
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de amplificagdo. Os tubos contendo os DNAs gendmicos amplificados foram

armazenados em -20°C até a marcagao das sondas de DNA.

Quantificacdo dos DNAs Genbmicos Amplificados
Para a quantificacdo dos produtos de amplificagao, foi utilizado o kit Quant-
iT PicoGreen dsDNA quantification reagent (Invitrogen, Eugene, OR, EUA).
Inicialmente, o DNA controle foi diluido até a concentragdo de 10 ng/uL. Um
uma curva com 8 diluicdes do DNA controle (ADNA) foi constituida para servir de
base de comparagdo para a quantidade dos DNAs gendmicos amplificados. Os

valores de referéncia da curva controle estao dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 — Curva controle para a quantificagcdo dos DNAs amplificados pela técnica do MDA.

Controle (ADNA) Volume Quantidade a(DNA Concentracdo Fluorescence

10ng/uL 1xTE (ng) Final Measure

1 60uL 40uL 600 6ng/uL *

2 50uL 50uL 500 5ng/ul *

3 40uL 60uL 400 4ng/uL *

4 20pL 80uL 200 2ng/pL *

5 10uL 90uL 100 1ng/pL *

6 5uL 95uL 50 500pg/uL *

7 2,5uL 97,5uL 25 250pg/uL *

8 0 100uL 0 0 Branco

* Representam os valores controles a serem obtidos apds a analise em Espectrofluorimetro

As amostras de DNA gendmico amplificados foram diluidas para a
quantificacdo. Apds o preparo dos controles e amostras, o reagente PicoGreen foi
diluido na proporgao 1:25 e 100 uL do reagente diluido foram adicionados em
cada tubo contendo o DNA gendmico amplificado. A sequéncia de preparo das

amostras esta representada na Figura 27.
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Diluigao (1:10)

Diluigao (1:10)

Marcagio PicoGreen
Diluigao (1:2)

DNA Genémico
Amplificado V=20 pL

\ /

DNA | (V= 200 pL)

\ /

DNA I (V= 100 pL)

DNA 111 (V=200 pL)

20 pL DNA Gendmico + 180 pL TE 1X
= 200 pL

10 L DNA 1+ 90 pL TE 1X =100 pL

100 pL DNA I+ 100 pL PicoGreen = 100 pL|

DNA para leitura no
espectrofluorimetro

Figura 27 - Fluxograma representando a diluicdo das amostras de DNA

amplificados para quantificagao.

As amostras e controles foram submetidos a andlise em aparelho

espectrofluorimetro (VersaFluor, Bio-Rad) com filtro de excitagcdo de 480 nm e

filtro de leitura de 520 nm. Ao final da leitura dos controles, é construido um grafico

com uma curva gerada pelos

dados obtidos. Através da formula gerada pelo
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grafico e os dados obtidos na leitura de cada amostra, calcula-se a quantidade de

DNA gendmico produzida em cada reacado de amplificagao.

Analise dos DNAs amplificados pela técnica do MDA em Gel de Agarose

Todos os DNAs amplificados pela técnica do MDA foram submetidos a
andlise de eletroforese em gel de agarose 1% (Sigma) corado com brometo de
etideo para verificagdo da integridade de sua estrutura. Como controle, foi
utilizado um marcador de peso molecular conhecido (DNA gendmico de fago
lambda digerido com Hind IlI).

Para esta analise, foram depositados 500 ng de cada DNA amplificado nos
casulos da cuba de eletroforese (Fisher), aos quais foram adicionados 2 uL de
Load Buffer (6X) e 8 uL de agua mili-Q. Uma corrente elétrica de 70 V e 100 mA
foram aplicados sobre a cuba de eletroforese por 60 minutos. Ao final, os géis

foram analisados em aparelho transiluminador com lampada UV.

Processamento das Amostras coletadas do interior dos implantes pela

técnica de hibridizagdo DNA Checkerboard

Confecgédo das Sondas Gendmicas de DNA

O protocolo utilizado para a marcagao dos DNAs amplificados pela técnica
do MDA foi aquele estabelecido pela empresa fabricante do marcador genémico
(Amersham Gene Images AlkPhos Direct Labelling and Detection System, GE

Healthcare, Buckinghamshire, UK). O protocolo baseia-se na marcacéao de 100 ng
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do DNA gendmico do microrganismo a ser estudado, atingindo uma concentragao
final de 3 ng/uL em solugéo de hibridizagdo. Os DNAs foram diluidos dentro de
microtubos a uma concentragado de 10 ng/uL em um volume final 10 pL. Os DNAs
foram desnaturados em &agua fervente por 5 minutos. Imediatamente, foram
resfriados em gelo durante 5 minutos para manter as cadeias de nucleotideos
abertas. Com os tubos mantidos no gelo, foram adicionados os componentes do
kit de marcagao, primeiro 10 uL de Reaction buffer, 2 uL de Labelling reagent e 10
ML de cross-link solution (1:4) [GE Healthcare]. Os tubos foram levemente agitados

e incubados a 37°C por 30 minutos (Figura 28).

Figura 28 — A: Kit usado para marcagéo das sondas de DNA gendmico; B: Reagentes de marcagao (labeling reagent,
cross-liker solution e buffer reaction respectivamente); C: Sondas marcadas.

Verificagcdo da sensibilidade e especificidade das sondas marcadas

A sensibilidade do teste foi ajustada para permitir a observagao de reagdes
de hibridagdo positivas para a presenca de 10° e 10° células bacterianas, de
acordo com o proposto por Socransky et al. (1994). Para isso, amostras de DNA
genbmico usados para a confeccdo das sondas foram hibridizadas nas

quantidades de 10° e 10° células contra as préprias sondas marcadas.
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Processamento e aplicacdo das amostras

Os tubos armazenados em 4°C, contendo as amostras provenientes do
interior dos implantes, foram agitados por 4 minutos em um agitador de tubos (AP
56, Phoenix, Brasil) para a desagregacéao total do conteudo coletado pela escova
microbrush. Ao final do periodo de agitagdo, as pontas das escovas foram
removidas com o auxilio pingas clinicas esterilizadas. Os tubos foram entéo
fervidos a 95°C por 5 minutos para a desnaturagdo das fitas de DNA, e logo
resfriados em gelo. Apds a desnaturagdo, as amostras foram neutralizadas com a

adicado de 800 pL de acetato de aménio 5 M (Figura 29).

Figura 29 — A e B: Desnaturagdo do DNA das amostras provenientes dos implantes.

Uma placa metalica denominada Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA,
EUA) possui 30 canaletas dispostas paralelamente, e é utilizada para a aplicagao
das amostras de DNA sobre uma membrana de nylon (Hybond N+, GE
Healthcare) posicionada sob o aparelho. A membrana tem carga positiva e deve

medir 15 X 15 cm, cobrindo desta forma todo o comprimento das canaletas. O
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aparelho possibilita a deposicdo de 28 amostras diferentes de DNA em canaletas
individuais, mais 2 canaletas onde sido aplicados os controles correspondentes a
10° e 10° células de cada espécie estudada. Cada amostra de DNA e controles
foram depositados no interior das canaletas com auxilio de pipetas automaticas de
precisdo, e apos 5 minutos, os DNAs foram depositados sobre a membrana de
nylon com o auxilio de uma bomba a vacua ligada ao equipamento (Figura 30). A
membrana foi removida do aparelho e o DNA fixado na mesma através da
exposi¢cao ao calor de 80° C no forno de hibridizagdo (Hybridization Oven Shaker,

Amersham Biosciences) por 2 horas.

Figura 30 — A: Aparelho Minslot 30 aberto; B: Posicionamento da membrana de nylon sobre
uma das placas do aparelho (esquerda) e papel filtro (direita); C: Membrana posicionada no
aparelho fechado; D: Aplicagdo em canaletas individuais das amostras de DNA coletadas dos
implantes.
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Pré-Hibridizagdo das amostras

Apo6s a fixagdo dos DNAs das amostras e controles, a membrana foi pré-
hibridizada no forno a 60 °C, durante 2 horas, em uma solucdo de NaCl 1 M
(Merck) e Blocking reagent (4%, GE Healthcare) diluidos em 30 mL de
Hybridization Buffer (GE Healthcare). A Figura 31 ilustra o forno de hibridizagao

utilizado no processamento das membranas.

Figura 31 — Forno de hibridizagéo utilizado para a fixagdo das amostras de DNA
sobre a membrana, pré e hibridizagdo das membranas, além dos procedimentos de
lavagem.

Aplicagdo das sondas de DNA marcadas e reagéo de hibridagéao

Apos a pré-hibridizagdo, a membrana foi posicionada em um aparelho de
acrilico (Miniblotter 45, Immunetics) para aplicagao das sondas marcadas (Figura
32). O aparelho permite a aplicagédo de até 45 sondas distintas. A membrana é

posicionada de forma que as amostras de DNA previamente aplicadas fiquem
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posicionadas em um angulo de 90° com os canais do aparelho de acrilico,
formando um checkerboard no padrao 30 (amostras) X 45 (sondas). Cada canal
foi usado como uma camara para reagoes de hibridizacdo independentes. Foram
aplicadas, individualmente no interior de cada canal, quantidades de sonda pré-
estabelecidas no teste de verificagao da sensibilidade e especificidade das sondas
marcadas. Apos a aplicacdo das sondas, o aparelho foi embrulhado varias vezes
em filme de PVC e embalado em saco plastico, evitando desta forma possibilidade

de desidratacdo da membrana. A hibridizacdo da membrana foi realizada a 60°C

no forno, sob agitagdo suave, durante 16 horas.

Figura 32 — Aparelho Miniblotter 45 para aplicagdo das sondas. A: Membrana posicionada sobre uma das placas do
aparelho; B: Apds o fechamento do aparelho, as sondas séo aplicadas individualmente nas canaleta.

Lavagem para remogéo das sondas

Apos a reacgao de hibridizagdo, a membrana passou por um processo de
lavagem, a fim de remover as sondas que nao hibridizaram completamente
(ligagdes inespecificas entre os DNAs). Foram inicialmente realizadas duas
lavagens de 35 minutos cada, a 65° C, com 500 mL de uma solugdo contendo

Urea 2 M (Sigma), Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 0,1% (Sigma), NaH2S04 50
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mM (pH= 7; Merck), NaCl 150 mM (Merck), MgCI2 1mM (Merck) e Blocking
Reagent (GE Healthcare). Duas lavagens sequentes foram realizadas em
temperatura ambiente, durante 15 minutos cada, com 500 mL de uma solucao
contendo Tris 1M (Sigma), NaCl 2M (Merck) e MgCI2 1M (Merck). Todas as

lavagens foram conduzidas sob vigorosa agitagao.

Detecgéo dos sinais de hibridizagdo

A deteccdo dos sinais de hibridizacdo é feita através de uma reacdo de
quimiluminescéncia. Apds as lavagens, foram aplicados sobre a membrana 6,7 mL
do reagente de deteccdo CDP-Star® (GE Healthcare), deixando-o agir em toda a
superficie por 5 minutos. Apds este periodo, o excesso do reagente foi removido e

a membrana foi selada em saco plastico para o procedimento de exposicao.

Exposicdo da membrana e Revelagdo

A membrana selada foi posicionada para exposicdo em filme para auto-
radiografia (HyperFilm, GE Healthcare) dentro de um cassete apropriado
(hypercassette, GE Healthcare). Foram realizadas 3 exposi¢des diferentes para
cada membrana processada (15, 30 e 60 minutos). Em seguida, os filmes foram
revelados e fixados em solugbes para processamento radiografico convencional
(Kodak, Brasil). Ao final, obtém-se um filme radiografico com os sinais de
hibridizacdo detectados pelas intersec¢des entre as amostras e sondas, onde as
linhas horizontais representam as sondas marcadas e as verticais as amostras
dos implantes, configurando desta forma um “tabuleiro de xadrez” - DNA-

Checkerboard (Figura 33).
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Amostras DNA

LE R R R RN
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Figura 33 — A: Membrana embalada para exposi¢éao radiografica; B e C: Membrana posicionada no
cassete radiografico; D: Esquema exemplificando a reagdo de hibridagdo pelo método DNA-
Checkerboard, onde as linhas horizontais representam as sondas e as verticais as amostras dos
implantes, configurando desta forma um “tabuleiro de xadrez”. Os sinais nos cruzamentos das
linhas representam os hibridos obtidos.

Interpretacao dos Sinais de Hibridizagéo

A leitura visual dos resultados € semi-quantitativa, feita por meio da
comparagao da intensidade dos sinais de hibridizacdo obtidos pela intersecgao
das amostras testadas contra as sondas marcadas em relacédo a intensidade das
amostras controle colocadas nas duas ultimas canaletas do Minislot 30, que
equivalem a 10° e 10° células das espécies alvo. Os sinais devem ser registrados

como 0: ndo detectado; 1: < 10° células: 2: ~10°% 3: 10° ~ 10% 4: ~10% e 5: > 10°
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células, de acordo com Socransky et al. (2004). Desta forma, obtém-se um
numero aproximado de células bacterianas em cada amostra estudada.

Por fim, os filmes radiograficos sao digitalizados e as imagens obtidas sao
inseridas no software Image Quant TL (GE Healthcare). O software possibilita a
obtencdo do numero aproximado de células bacterianas presentes em cada
amostra avaliada através da comparacao da intensidade de pixels dos sinais de
hibridizagdo entre as amostras e controles. A Figura 34 ilustra a sequéncia de
quantificacdo dos sinais das amostras obtidas nas membranas, por meio do

software.
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Figura 34 — A: Insergdo da imagem da membrana digitalizada no software; B: a imagem
pode ser convertida para a forma negativa; C: selegdo das bandas a serem analisadas; D
e E: marcacgao dos sinais de hibridizacdo a serem quantificados; F: imagem da membrana
com todos os sinais das amostras e controles marcados; G: determinagédo dos valores dos
sinais controles; H: calibracdo de todos os sinais em fungido dos controles; l:obteng¢ao dos
resultados; J: grafico mostrando as diferentes intensidades de pixels das amostras
avaliadas.
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Analise dos dados

O numero de células bacterianas (Contagem) e os percentuais de
colonizagao (Incidéncia) das espécies avaliadas foram fornecidos para cada grupo
estudado nas duas condi¢cbes propostas, com e sem aplicagdo de carga ciclica,
além da saliva usada no teste. Os dados obtidos foram analisados pelo método de
Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn para comparagdes entre os
differentes grupos, e Mann-Whitney para a comparagéao da saliva antes e apos o
teste, ambos utilizando o software estatistico NCSS 2007 (NCSS, Kaysville, USA).
Para comparar as contagens e incidéncia das espécies bacterianas em cada
grupo, os dados foram avaliados somando-se todos os microrganismos, sem
discriminar entre as espécies estudadas. Diferengcas foram consideradas

significantes para valores de p<0,05.



5. RESULTADOS
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5. 1 Resultado do Teste Piloto

Os 4 implantes usados para o teste piloto apresentaram sinais de
contaminacgao bacteriana pela interface implante-conector com ou sem a aplicagao
de carga ciclica. Das 12 espécies avaliadas, tanto os implantes de conexao
hexagonal externa como os de conexao tipo cone morse apresentaram reacao de
hibridizagdo positiva para o0s microrganismos C. gingivalis e A.
actinomycetmcomitans. Nao houve diferenga significante em relacdo a contagem
de microrganismos presente na saliva no inicio e ao final do teste de carga
(p<0,05). A Figura 35 ilustra a reacbes de hibridizagdo das amostras provenientes

dos implantes e salivas usadas no teste.
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C. gingivalis

F. nucleatum

P. aeruginosa

P.gingivalis

. P. intermedia

P.micros

P. nigrescens

A. actinomycetemcomitans a
A. actinomycetemcomitans b
T. forsythensis

V. parvula

S. mutans

Figura 35 - Reagéo de hibridizagcdo das amostras de saliva e contetdo do interior dos implantes usados no teste piloto
de carga sobre os implantes. As linhas verticais representam asamostras (HE: hexagono) e controles 10° e 108 (células
bacterianas das espécies alvo), e as linhas horizontais as sondas das 12 espécies bacterianas avaliadas.
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5. 2 Resultados dos testes de extragao e amplificagao de DNA

Quantificagdo dos DNAs genémicos apds extragao

Na Tabela 3 estdo representadas as concentracbes de DNA gendmico

obtidos para cada espécie bacteriana apds o procedimento de extracdo e seus

respectivos valores de grau de pureza.

Tabela 3 — Concentragdo e grau de pureza dos DNAs extraidos das

espécies bacterianas estudadas obtidos apds
espectrofotdmetro.

leitura em aparelho

Espécie Bacteriana

Concentragdao [ ]

Grau de Pureza

260/280
Aaa 0,170 pg/plL 1,82
Aab 0,098 pg/plL 1,84
B.fragillis 0,980 pg/plL 2,1
C.gingivalis 0,144 pg/plL 1,80
E.faecalis 0,213 pg/plL 1,97
E.corrodens 0,850 pg/plL 1,85
P.gingivalis 0,052 pg/plL 1,82
P.melaninogenica 0,377 pg/plL 1,81
P.iterm edia 0,292 pg/plL 1,78
P.putida 0,056 pg/plL 1,8
S.aureus 0,068 pg/plL 1,80
S.constelatus 0,657 pg/plL 2,0
S.mutans 0,087 pg/plL 1,91
S.oralis 0,158 pg/plL 1,99
S.sanguinis 1,457 pg/plL 1,92
S.sobrinus 0,466 pg/plL 1,95
S.salivarius 0,101 pg/plL 1,78
S.parasanguinis 0,249 pg/plL 1,88
S.moreei 0,149 pg/plL 1,8
T.denticola 0,096 pg/plL 1,9
T.forsythensis 1,549 pg/plL 1,88
V.parvula 0,308 pg/plL 1,82
F.nucleatum 0,219 pg/plL 1,85
F.periodonticum 0,012 pg/plL 2,0
P.endodontalis 0,116 pg/plL 1,7
P.micros 0,114 pg/plL 2,0
N.mucosa 0,221 pg/plL 2,0
P.aeruginosa 0,024 pg/plL 2,0
S.gordonii 0,180 pg/plL 1,93
S.mitis 0,165 pg/pL 2,0
L.casei 0,389 pg/plL 1,89
S. pasteuri 0,256 pg/plL 98
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Avaliagao da integridade dos DNAs genémicos em gel de agarose

A Figura 36 ilustra uma reacdo de eletroforese do DNA gendmico de algumas
especies obtidos apds o processo de extragao. Apds a corrente elétrica, os DNAs
testados, por serem genémicos, ficaram posicionados proximos aos casulos de
aplicagao das amostras, acima do fragmento controle de maior peso molecular (23
Kb), demonstrando a integridade de suas cadeias de nucleotideos. As amostras

apresentaram uma pureza satisfatoria, sem a presenca de proteinas e/ou RNA.

S. parasanguinis
E. corrodens

P. melaninogenica
F. periodonticum
P. endodontalis
S. constelatus

S. pasteuri

N. mucosa
V. parvula
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L. casei
S. aureus
S. mitis
P. micros

Figura 36 — Analise das amostras do DNA gendmico de algumas espécies em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo. Cada raia contém 500 ng de DNA
gendémico. No alto da figura estdo indicadas as espécies analisadas. Controle:
marcador de peso molecular (DNA genémico de fago lambda digerido com Hind Ill, o
maior fragmento corresponde a 23,1 Kb).
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Quantificagao dos DNAs genémicos amplificados pelo 16S rDNA-based PCR

Na Tabela 4 estdo representadas as concentragcdes e grau de pureza dos
amplicons obtidos para cada espécie bacteriana apdés o procedimento de
amplificagdo dos genes 16S rDNA dos DNAs gendmicos pela técnica do 16S
rDNA-based PCR e sua purificagao.

Tabela 4 — Concentracdo e grau de pureza dos genes 16S rDNA das
espécies estudadas obtidos apds leitura em aparelho espectrofotdmetro.

Espécie Bacteriana Concentragao [ ] Grau de Pureza
260/280
Aa ATCC 19,51 ng/pL 1,82
Aa JP2 30,33 ng/pL 1,80
B.fragillis 37,20 ng/pL 1,70
C.gingivalis 32,01 ng/pL 1,70
E.faecalis 21,61 ng/pL 1,92
E.corrodens 34,48 ng/uL 1,70
P.gingivalis 22,69 ng/pL 1,60
P.melaninogenica 27,75 ng/pL 1,90
P.itermedia 13,88 ng/pL 1,60
P.putida 7,09 ng/pL 1,60
S.aureus 7,24 ng/pL 1,70
S.constelatus 10,02 ng/pL 1,80
S.mutans 10,39 ng/pL 1,82
S.oralis 28,73 ng/pL 1,98
S.sanguinis 8,12 ng/pL 1,80
S.sobrinus 25,57 ng/puL 1,70
S.salivarius 25,98 ng/uL 2,05
S.parasanguinis 47,37 ng/pL 2.03
S.moreei 46,76 ng/pL 2.04
T. denticola 28,67 ng/pL 2.30
T.forsythensis 40,80 ng/pL 2.00
V.parvula 8,27 ng/pL 1,60
F.nucleatum 10,12 ng/pL 1,70
F.periodonticum 17,84 ng/pL 1,60
P.endodontalis 11,31 ng/pL 1,70
P.micros 10,29 ng/uL 1.60
N.mucosa 35,99 ng/pL 1.60
P.aeruginosa 21,78 ng/pL 1,75
S.gordonii 15,98 ng/pL 1,80
S.mitis 12,34 ng/pL 1,93
L.casei 32,66 ng/puL 2,00
S. pasteuri 24,75 ng/pL 1,98

Controle Negativo 0.00 ng/pL 0.00
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Avaliacao dos amplicons em gel de agarose

A Figura 37 ilustra uma reagao de eletroforese em gel de agarose corado
com brometo de etideo, onde pode ser observado o comprimento dos amplicons
provenientes da amplificacdo do gene 16S rDNA das bactérias pelo PCR. Os
amplicons, quando comparados ao DNA controle, apresentam peso molecular de
1500 pb (pares de base). As amostras apresentaram uma pureza satisfatoria, sem

a presencga de proteinas e/ou RNA.

Controle

2
o
S
c
o
(&)

B P. gingivalis
‘ P. intermedia

K 7. denticola
o p. gingivalis
&l P. intermedia

&1 T. denticola

23,1 Kb el
9,4 Kb ‘=
6,5Kb ==

Figura 37 — Imagem positiva e negativa da analise das amostras dos genes 16S rDNA amplificados do
DNA gendmico de algumas espécies em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo. Cada raia
contém 1 ug de DNA amplificado. No alto da figura estdo indicadas as espécies analisadas. Controle:
marcador de peso molecular (DNA genémico de fago lambda digerido com Hind Ill, o maior fragmento
corresponde a 23,1 Kb).

Sequenceamento dos genes 16S rDNA

Todos os microrganismos cultivados para o estudo tiveram o seu DNA

extraido submetido ao processo de sequenceamento do gene 16S rDNA para
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confirmacédo. As espeécies que foram contaminadas durante o processo de
multiplicagdo e crescimento ou aquelas que n&do puderam ser confirmadas foram
novamente cultivadas. Ao final, todas as espécies propostas foram confirmadas
pelo sequenceamento. A Figura 38 exemplifica o resultado do sequenceamento de

uma das espécies usadas.

Amostra 3_1492R_D01_009
NNCTCCTAAAAGNNTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCNCNNGGT
GTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGC
TGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTA
CAATCCGAACTGAGACTGGCTTTAAGAGATTAGCTTGCCGTCACCGACTTG
CGACTCGTTGTACCAGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG
GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATTACCGGCAG
TCTCGCTAGAGTGCCCAACTGAATGATGGCAACTAACAATAAGGGTTGCG
CTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACC
ATGCACCACCTGTCACCGATGTACCGAAGTAAAACTCTATCTCTAGAGCGG
GCATCGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAA
CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAA
CCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCA
CTAAGCCCCGGAAAGGGCCTAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGG
ACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCG
TCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCTTTCGCCACCGGTGTTCCTCCATATATC
TACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCCCTTCTGCACTCAA
GTTAAACAGTTTCCAAAGCGTACTATGGTTAAGCCACAGCCTTTAACTTCAN
ACTTATCTAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGC
TCGGGACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTCCCTT
TNTGGTAAGATACCGTCACANN

Resultado apés comparagao com base de dados:
AB355604.1 Streptococcus gordonii gene for 16S ribosomal RNA, partial
sequence,

strain: NY126 1784 (Semelhancga: 99%)

AB355603.1 Streptococcus gordonii gene for 16S ribosomal RNA, partial
sequence, strain: NJ122 1784 (Semelhanca: 99%)

Figura 38 — Exemplo da leitura de sequenceamento genético de uma amostra de DNA
amplificado pelo 16S rDNA-based PCR. A seqiiéncia de nucleotideos obtida foi comparada ao
banco de dados do U.S. National Library of Medicine National Institutes of Health, confirmando
o DNA da espécie selecionada.
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Amplificagao do DNA genémico das espécies pelo MDA
Quantificacdo dos DNAs

A Figura39 representa os valores do DNA controle (a) diluido em solugao
tamp&o TE (1X) para obtencdo dos valores de referéncia da curva controle e a
equacao grafica para a quantificacdo do DNA amplificado.

Curva Controle (ADNA) (aDNA) 1XTE Concentragdo  Analise da
(ADNA) 10ng 10ng/puL [1 Fluorescéncia

1 600 60uL 40uL 6ng/uL 3361
2 500 50puL 50pL 5ng/uL 3241
3 400 40ul 60uL 4ng/uL 3001
4 200 20pL 80uL 2ng/uL 2054
5 100 10pL 90uL 1ng/uL 1142
6 50 5uL 95uL 500pg/pL 510
7 25 2.5uL 97.5uL 250pg/uL 249
8 0 OpL 100uL 0 0

7 -

6

5

4 y =0.001x - 0.0073

R =0.991
3
2] /
1 / v
0 T T T T 1
10— 50— —1000———4500———2000———2500

Figura 39 - Curva controle e Equacdo grafica para o calculo da concentracdo dos DNAs
amplificados pelo MDA.
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Na Tabela 5 estido dispostos os valores das concentracoes dos DNAs
amplificados, gerados pela equacgao grafica obtida pela curva controle apés leitura

em aparelho Espectrofluorimetro.

Tabela 5 — DNA gendmico amplificado, valores da leitura em aparelho espectrofluorimetro e
suas respectivas concentragoes.

DNA Amplificado Espécie Analise da Concentragao

# Fluorescéncia (Grafico)

1 L. casei 0 0 ng/pL
2 N. mucosa 2535 2,52 ng/uL
3 S. aureus 2298 2,29 ng/uL
4 S. mitis 270 0,26 ng/pL
5 S. parasanguinis 2010 2,00 ng/uL
6 E. corrodens 2343 2,33 ng/uL
7 P. melaninogenica 2598 2,59 ng/uL
8 V. parvula 2372 2,36 ng/uL
9 F. periodonticum 189 0,18 ng/uL
10 P. endodontalis 2016 2,00 ng/uL
11 P. micros 0 0 ng/uL
12 S. constelatus 0 0 ng/uL

Anaélise dos DNAs amplificados em Gel de Agarose

A Figura 40 ilustra a analise em gel de agarose, apds eletroforese, de
amostras de DNA amplificados pelo MDA. As amostras (DNA gendmico) ficaram
posicionadas acima do controle de maior peso molecular, demonstrando a
integridade de suas cadeias de nucleotideos apds a amplificagdo. As amostras

apresentaram uma pureza satisfatoria, sem a presenca de proteinas e/ou RNA.
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Figura 40 — Andlise das amostras do DNA gendmico amplificado de algumas espécies em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo. Cada raia contém 2 ug de DNA gendmico. No alto
da figura estéo indicadas as espécies analisadas. Controle: marcador de peso molecular (DNA
gendmico de fago lambda digerido com Hind Ill, o maior fragmento corresponde a 23,1 Kb).

Resultados do teste de sensibilidade e especificidade das sondas marcadas

A Figura 41 mostra o resultado do teste de hibridizacdo de quantidades
padronizadas das sondas cruzadas contra quantidades definidas do DNA (10° ou
10° células) usado para marcar as sondas de algumas espécies usadas no
estudo. As sondas apresentaram especificidade adequada, reagindo somente com
o DNA controle da mesma espécie. As sondas que apresentaram uma baixa
intensidade de marcagao no teste de padronizacado (Exemplo: Streptococcus spp.
na figura 41) foram ajustadas para uma concentragdo maior, aumentando a

sensibilidade da reacdo sem perder a especificidade.
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A. Actinomycetemcomitans a
A. Actinomycetemcomitans b
B. fragilis

C. gingivalis

E. corrodens

F. nucleatum

P.gingivalis

S. mutans

S. oralis

S. sanguinis

T. denticola

T. forsythensis

V. parvula

Figura 41 — Teste de hibridizagdo demonstrando a sensibilidade e especificidade das sondas apds reagdo de marcagao.
Vertical: representa o controle, com células alvo das espécies testadas nas quantidades de 10° e 10° células. Horizontal:
sondas marcadas com o mesmo DNA usado no controle.

Avaliacao da passagem bacteriana através da interface implante-conector

As amostras coletadas do interior dos implantes previamente ao teste de
infiltragdo, e usadas como controle negativo para a contaminagdo dos implantes
pela saliva, ndo apresentaram sinais de hibridizagdo positivos para nenhuma
espécie avaliada, confirmando que ndo havia a presenga de microrganismos no

interior dos implantes antes dos testes estatico e de carga.
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Todos os tipos de conexdes avaliadas (Hexagono Externo, Hexagono
Interno e Cone Morse) do sistema de implantes avaliado neste estudo
apresentaram sinais de passagem de bactérias através da interface implante-
conector protético. A Tabela 6 representa os resultados das amostras avaliadas

em relagao a passagem de espécies bacterianas pela interface.

Tabela 6 - Numero de conjuntos avaliados em cada grupo e conjuntos onde houve a
passagem de microrganismos pela interface implante-conector protético.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(Hexagono Externo) (Hexagono Interno) (Cone Morse)
Amostra Controle Carga Controle Carga Controle Carga
1 + + + + - +
2 + + + + - +
3 + + - + - +
4 - + - + - +
5 - + - + + -
6 - + + + - +
7 - + + + - +
8 - + - + - +
9 - + - + - +
10 - + - + - +

+: Representa a detecgéo de espécies abrigando o interior dos implantes
-: Auséncia de detecgdo de espécies abrigando o interior dos implantes

Comparando-se os tipos de conexdes nos grupos controles, a frequéncia
de contaminagao dos conjuntos foi maior nos implantes de hexagono externo e
interno do que nos de cone morse (p<0,01), sem diferenca significante entre eles
(p>0,05). Nao houve diferengas significantes entre os 3 tipos de conexdes com
relacdo a frequéncia de contaminagdo dos conjuntos avaliados quando os

implantes foram submetidos a carga ciclica (p>0,05). Todos os tipos de conexdes
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avaliados apresentaram maior frequéncia de contaminagdo nos conjuntos
submetidos a ciclagem de carga quando comparados aos seus controles estaticos

(p<0,01).

5. 3 Quantificagao da contaminagao bacteriana pelo DNA-Checkerboard

As Figuras 42, 43 e 44 ilustram a reagao de hibridizagdo das membranas
contendo as amostras dos implantes dos 3 tipos de conexao avaliados, com e sem

a aplicagao de carga ciclica.
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B.fragillis
C.gingivalis
E.faecalis
E.corrodens
P.gingivalis
P.melaninogenica
P.itermedia
P.putida
S.aureus
S.constelatus
S.mutans
S.oralis
S.sanguinis
S.sobrinus
S.salivarius
S.parasanguinis
S.moreei

T. denticola
T.forsythensis
V.parvula
F.nucleatum
F.periodonticum
P.endodontalis
P.micros
N.mucosa
P.aeruginosa
S.gordonii
S.mitis

L.casei

S. pasteuri

Figura 42 — Reacgdo de hibridizagdo das amostras provenientes dos parafusos dos conectores e interior dos
implantes do grupo Hexagono Externo submetidos ou ndo a ciclagem de carga. As linhas verticais representam as
amostras e controles (10°% e 108), e as linhas horizontais as sondas das 32 espécies bacterianas avaliadas.
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Figura 43 — Reacgéo de hibridizagdo das amostras provenientes dos parafusos dos conectores e
interior dos implantes do grupo Hexagono Interno submetidos ou n&o a ciclagem de carga. As

linhas verticais representam as amostras e controles (105 e 108), e as linhas horizontais as sondas
das 32 espécies bacterianas avaliadas.
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Figura 44 — Reacgdo de hibridizacdo das amostras provenientes dos parafusos dos conectores e
interior dos implantes do grupo Hexagono Externo submetidos ou nédo a ciclagem de carga. As
linhas verticais representam as amostras e controles (10° e 108), e as linhas horizontais as sondas
das 32 espécies bacterianas avaliadas.

A média da contagem bacteriana (x10°, +EPM) das 32 espécies avaliadas
nas amostras provenientes dos parafusos dos conectores e interior dos implantes
de conexao do tipo hexagono externo (HE), hexagono interno (HI) e cone morse
(CM), submetidos ou nao a aplicagcao de carga ciclica, estao dispostos nas Figuras

45 e 46.
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O grupo do hexagono interno apresentou os maiores valores de contagem
de bactérias quando comparado ao hexagono externo e cone morse nos grupos
que nao foram submetidos a aplicagdo de carga ciclica (p<0,001 e p>0,05,
respectivamente). Quando as amostras foram submetidas a ciclagem de carga, os
implantes de hexagono externo e interno apresentaram as maiores contagens de
espécies bacterianas quando comparados ao cone morse (p<0,001), sem
diferengas significantes entre si (p>0,05). Quando as amostras do grupo controle
foram comparadas as amostras submetidas a aplicagdo de carga, os implantes de
hexagono externo e interno submetidos a ciclagem de carga apresentaram uma
maior contagem de espécies bacterianas do que seus controles (p<0,001). Os
implantes cone morse ndo apresentaram diferengas significantes com relagéo a
contagem bacteriana entre as amostras submetidas a ciclagem de carga e os
controles (p>0,05). As maiores contagens bacterianas (x10°, +EMP) para as
amostras provenientes dos grupos controles e submetidos a carga foram,
respectivamente, L. casei (0,19 +£0,31) e A. actinomycetemcomitans (4,88 +0,18)
para os implantes de hexagono externo; C. gingivalis (5,33 %0,65) e A.
actinomycetemcomitans (4,88 +0,18) para os implantes de hexagono interno; e B.
fragillis (5,61 £1,61) e C. gingivalis (3,71 £2,49) para os implantes de cone morse
(p<0,05).

As amostras de saliva coletadas antes do ensaio de carga ciclica
apresentaram diferengas significantes em relacdo a contagem de microrganismos

quando comparadas as amostras de saliva coletadas apds o ensaio (p<0,0001),
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mas nao apresentaram diferengas em relagao a incidéncia das espécies (p>0,05 —

Figura 47 e 48).

Saliva Inicial Saliva Final *
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Figura 47 - Grafico da contagem de células bacterianas (x10%, tEPM) de cada espécie avaliada nas amostras de
saliva antes e apos o ensaio de ciclagem de carga. (*Diferengas significantes detectadas pelo teste de Mann-
Whitney; p<0,0001).

Quando comparadas aos grupos controles, as amostras da saliva
apresentaram maiores contagens bacterianas do que todos os sistemas de
conexao testados (p<0,001). Em relagdo aos implantes submetidos a ciclagem de
carga, as amostras de hexagono externo e interno apresentaram as maiores
contagens e nao mostraram diferencas significantes para a saliva (p>0,05),

diferentemente dos implantes cone morse (p<0,01).
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Figura 48 - Grafico da incidéncia (porcentagem) de cada espécie bacteriana avaliada nas amostras coletadas da saliva
antes e apos o uso no ensaio de carga.

As amostras provenientes dos grupos controles de todos os tipos de
conexdes avaliadas ndo apresentaram diferengas significantes quanto a incidéncia
de bactérias quando comparadas a saliva (p<0,001). Ja nos implantes submetidos
a carga ciclica, a incidéncia foi maior no hexagono externo e interno, sem
diferengas para a saliva (p>0,05).

A média da porcentagem de implantes com conexdao do tipo hexagonal
externa, interna ou cone morse colonizados pelas 32 espécies bacterianas
avaliadas, quando foram submetidos ou ndo a carga ciclica, estdo sumarizados

nas Figuras 49 e 50.
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Os diferentes tipos de conexdes apresentaram diferengas significantes em
relagcdo a incidéncia das espécies quando nido foram submetidos a aplicagao de
carga ciclica (p>0,05 para o cone morse; p<0,001 para o hexagono interno). Das
amostras submetidas a ciclagem de carga, os implantes de hexagono externo e
interno apresentaram as maiores incidéncias de espécies bacterianas quando
comparados ao cone morse (p<0,001), sem diferengas significantes entre si
(p>0,05). Quando as amostras do grupo controle foram comparadas as amostras
submetidas a aplicagdo de carga, os implantes de hexagono externo e interno
submetidos a ciclagem de carga apresentaram uma maior incidéncia de espécies
bacterianas do que seus controles (p<0,001). Os implantes cone morse néao
apresentaram diferengas significantes entre as amostras submetidas a ciclagem
de carga e os controles (p>0,05). O microrganismo S. pasteuri foi a espécie mais
incidente em todos os tipos de conexdes avaliadas, quando submetidas a
ciclagem de carga, ocorrendo em 100% das amostras de hexagono externo e
interno, e em 90% das amostras de cone morse. Nas amostras controle, as
maiores incidéncias foram para S. gordonii (30%) e L. casei (30%) para o
hexagono externo, e A. actinomycetemcomitans a (40%) e A.
actinomycetemcomitans b (40%) para o hexagono interno. Todas as 7 espécies

detectadas no grupo cone morse apresentaram uma incidéncia de 10%.



6. DISCUSSAO
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Varios estudos sobre a microbiota presente ao redor de implantes
odontoldgicos tém sido publicados, alguns dos quais referentes a presenga de
possiveis patdégenos periodontais colonizando o sulco peri-implantar de implantes
que falharam (LEONHARDT et al. 1999; SHIBLI et al. 2007; CALLAN et al. 2005;
COSYN et al. 2009). O sucesso primario dos implantes deve-se a sua adequada
integracdo ao tecido 6sseo de suporte (BRANEMARK et al., 1969). No entanto,
caso nao exista uma perfeita adaptacdo entre o implante e seus componentes
protéticos, a area torna-se susceptivel a colonizagao bacteriana, favorecendo o
desenvolvimento de processos infecciosos na mucosa peri-implantar e
comprometendo o estabelecimento e a manutengéo da osseointegracéo (JANSEN
et al., 1997; MOMBELLI et al., 2001).

Poucos trabalhos de investigacao in vitro, utilizando implantes de sistemas
nacionais, sao descritos na literatura relatando a infiltracdo bacteriana pela
interface entre implantes e conectores protéticos submetidos a simulagédo de carga
ciclica. Considerando as falhas de adaptacao inerentes aos sistemas de implantes
de 2 componentes, principalmente em condicbées de simulagdo de fadiga
mecanica onde os espacos apresentam-se aumentados, € a possibilidade da
colonizacdo bacteriana destes espagos também aumenta, julgamos relevante
avaliar e comparar por meio da técnica de hibridizacdo DNA Checkerboard, a
passagem de bactérias presentes na saliva humana através da interface entre
implante e conectores protéticos com conexdes do tipo hexagonal externa, interna
e cone morse, submetidos ou ndo a simulagdo de carga ciclica em um modelo

experimental in vitro.
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Os resultados obtidos indicam a ocorréncia de infiltragao bacteriana através
da interface implante-conector protético em todos os tipos de conexdes avaliadas,
tanto para os grupos submetidos a ciclagem de carga quanto para os grupos
avaliados de forma estética (controle). A diferenga entre as contagens médias e a
incidéncia de espécies encontradas nos conjuntos dos 3 tipos de conexdes
avaliados, submetidos ou ndo a carga ciclica, foi altamente significante
(p<0,0001). Em ambas as condigbes experimentais, os componentes de conexao
do tipo cone morse apresentaram menores contagens de bactérias quando
comparados aos demais componentes. Os implantes submetidos a ciclagem de
carga apresentaram uma maior contagem e incidéncia de bactérias do que os
implantes que foram avaliados de forma estatica.

A presenga de bactérias abrigando o interior dos implantes de 2
componentes era esperada, uma vez que o0 tamanho médio das espécies
bacterianas que abrigam a cavidade oral varia entre 1,1 a 1,5 ym de didmetro e de
2 a 6 ym de comprimento, e os valores médios das desadaptagdes entre os
componentes descritos na literatura variam entre 1 a 100 um (BINON et al. 1996).
E importante salientar ainda que na cavidade oral sdo encontrados
microrganismos menores, como as espiroquetas, cujo diametro meédio varia de 0,1
a 0,5 um (JANSEN et al. 1997).

Os resultados da presente investigacdo estdo de acordo com varios
estudos recentes, que também demonstraram, de forma in vitro e sem a aplicagao
de carga ciclica, a ocorréncia de infiltragdo bacteriana tanto do meio externo para

o interior dos implantes quanto no sentido inverso (PROFF et al. 2006; DUARTE et
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al. 2006; NASCIMENTO et al. 2008; NASCIMENTO et al. 2009; BARBOSA et al.
2009; ALOISE et al. 2010). Esses resultados também sao semelhantes aos
encontrados em outros estudos in vitro, nos quais a simulagdo de carga ciclica
produziu maior frequéncia e quantidade de contaminagdo (STEINEBRUNNER et
al. 2005; PAUTKE et al. 2009). Por outro lado, a presenga de espécies bacterianas
abrigando o interior dos implantes de 2 componentes apds alguns anos em fungéo
também foi confirmada em alguns estudos in vivo (RIMONDINI et al. 2001;
CALLAN et al. 2005; COSYN et al. 2009).

A maioria dos estudos in vitro avaliando a passagem de bactérias através
da interface implante-conector protético de forma estatica apresentou altos indices
de contaminagao dos espécimes avaliados, em alguns casos até mesmo 24 horas
antes do periodo de incubacgao, indicando a ocorréncia de falhas na adaptacao
dos componentes (PROFF et al. 2006; DUARTE et al. 2006; NASCIMENTO et al.
2009). Apesar do uso de conectores protéticos pré-fabricados, onde se espera
uma maior precisao de adaptacido dos componentes, nosso estudo mostrou uma
alta taxa de contaminagdo para os grupos com conexado hexagonal externa e
interna, com 30% e 40% respectivamente, de conjuntos contaminados nos grupos
controles. Jansen et al. (1997) mostraram que até mesmo sistemas de implantes
com um alto grau de precisao na adaptagdo marginal entre os componentes nao
puderam prevenir completamente a penetragdo bacteriana e a colonizacdo dos
implantes. Segundo esses autores, a infiltracdo bacteriana em implantes de
conexao interna e externa nao difere significativamente.

A forca final do torque utilizada para a adaptagdo dos componentes aos

implantes esta diretamente relacionada a precisao final de adaptacéo e ao grau de
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infiltracdo bacteriana através dos espacos. Gross et al.,, em 1999, estudaram o
grau de micro-infiltragdo na interface implante-conector protético variando os
niveis de torque em 5 sistemas de implantes. A micro-infiltracdo na interface
ocorreu em todos os sistemas, variando de acordo com a marca e o torque
aplicado. Conforme o torque aumentou de 10 Ncm para 20 Ncm, e até o
recomendado pelo fabricante, a micro-infiltragdo diminuiu significantemente para
todos os sistemas. Desta forma, presumivelmente, fluidos contendo produtos
bacterianos e nutrientes necessarios para o crescimento bacteriano podem passar
através da interface quando sao aplicados torques menores que os recomendados
pelo fabricante, contribuindo em parte pelo mau odor e comprometimento dos
tecidos peri-implantares. O torque final recomendado pelo fabricante nos
conectores protéticos usados neste estudo foi de 20 Ncm. E plausivel que torques
mais elevados pudessem reduzir a infiltracdo bacteriana pela interface implante-
conector. Entretanto, esses torques poderiam também afetar as propriedades
mecanicas dos parafusos utilizados nas conexdes e das roscas internas dos
implantes, e por este motivo ndo foram testados neste estudo. Novas estudos
utilizando este mesmo modelo experimental mas com parafusos que resistam a
valores de torque mais elevados podem contribuir na avaliacdo da influéncia do
torque nos niveis de inflitracdo bacteriana.

Modificagdes das superficies dos implantes e componentes buscando um
melhor selamento marginal, assim como o0 uso de materiais seladores, sao outras
alternativas que podem ser melhor investigadas para minimizar a infiltracdo
bacteriana através da interface implante-conector. Alguns estudos foram

propostos com este objetivo e mostraram-se uteis na redugdo da contaminacao,
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porém, ndo impediram totalmente a passagem dos microrganismos pela interface
(STEINEBRUNNER et al. 2005; PROFF et al. 2006).

Durante o tratamento com implantes de duas partes, inevitavelmente, os
componentes sao parafusados diversas vezes até a finalizacdo das proteses. O
apertamento repetido dos parafusos de fixacao dos conectores protéticos tem
mostrado uma reducao progressiva na forga do torque de retengdo dos mesmos
(WEISS et al. 2000). Byrne et al. (2006) demonstraram uma redugéo na pré-carga
dos parafusos de fixacdo dos conectores quando apertado repetidas vezes,
independentemente do tipo de conexdao dos implantes e torque de insercao
utilizados. Em outro estudo in vitro, em que se demonstrou um grande percentual
de contaminagéao, foram utilizadas varias associagdes de implantes e os conjuntos
foram reabertos varias vezes durante o periodo experimental (JANSEN et al.,
1997). Recentemente, em um estudo semelhante, observamos uma maior
quantidade de microrganismos abrigando o interior de implantes com conexao
hexagonal externa onde os parafusos de fixagdo dos conectores protéticos foram
apertados diversas vezes, quando comparados ao grupo controle, onde os
parafusos foram apertados uma unica vez (NASCIMENTO et al. 2009). De modo
semelhante, a infiltragdo de microrganismos pela interface implante-conector
protético foi mais intensa no trabalho de Piatelli et al. (2001) que, no entanto,
submeteram os conjuntos a agitacdo constante de 60 ciclos por minuto. Todos
estes resultados descritos corroboram com os achados de Binon et al. (1996),
onde os autores sugeriram que o0 grau de penetragdo através em um sistema de

implantes especifico € uma condicdo multi-fatorial, dependente da precisdo de
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adaptagao dos componentes, o grau de micro-movimentos entre os componentes
e a forca final de torque usada para conecta-los.

A maior quantidade de microrganismos provenientes do interior dos
implantes nos grupos submetidos a simulagdo de fadiga em nosso estudo pode
estar relacionada a uma desadaptacdo dos componentes protéticos produzida
pela aplicagdo da carga ciclica, o que sabidamente interfere na estabilidade dos
componentes (BINON; MCHUGH, 1996; CARR et al., 1996; TAVAREZ, 2003). As
forcas oclusais céntricas e excéntricas sobre as restauragdes protéticas durante a
funcdo podem gerar flexdes ou micro-movimentos dentro do sistema de implantes,
aumentando as fendas e espagos entre os implantes e conectores, induzindo um
efeito de bombeamento (pump effect) dos microrganismos e fluidos do meio
externo para o interior dos implantes (BESIMO et al. 1996; STEINEBRUNNER et
al. 2005). Estes espacos podem estar ainda aumentados em condi¢gdes de
rotagdes dos conectores protéticos e fratura dos parafusos de fixagdo (KANO et al.
2007).

Entretanto, sdo poucos os estudos microbioldgicos in vitro demonstrando a
infiltragcdo de microrganismos através da interface implante-conector apds
ciclagem de carga. Nossos resultados foram semelhantes aos descritos por
Steinebrunner et al. (2005). Este é o unico estudo in vitro, descrito na literatura
pesquisada, avaliando a passagem bacteriana através da interface implante-
conector protético apds simulacdo de carga ciclica. No estudo, foi observada a
passagem da bactéria E. coli através da interface entre implantes e conectores
protéticos de hexagono externo e interno de 5 sistemas diferentes apdés a

aplicacdo de uma carga de 120 Ncm sobre os conjuntos. Grande parte dos
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implantes mostrou sinais de infiltragdo bacteriana logo nos primeiros ciclos de
carga. A média de ciclos de carga aos quais os conjuntos implantes-conectores
foram submetidos até a detecgcdo da passagem do microrganismo pela interface
foi de 172.800 para o sistema Branemark e 43.000 para o sistema Frialit-
2/Hermetics System, ambos com conectores do tipo hexagono externo. Nos
grupos com conexao do tipo hexagono interno, a média de ciclos até a
contaminagao foi de 64.800 para o sistema Replace-Select system, 345.600 para
o Camlog system e 24.300 para o sistema Screw-Vent System. Baseados nos
resultados obtidos por estes autores, avaliamos a presenga de contaminacéao
bacteriana apds a simulagdo de 500.000 ciclos de carga, que representa
aproximadamente 1 ano e meio de mastigagdo (CRAIG 1993).

Da mesma forma que o observado em nosso estudo, Pautke et al. (2009)
encontraram maiores quantidades do microrganismo avaliado, E. coli, nos
implantes submetidos a carga quando comparados aos mesmos implantes em
condicdo estatica. Porém, diferentemente do que propusemos em nosso estudo,
os autores avaliaram somente implantes com a plataforma protética em hexagono
externo.

A geometria diferente das plataformas protéticas dos diversos sistemas
existentes parece ter uma relagao direta com o grau de infiliragdo bacteriana. Os
implantes e componentes protéticos do grupo cone morse do presente estudo
apresentaram os menores valores de contagem bacteriana tanto para o grupo
controle como para o grupo sob aplicacdo de carga, sem diferencas significantes
entre eles. Resultados semelhantes foram publicados por Jansen et al. (1997),

Muftu et al. (1996) e Aloise et al. (2010), que demonstraram a presenca de
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contaminagao bacteriana em implantes com conexdo do tipo cone morse em
niveis muito reduzidos. Dibart et al. (2005) testaram a passagem de bactérias do
interior do implante para o meio externo, e no sentido inverso, de um sistema de
implantes com conexao do tipo cone morse. Apds o periodo experimental, nenhum
dos implantes avaliados apresentou sinais de contaminacédo bacteriana nas duas
condigcdes propostas.

Esta reduzida quantidade de microrganismos encontrada nos sistemas com
conexado do tipo cone morse, tanto no presente estudo quanto nos demais
descritos na literatura, pode ser atribuida ao desenho da interface entre os
componentes. Os implantes que utilizam conectores de travamento friccional
parecem apresentar uma adaptacao intima nas porcdes internas mais profundas
do sistema, diminuindo com isso os micro-movimentos provocados pelo desajuste
dos componentes apo6s a simulagdo de carga. Outro fator que pode estar
relacionado aos resultados obtidos no presente estudo € o volume dos espacgos
internos dos 3 diferentes desenhos de implantes avaliados. Os diferentes volumes
podem ter influenciado a sobrevivéncia e desenvolvimento bacteriano no interior
dos implantes. Possivelmente, o tamanho do volume interno estd associado a
quantidade de nutrientes que podem se acumular no interior do implante,
influenciando, assim, o crescimento e proliferacdo bacteriana. Com os dados
obtidos apds o teste de contaminagdo nos grupos submetidos a ciclagem de
carga, foi possivel verificar uma relagdo entre o volume interno dos implantes e a
contagem bacteriana observada. Apos a adaptagao dos conectores protéticos, os
implantes de hexagono interno apresentaram o maior volume interno (10,33 mm?),

seguidos dos implantes de hexagono externo (4,52 mm?®) e cone morse (3,59
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mm?®) (Apéndice A). Outro fator diretamente relacionado & geometria dos implantes
e que pode ter contribuido para os reduzidos valores de contaminacédo observados
com os implantes de cone morse foi o niumero de ciclos de carga proposto. Novos
estudos devem ser conduzidos para investigar o efeito de um maior numero de
ciclos de carga sobre a infiltragao bacteriana nestes componentes.

Um grande diferencial do presente estudo, em relagdo aos demais descritos
na literatura investigando a infiltragdo através da interface implante-conector, foi o
uso da saliva humana como fonte de contaminacdo dos implantes, que teve por
objetivo simular a condigdo do meio bucal e incidéncia de espécies bacterianas
comumente presentes na microbiota oral saudavel. A diversidade de tamanho e
forma das diferentes espécies, a anfibiose, os nutrientes e fatores imunoldgicos
presentes na saliva humana podem interferir no resultado final da passagem
destes microrganismos através da interface implante-conector. Os testes
microbiolégicos mostraram que a incidéncia das espécies avaliadas na saliva
usada para imergir os implantes no inicio do estudo foi igual a incidéncia
encontrada ao final do periodo de 7 dias de incubacao dos espécimes. No entanto,
a contagem de microrganismos foi maior na saliva inicial quando comparada a
saliva ao final do experimento. Uma possivel explicagcdo para estes reduzidos
numeros pode ser o pequeno volume de saliva utilizado para incubar os implantes,
resultando em uma quantidade reduzida de nutrientes e a rapida saturagao do
meio de contaminacdo durante o periodo experimental, originando a morte de
alguns microrganismos. Adicionalmente, as enzimas e produtos resultantes da lise
celular podem ter causado a degradacao do DNA de algumas espécies. Apesar da

diferenca na contagem de microrganismos, testes preliminares por cultura
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microbiolégica convencional comprovaram a viabilidade das espécies bacterianas
na saliva apds os 7 dias de incubacdo em condi¢gdes de microaerofilia. O periodo
total de imersdao em saliva, tanto nos grupos controle quanto nos grupos
submetidos a simulagao de carga foi de 7 dias.

Os estudos encontrados na literatura, avaliando a passagem de bactérias
através desta interface, restringem-se aos métodos de cultura microbiana
convencional. Porém, as limitagdes dos métodos convencionais de identificacao
utilizados limitam o numero de espécies que podem ser avaliadas nestes estudos.
A maioria destes estudos, em seus modelos experimentais, somente avaliou a
passagem de uma unica espécie bacteriana através da interface implante-
conector protético, espécies estas muitas vezes nao frequentes na microbiota oral
€ nao relacionadas as infecgdes periodontais e peri-implantares. No entanto, as
espécies relacionadas a estas infecgdes sdo, na sua grande maioria, espécies
anaerdbias estritas e/ou fastidiosas e, portanto, ndo detectadas por métodos
convencionais.

O uso da técnica de hibridizacdo DNA Checkerboard permitiu em nosso
estudo a avaliagao simultdnea de até 32 espécies bacterianas presentes na saliva
humana, incluindo espécies responsaveis pelo inicio da formacao do biofilme
bacteriano e aquelas relacionadas as doencas periodontais e peri-implantares. Os
meétodos de analise de cultura microbiana convencional vém sendo utilizados ha
décadas para o estudo da microbiota oral humana, apesar de limitarem-se apenas
a identificacdo de microrganismos viaveis e cultivaveis. As técnicas de biologia
molecular para deteccgéao e identificagdo de microrganismos tém colaborado para a

melhor compreensao da microbiota envolvida nas doengas periodontais e peri-



NASCIMENTO,C. Doutorado158

implantares (SAKAMOTO et al., 2005; QUIRYNEN et al., 2005; DAHLEN &
LEONHARDT, 2006). Essas técnicas sao mais rapidas que as convencionais e
sao realizadas por meio do uso de sondas de DNA. Além da avaliagao simultanea
de varias espécies de microrganismos em um grande numero de amostras, a
técnica do DNA Checkerboard tem-se mostrado mais eficiente na deteccédo de
bactérias abrigando o interior dos implantes. Além de que, de acordo com Loesche
et al. (1992), a técnica de cultura ndo € indicada para ser usada isoladamente em
estudos de prevaléncia. De acordo com os autores, as técnicas de hibridagao,
como o DNA-Checkerboard, sao significantemente superiores ao método
convencional de cultura na deteccido de espécies bacterianas. Este tipo de
técnica, por identificar os microrganismos pelo DNA, detecta tanto espécies
viaveis como né&o viaveis. Barbosa et al. (2009) compararam em um estudo in
vitro, por meio de cultura microbiana convencional e DNA Checkerboad, a
deteccao e quantificacdo do microrganismo F. nucleatum presente no interior de
implantes com conexao do tipo hexagono externo apds incubagdo em meio de
cultura. Ambos os métodos indicaram reduzidas quantidades de microrganismos
abrigadas no interior dos implantes. Porém, ao final dos 14 dias de incubagéao, a
contagem de microrganismos foi significantemente maior no grupo avaliado pelo
método de hibridizacdo DNA Checkerboard. Os autores concluiram que o método
molecular de detecg¢ao € mais sensivel do que a cultura convencional, permitindo
a identificagcdo de espécies viaveis e nao viaveis. A deteccdo de microrganismos
nao viaveis no interior dos implantes e seus componentes constituem um fator de

relevante importancia, uma vez que a prépria estrutura celular do microrganismo e
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seus produtos de degradagao podem representar um fator de risco para os tecidos
de suporte, servindo como nutrientes para outras espécies oportunistas.

A nao detecgao de microrganismos em algumas amostras pela técnica do
DNA-Checkerboard pode ser explicada pelo fato de que esta técnica de hibridacao
permite a deteccao das espécies bacterianas somente na concentracido minima de
10* células. Desta forma, a auséncia de sinal em algumas amostras dos grupos
nao submetidos a simulagdo de carga, ndo significa, necessariamente, que néo
havia a presenga do microrganismo no interior dos implantes. Possivelmente, a
quantidade de microrganismo se encontrava abaixo do nivel minimo de detecgao.
Essa pode ser também uma possivel explicagao para a diferenga na incidéncia e
quantidade de bactérias observadas nos tipos de conexdes investigadas. Uma
alternativa para suprir esta limitacdo do método, seria a utilizagao de técnicas
complementares de deteccao molecular mais sensiveis e especificas, como o
Real-time PCR, no qual primers especificos sdo usados para a detecgdo e
quantificacdo de cada espécie individualmente. Outro fator relacionado ao método
e que pode ter interferido na detecgdo dos microrganismos das amostras € a
ocorréncia de degradacéo celular. A degradagcao celular de algumas espécies
pode comprometer a integridade do material genético das mesmas, resultando em
uma reducdo na taxa de identificacdo. Este € um fator que deve ser melhor
estudado em estudos futuros, pois a degradagdo celular de alguns
microrganismos pode interferir no crescimento e multiplicacdo dos demais.

Contudo, apesar das diversas vantagens descritas sobre as técnicas
moleculares de deteccdo, uma dificuldade inerente ao DNA Checkerboard diz

respeito a construgcdo das sondas de DNA. A técnica requer a extragdo e
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purificacdo de DNA gendmico de alta qualidade. Porém, diversos microrganismos
diretamente associados as doencas periodontais e peri-implantares sao
anaerodbios estritos e/ou fastidiosos e, portanto, de dificil obtencéo e cultivo. Além
disso, dificuldades técnicas adicionais durante o processo de lise celular e
remogao de contaminantes sado frequentes para algumas dessas espécies. A
utilizagdo da técnica de amplificagdo de DNA Multiple Displacement Amplification
(MDA) neste estudo teve por objetivo minimizar significantemente esses
problemas, restringindo o procedimento de extragcdo de DNA dos microrganismos
para uma unica vez, representando um recurso valioso na obtencao e manutencao
de bancos de DNA gendmico. A técnica permitiu a obtengdo de quantidades
satisfatorias de material genético para a construgdo das sondas e dos controles a
partir de quantidades minimas. O sequenceamento do gene 16S DNA ribossomico
(rDNA), presente no genoma bacteriano, foi utilizado neste estudo para confirmar
o DNA gendmico extraido de todas as espécies bacterianas selecionadas como
alvos de detecc¢ao da contaminacao dos implantes.

A confeccdo das coroas protéticas nas dimensdes e formato propostos
neste estudo foi realizada com o intuito de criar forgas de acao lateral no sistema
durante o teste de ciclagem de carga, simulando desta forma as condi¢cdes de
forcas excéntricas as quais os dentes sdo submetidos durante a mastigacao
(KHRAISAT et al., 2006). A carga de 120 N aplicada sobre os componentes esta
dentro dos limites clinicos fisiolégicos aos quais sdo submetidas as proteses sobre
implantes (RICHTER, 1995), e a frequéncia de 1,8 Hz (aproximadamente 101
ciclos por minuto) utilizada em nosso estudo também foi similar a frequéncia de

mastigacdo humana, de 75 ciclos por minuto (MOHL et al., 1988). Ao final do teste



NASCIMENTO,C. Doutorado161

de simulagdo de carga, os conjuntos implantes-conectores foram submetidos a
500.000 ciclos, com o intuito de simular aproximadamente 1 ano e meio de
mastigacao (CRAIG, 1993). Os implantes submetidos a aplicagdo de carga ciclica
foram embutidos em resina acrilica autopolimerizavel para simular a absorcéo e
distribuicao de forgcas assim como ocorre no tecido dsseo. A resina acrilica foi o
material escolhido porque o seu médulo de elasticidade € o que mais se aproxima
ao do tecido dsseo. O modulo de elasticidade do osso € de 1.500 Mpa, enquanto
que o dos polimeros acrilicos variam de 7 MPa a 4.000 Mpa. O uso de uma matriz
metalica foi descartado, uma vez que o moédulo de elasticidade do ago é 45.000
MPa (AZEVEDO et al. 2009).

Além da imersdo dos conjuntos na saliva humana somente até o limite da
interface entre o implante e o conector protético, a possibilidade de penetracéo
bacteriana através do orificio de acesso superior para fixacdo das coroas foi
eliminada pelo vedamento realizado com uma camada de guta-percha e adesivo a
base de cianoacrilato. Desta forma, as células microbianas foram impedidas de
passarem por outros espacos além dos existentes entre a interface implante-
conector. Esses métodos foram validados em estudos anteriores (NASCIMENTO
et al. 2008, BARBOSA et al. 2009). O periodo de tempo empregado para a
observacao da ocorréncia de infiltragdo bacteriana nos grupos avaliados, 7 dias,
se baseou nos resultados de outros trabalhos. Nakazato et al. (1989) verificaram
que apods 4 horas de exposi¢cao aos fluidos bucais ha a formagao de colonizagao
bacteriana na superficie dos conectores protéticos associados aos implantes.
Nascimento et al. (2008) observaram sinais de infiltragdo bacteriana através da

interface implante-conector apds 48 horas de incubagdo em implantes com
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conectores protéticos totalmente calcinaveis e apés 72 horas em implantes com
conectores calcinaveis com a plataforma protética pré-fabricada em Co-Cr. Em um
outro estudo semelhante, porém, desta vez avaliando a passagem de
microrganismos do meio externo para o interior dos implantes, os mesmos autores
observaram a presencga de quantidades significantes de bactérias abrigadas no
interior de implantes de hexagono externo apdés 7 dias de incubagéo
(NASCIMENTO et al. 2009). Em ambos os estudos, os conjuntos implantes-
conectores nédo foram submetidos a simulagéo de carga ciclica.

Diversas investigacdes descritas neste estudo, e ao longo dos anos na
literatura, comprovam que a falta de uma perfeita adaptacao entre os implantes de
2 partes e seus componentes protéticos favorecem a instalacdo e
desenvolvimento do biofilme bacteriano, e sugerem que novos estudos sao
necessarios para determinar a composicdo desse biofime em varias etapas
clinicas para compreender seu papel na manutencdo da saude periodontal ou no
possivel desenvolvimento de doencas. Apesar dos relatos na literatura mostrarem
que os sistemas de conexao do tipo cone morse apresentam uma maior precisao
de adaptacdo marginal e estabilidade entre os seus componentes e,
consequentemente, uma menor probabilidade de infiltracdo bacteriana, tanto os
resultados obtidos no presente estudo quanto os relatados por investigagdes
microbioldgicas semelhantes, apresentaram sinais da passagem de
microrganismos através da interface implante-conector deste sistema de conexao.

Os dados do presente estudo, no modelo experimental proposto, trazem
informacgdes adicionais e complementam aquelas ja descritas por investigacdes

semelhantes, onde os espagos e fendas provenientes de uma imperfeita
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adaptagao entre os implantes e seus componentes possibilitam a passagem e
colonizagado bacteriana, e que esta contaminagdo € mais significativa quando os
implantes sdo submetidos a cargas ciclicas constantes. As informagdes obtidas
podem auxiliar no entendimento de algumas duvidas pertinentes ao assunto,
atentando para a necessidade de novas investigagbes que busquem o
desenvolvimento de uma adaptacdo mais precisa entre os implantes e seus
componentes ou novas alternativas para se evitar ou minimizar a infiltragao
bacteriana, além de estudos clinicos controlados correlacionando o biofilme
bacteriano presente nos sulcos periodontais, peri-implantares e interior dos

implantes e seus componentes.



7. CONCLUSOES




NASCIMENTO,C. Doutorado 165

Com base nos resultados obtidos péde-se concluir que:

1)

A passagem de microrganismos presentes na saliva humana, in vitro,
através da interface implante-conector protético ocorreu nos implantes dos
3 tipos de conexdes avaliadas, hexagono externo, hexagono interno e cone
morse, tanto nos grupos avaliados de forma estatica (controle) quanto nos

grupos submetidos a simulagéo de carga ciclica controlada.

Nos grupos controles, os implantes de hexagono interno apresentaram
maiores contagens de bactérias do que os implantes de hexagono externo
e cone morse. Todos os tipos de conexdes mostraram diferengas
significantes em relagdo a incidéncia de espécies bacterianas abrigadas no

interior dos implantes.

Dentre os grupos submetidos a simulacéo de carga ciclica, os implantes de
cone morse apresentaram menores contagens de bactérias e menor

incidéncia de espécies do que os implantes de hexagono externo e interno.



NASCIMENTO,C. Doutorado 166

4) A ciclagem de carga aumentou significativamente a incidéncia de espécies
e contagem bacteriana nos implantes com conexdo do tipo hexagonal

externa e interna.
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9. 1 Apéndice A

Hexagono Externo: Espagco interno do implante sem o parafuso de Hexagono Externo: Espago interno do implante com o parafuso de
fixagdo do conector protético correspondendo a um volume final de fixagdo do conector protético correspondendo a um volume final de 4,52
14,87 mm3, mms.

Hexagono Interno: Espaco interno do implante sem o parafuso de ~ Hexagono Interno: Espaco interno do implante com o parafuso de
fixagdo do conector protético correspondendo a um volume final de fixagdo do conector protético correspondendo a um volume final de
29,28 mm3. 10,33 mmd.

Cone Morse: Espaco interno do implante sem o parafuso de fixagao Cone Morse: Espaco interno do implante com o parafuso de fixagéo
do conector protético correspondendo a um volume total de 22,62 mm3. do conector protético correspondendo a um volume final de 3,59 mm3.

Figura 50 — Perfil interno dos implantes utilizados no presente estudo.
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9. 2 Apéndice B
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9. 12 Apéndice L

Tabela 17 — Média da Contagem bacteriana e Desvio padrao (DP) das médias das
amostras provenientes da saliva antes e apos o ensaio de simulagéo de carga ciclica.

Espécies bacterianas Saliva Inicial DP Saliva Final DP

Aa ATCC 2612114,2 + 21567 577204,75 + 147796
Aa JP2 3444184,81 + 12453 435876,27 + 155040
B.fragillis 2606330,74 =+ 9876 423612,45 + 185315
C.gingivalis 3062945,89 + 8756 499757,29 + 272481
E.faecalis 1178398,75 =+ 197620 263490,14 + 155434
E.corrodens 1032649,13 + 125504 272160,50 + 133498
P.gingivalis 811831,00 + 38029 235694,56 + 130817
P.melaninogenica 1130121,35 + 266945 296307,17 + 145484
P.itermedia 670493,14 + 113353 35152245 + 141665
P.putida 558808,9 + 136338 343566,31 =+ 128542
S.aureus 681667,32 + 165882 319258,24 + 135844
S.constelatus 564250,1 + 195867 286347,28 + 171229
S.mutans 315827,05 + 142839 289722,25 + 131940
S.oralis 1306093,98 =+ 23476 307462,25 + 107356
S.sanguinis 652293,09 + 348761 310539,02 + 162556
S.sobrinus 608004,60 =+ 224538 405669,3 + 277452
S.salivarius 340029,73 + 162648 438735,52 = 446807
S.parasanguinis 405640,68 + 316621 439614,00 =+ 519565
S.moreei 1202533,68 =+ 212082 357453,36 + 319754
T. denticola 952132,78 + 110537 391027,21 + 509467
T.forsythensis 275265,8 =+ 69884 482431,36 =+ 656506
V.parvula 360022,11 + 180436 425793,40 + 566064
F.nucleatum 652541,04 + 335432 522330,49 + 605270
F.periodonticum 490740,14 + 200721 423077,72 =+ 346167
P.endodontalis 768094,20 + 148061 418063,22 = 202232
P.micros 970831,83 + 211735 387463,2 + 248945
N.mucosa 904666,53 + 125996 357970,33 + 165833
P.aeruginosa 1059091,78 + 432211 457487,21 + 375453
S.gordonii 1804434,43 + 21346 487839,34 + 263204
S.mitis 1426089,45 + 507490 471707,4 + 237090
L.casei 1546115,74 =+ 623479 480972,21 + 317593
S. pasteuri 1203261,60 =+ 227869 429573,73 + 238001
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9. 13 Apéndice M

Tabela 18 — Média da Incidéncia (%) das espécies bacterianas nas amostras provenientes do interior
dos implantes dos 3 tipos de conexdes avaliados com ou sem a simulagao de carga ciclica.

HE Controle HE Carga HI Controle HI Carga CM Controle CM Carga
Aa ATCC 0 100 40 100 10 30
Aa JP2 0 90 40 100 10 40
B.fragillis 0 90 30 100 10 0
C.gingivalis 0 100 30 100 0 40
E.faecalis 0 a0 0 100 0 0
E.corrodens 0 a0 0 100 0 0
P.gingivalis 0 a0 0 100 0 0
P.melaninogenica 0 90 0 100 0 0
P.itermedia 0 a0 0 100 0 0
P.putida 0 90 0 100 0 0
S.aureus 0 a0 0 100 0 0
S.constelatus 0 a0 0 100 0 0
S.mutans 0 100 10 100 0 0
S.oralis 0 100 10 100 0 0
S.sanguinis 0 100 10 100 0 0
S.sobrinus 0 100 10 100 0 0
S.salivarius 0 100 10 100 0 0
S.parasanguinis 0 100 10 100 0 0
S.moreei 0 100 10 100 0 0
T. denticola 0 a0 10 100 0 0
T.forsythensis 0 a0 10 100 0 0
V.parvula 0 a0 10 100 0 0
F.nucleatum 0 a0 0 100 0 0
F.periodonticum 0 a0 0 100 0 0
P.endodontalis 0 a0 0 100 0 0
P.micros 0 a0 0 100 0 0
N.mucosa 0 a0 0 100 0 0
P.aeruginosa 0 a0 0 100 0 0
S.gordonii 30 a0 10 100 10 50
S.mitis 20 100 10 100 10 60
L.casei 30 100 10 100 10 60

S. pasteuri 20 100 10 100 10 90
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9. 14 Apéndice N

Tabela 19 — Média da Incidéncia (%) das espécies
bacterianas nas amostras provenientes da saliva
antes e apés o teste de simulagéo de carga ciclica.

Saliva Inicial Saliva Final
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100

100 100
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preenchido pelo pesqwsador responsavel B ' '

Lembramos ainda que, quando da submissao do Relatorlo Fmal a este
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