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Cardoso M. Influéncia da deposicédo de filmes de carbono tipo diamante
na infiltracdo bacteriana pela interface entre implantes e pilares protéticos
[tese]. S&o José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia,
UNESP — Univ Estadual Paulista; 2013.

RESUMO

O estudo avaliou a influéncia da deposicéo de filmes de DLC na infiltracédo
bacteriana pela interface entre pilares protéticos e implantes de hexagono
externo (HE) e interno (HI). Também avaliou a aderéncia microbiana a
estes filmes, depositados sobre titanio. A deposicdo dos filmes foi
realizada por PECVD (Deposicdo Quimica a Vapor Assistida por Plasma),
e sua caracterizacao foi feita pelas analises de perfilometria mecénica,
espectroscopia Raman, rugosidade, analise triboldgica, espectroscopia de
energia dispersiva e angulo de contato. Para avaliagdo da aderéncia
microbiana, laminas de titanio (N=45; n=15) foram divididas em trés
grupos: (1) sem filme (controle); (2) com filme de DLC; e (3) com filme de
DLC dopado com prata (DLC-Ag). Elas foram suspensas em poc¢os
contendo saliva-glicerol e caldo de cultura. Apés 48 h de incubacéao, elas
foram agitadas em ultrassom e a suspensdo resultante foi diluida e
semeada em placas para contagem de microrganismos. Para avaliacéo
da infiltracdo bacteriana pela interface implante/pilar, conjuntos de
implantes e pilares HE e HI (N=180; n=30) foram divididos de acordo com
o tratamento da base do pilar: (1) nenhum tratamento (controle); (2)
deposicéo de filme de DLC; e (3) deposicéo de filme de DLC-Ag. Sob
condicdes assépticas, foi inoculado 1 pL de suspensdo de Enterococcus
faecalis no interior dos implantes, e os pilares foram parafusados com
20 Ncm. Os conjuntos foram testados para contaminacdo externa
imediata, suspensos em tubos de ensaio contendo caldo de cultura
estéril, e acompanhados por cinco dias. A turvacdo do caldo indicou
infiltracdo bacteriana. Ao final do periodo, os pilares foram
desparafusados e o conteudo interno dos implantes foi coletado com cone
de papel e semeado em placas de Petri. Estas foram levadas a estufa
bacteriolégica por 24 h para verificacdo da viabilidade bacteriana e
contagem de UFCs. A rugosidade e os dados de log;o0UFC/mL foram
analisados por andlise de variancia. A infiltracdo bacteriana foi analisada
pelos testes Qui-quadrado, exato de Fisher, Kaplan-Meier e Log-rank. O
nivel de significancia considerado foi de 5%. A rugosidade média foi
semelhante entre os grupos (P=0,426). O filme de DLC-Ag apresentou
aderéncia microbiana significantemente menor do que o grupo controle
(P=0,04), enquanto que o filme de DLC foi estatisticamente semelhante



aos outros grupos. O percentual de infiltracdo bacteriana foi de 16,09%
para os implantes HE e de 80,71% para os implantes HI (P<0,0001). A
guantidade bacteriana também foi maior no interior destes implantes. O
tipo de implante influenciou significantemente os resultados (P=0,000),
enquanto que os filmes ndo exerceram influéncia significante (P=0,487).
Concluimos que: (1) Os implantes HI apresentaram maior frequéncia de
infiltracdo bacteriana e maior contagem de bactérias; (2) Os filmes de
DLC e DLC-Ag nao reduziram significantemente a frequéncia de
infiltracdo bacteriana e a contagem de bactérias no interior dos implantes;
(3) O filme de DLC-Ag reduziu significantemente a aderéncia microbiana
ao titanio.

Palavras-chave: Implantes dentarios. Infiltragdo. Microbiologia. Gases em
plasma. Propriedades de superficie.
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ABSTRACT

This study evaluated the influence of DLC films on bacterial leakage
through the interface between abutments and dental implants of external
hexagon (HE) and internal hexagon (HI). It also evaluated microbial
adhesion to these films deposited on titanium. The deposition of the films
was performed by PECVD (Plasma Enhanced Chemical Vapor
Deposition), and its characterizations were done by mechanical
profilometry, Raman spectroscopy, surface roughness, tribological
analysis, energy dispersive spectroscopy and contact angle. To evaluate
the microbial adhesion, titanium blades (N=45, n=15) were divided into
three groups: (1) without film (control), (2) with DLC film, and (3) with DLC
film doped with silver (Ag-DLC). They were suspended in wells containing
saliva-glycerol broth. After 48 h incubation they were ultrasonicated and
the resulting suspension was diluted and plated for CFU counting. For
evaluation of bacterial leakage through implant/abutment interface, sets of
implants and abutments (N=180, n=30) were divided according to the
treatment of the base of the abutment: (1) no treatment (control); (2)
deposition of DLC film, and (3) deposition of Ag-DLC film. Under aseptic
conditions, 1 yL of Enterococcus faecalis was inoculated inside the
implants, and abutments were tightened to 20 Ncm. The sets were tested
for immediate external contamination, suspended in test tubes containing
sterile culture broth, and followed for five days. The turbidity of the broth
indicated bacterial leakage. At the end of the period, the abutments were
removed and the internal content of the implants was collected with paper
cone and seeded in Petri dishes. These were incubated for 24 h for
assessment of bacterial viability and CFU counting. The roughness and
log;0CFU/mL data were analyzed by analysis of variance. The bacterial
leakage was analyzed by Chi-square test, Fisher exact test, Kaplan-Meier
and Log-rank. The level of significance was 5%. The average roughness
was similar among groups (P=0.426). The Ag-DLC film presented
significantly lower microbial adhesion than the control group (P=0.04),
while the DLC film was statistically similar to other groups. The percentage
of bacterial leakage was 16.09% for HE implants and 80.71% for Hl
implants (P<0.0001). The bacterial number was higher inside these
implants. The type of implant significantly influenced the results (P=0.000),



while the films did not (P=0.487). We conclude that: (1) HI implants had a
higher frequency of bacterial leakage and higher bacteria count, (2) the
DLC and DLC-Ag films did not significantly reduce the frequency of
bacterial leakage and bacteria count inside the implants, (3) the Ag-DLC
film significantly reduced microbial adherence to titanium.

Keywords: Dental implants. Leakage. Microbiology. Plasma gases.
Surface properties.



1 INTRODUCAO

A terapia com implantes osteointegrados é hoje uma
realidade consagrada. O indice de sobrevida destes implantes se
encontra acima de 94% nos primeiros anos (den Hartog et al., 2008; Jung
et al., 2008; Aglietta et al., 2009; Lambert et al., 2009; Zurdo et al., 2009),
decaindo para aproximadamente 87% apds 15 anos (Lambert et al.,
2009). Em comparacéo, para dentes comprometidos, porém tratados, a
sobrevida em 10 anos é em torno de 92-93% (Holm-Pedersen et al.,
2007).

A técnica convencional de confeccdo de uma protese
sobre implantes envolve o parafusamento de um pilar protético ao
implante, criando assim uma microfenda na interface entre as duas
estruturas. Esta microfenda, que mede em média de 2 a 6 um (Tsuge et
al., 2008), permite a penetracdo e a colonizacdo bacteriana (Quirynen,
van Steenberghe, 1993), podendo levar a eventos clinicos indesejaveis,
como odor desagradavel, inflamacéo tecidual permanente ao redor do
implante (Broggini et al., 2003), perda 6ssea marginal (Covani et al.,
2006) e recessao gengival (Chow, Wang, 2010), com consequente
prejuizo estético. De fato, estudos clinicos mostram a presenca de um
infiltrado inflamatério ao redor dos implantes (van Winkelhoff et al., 2000;
Callan et al.,, 2005). Como a perda Ossea em forma de taca
(saucerizacdo), verificada nesta regido ap0s sua exposicdo ao meio
bucal, ndo é encontrada em implantes de corpo unico, pode-se atribuir
sua ocorréncia a presenca da microfenda, possivelmente devido a
colonizacéo bacteriana ai presente (Covani et al., 2006).

A penetracdo bacteriana através da interface entre o

implante e o pilar protético é influenciada, entre outros, pelo tipo de
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conexdo protética (Tesmer et al., 2009; Koutouzis et al., 2011) e pela
rugosidade das superficies (Subramani et al., 2009). Como as superficies
mais rugosas possuem maior energia de superficie e aderem mais
microrganismos, a reducao da rugosidade da superficie do pilar protético
em contato com o implante possivelmente reduziria a penetracao
bacteriana e suas consequéncias clinicas.

Kim et al. (2005) demonstraram que a deposicdo de um
filme de carbono tipo diamante (DLC, Diamond Like Carbon) sobre a
plataforma de um implante de conexao externa aumentou a resisténcia ao
desgaste e a soltura do parafuso protético, além de reduzir
aparentemente a rugosidade de sua superficie.

O filme de DLC é composto por uma forma densa e
metaestavel do carbono amorfo ou carbono amorfo hidrogenado, que
apresenta propriedades semelhantes as do diamante, como elevada
dureza mecanica, baixo coeficiente de atrito, transparéncia O&ptica,
elevada resisténcia ao desgaste e estabilidade quimica (Robertson, 2002;
Kim et al., 2005). E amplamente utilizado como revestimento protetor em
janelas Opticas, discos rigidos magnéticos, pecas de motores de
automoveis e avioes, préteses médicas, dispositivos
microeletromecanicos, entre outros. Também €& usado como lubrificante
sélido pela industria aeroespacial. Na Odontologia, € comercialmente
utilizado sobre roscas de parafusos protéticos em sistemas de implantes
dentarios para reduzir seu afrouxamento, pois aumenta a pré-carga e
reduz o coeficiente de atrito (Martin et al., 2001; Kim et al.,, 2005), e
também como recobrimento de fios ortodénticos (Muguruma et al., 2011).
O DLC também vem sendo estudado como tratamento de superficies de
implantes (De Maeztu et al., 2007). Outros filmes nanométricos vém
sendo pesquisados como recobrimento de ceramicas a base de zirconia
para melhorar sua adesdo a cimentos resinosos (Piascik et al., 2009,
2011).
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Associado as suas propriedades fisicas, os filmes de DLC
sdo biocompativeis (Morrison et al., 2006) e podem ter suas
caracteristicas modificadas pela incorporacdo de nanoparticulas (V, Ti, F,
H, Ag). A incorporacdo de particulas de prata pode ser especialmente
vantajosa devido a seu conhecido efeito bactericida (Grill, 2003; Zhou et
al., 2008; Marciano et al., 2009c¢).

A interposicdo de um filme nanométrico que reduza o
atrito entre o pilar protético e o implante, conferindo uma maior pré-carga
ao sistema e, com isto, um melhor selamento da microfenda, e que
apresente propriedades bactericidas, possivelmente reduziria a
penetracdo e colonizacdo bacteriana nesta interface. Trabalhos avaliando
o efeito deste filme na infiltracdo bacteriana pela interface ndo foram
encontrados na literatura. A reducdo desta infiltragdo poderia reduzir a
perda éssea ao redor do implante e a recessdo gengival, eventos
comumente encontrados na clinica e que geram tantos transtornos a

profissionais e pacientes.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estado atual da terapia com implantes osteointegrados

Quase cinco décadas apoOs o tratamento dos primeiros
pacientes com implantes osteointegrados, em 1965 (Adell et al., 1981),
atualmente ndo mais se questiona a eficacia desta modalidade de
tratamento na reabilitacdo de pacientes total ou parcialmente edéntulos. A
terapia com implantes é hoje uma realidade consagrada, que apresenta
elevadas taxas de sucesso (Wennerberg, Albrektsson, 2011). Inicialmente
propostos para reabilitar pacientes edéntulos cuja reabsorcdo éssea
severa dificultava o uso de uma protese total mucossuportada (os
chamados ‘“invalidos orais”), os implantes s&o hoje utilizados para
suportar préteses parciais fixas e removiveis, sobredentaduras e coroas
unitarias. E, assim como suas indicagdes se expandiram, as
preocupacdes também se modificaram e o nivel de exigéncia aumentou,
considerando-se de fundamental importancia agora, além da
funcionalidade, a recuperacdo e a manutencdo da estética ao redor dos
implantes.

Estudos recentes avaliaram a taxa de sobrevida dos
implantes e respectivas proteses ao longo dos anos. Em uma revisao
sistematica, den Hartog et al. (2008) encontraram uma taxa de sobrevida
de 95,5% (IC 95%: 93,0 — 97,1%) apO6s um ano para implantes unitarios
instalados em regido anterior. Estes autores citaram que O sSucesso
destes implantes ndo deve ser determinado apenas pelas altas taxas de
sobrevida, mas principalmente pela qualidade desta sobrevida, ja que o
tecido circunjacente ao implante deve estar em harmonia com o tecido ao

redor dos dentes adjacentes e a coroa deve harmonizar com os dentes
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vizinhos. Em outra revisao sistematica, Jung et al. (2008) relataram uma
taxa de sobrevida de 96,8% (IC 95%: 95,9 — 97,6%) para implantes
unitarios apos cinco anos, enquanto que a sobrevida das coroas sobre
estes implantes foi calculada em 94,5% (IC 95%: 92,5 — 95,9%).

Também foram calculadas as taxas de sobrevida para
implantes suportando outros tipos de proteses. Para implantes suportando
proteses parciais fixas com cantilever foram relatadas taxas de 94,3% (IC
95%: 84,1 — 98%) apos cinco anos e de 88,9% (IC 95%: 70,8 — 96,1%)
apos 10 anos (Aglietta et al.,, 2009). Segundo Zurdo et al. (2009), as
préteses parciais fixas com cantilever apresentam uma sobrevida apos
cinco anos menor do que as proteses sem cantilever (91,9% e 95,8%,
respectivamente). Para proteses totais fixas maxilares, Lambert et al.
(2009) encontraram taxas de 98,2% apds um ano e 92,1% apos 10 anos;
em relacdo aos implantes, as taxas foram de 94% apos um ano e 87,7%
apos 15 anos. Os autores observaram gque a sobrevida dos implantes
normalmente decai ao longo do tempo, mas que o maior nimero de
perdas ocorre nos periodos iniciais apoés a instalagdo dos implantes. Mal6
et al. (2011) descreveram taxas de 98,6% para as préteses e de 95,8%
para os implantes. Esta diferenca se deve ao fato de que em alguns
casos de protese total fixa, a perda de um implante n&o inviabiliza o uso
da mesma proétese, que se mantém suportada pelos implantes restantes.
Para implantes que suportam sobredentaduras, Ueda et al. (2011)
relataram uma taxa de sobrevida de 85,9% ap6s 24 anos.

Comparacbes entre a sobrevida de préteses sobre
implantes e préteses sobre dentes também sdo encontradas na literatura.
Em uma revisdo sistematica, Igbal e Kim (2007) relataram taxas de
sobrevida estatisticamente semelhantes entre dentes endodonticamente
tratados que receberam coroas unitarias e implantes unitarios. Holm-
Pedersen et al. (2007) afirmaram, em uma reviséo tradicional da literatura,
gue a sobrevida de dentes tratados supera a dos implantes apds 10 anos:

enquanto a primeira estaria acima de 90%, a segunda estaria entre 80 e
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90%. Entretanto, a presenca de patologia periapical prévia ao tratamento
reduziria sensivelmente a longevidade do dente. Para dentes que
suportam sobredentaduras, Koller et al. (2011) relataram taxas de
sobrevida entre 60,6% e 95,3% apds um periodo de 4 a 10 anos; para
implantes suportando o mesmo tipo de protese, encontraram taxas entre
97% e 100% apds um periodo de 3 a 10,4 anos. Priest (2011) afirmou que
as préteses sobre implantes apresentam taxas de sucesso maiores do
que as préteses sobre dentes de mesma extensdo. Para este autor, as
taxas de sucesso somente sdo comparaveis quando se trata de dentes
sadios endodonticamente tratados que receberam coroas unitarias, mas
0os dentes ndo se comportam tdo bem quanto os implantes quando
utilizados como pilares para proéteses fixas. Em relacdo ao custo, Kim e
Solomon (2011) citaram que a op¢ao de menor custo para um dente que
necessita de retratamento endoddntico € sua extracao e instalacdo de um
implante associado a uma coroa unitaria.

Apesar das altas taxas de sucesso das proteses sobre
implantes, é frequente o relato de complicacdes a elas relacionadas.
Estas podem ser divididas em complicacdes técnicas e complicacbes
biolégicas. Para Jung et al. (2008), a complicacdo técnica mais
frequentemente encontrada apds cinco anos foi a soltura do parafuso ou
do pilar protético (12,7% [IC 95% 5,7 — 27%]), seguida de perda de
retencdo da coroa (5,5% [IC 95% 2,2 — 13,5%]) e fratura do material de
recobrimento estético (4,5% [IC 95% 2,4 — 8,4%]). den Hartog et al.
(2008) citaram como complicacdo técnica mais frequente a perda de
pilares provisorios e a perda ou fratura de coroas provisorias. A
complicagdo técnica mais frequente relatada por Aglietta et al.(2009) ap6s
cinco anos foi a fratura do material de recobrimento (10,3% [IC 95% 3,9 —
26,3%]); outras complicacdes foram: soltura do parafuso protético (8,2%
[IC 95% 3,9 — 17%)]), fratura do pilar ou do parafuso (2,1% [IC 95% 0,9 —
5,1%]) e fratura do implante (1,3% [IC 95% 0,2 — 8,3%]). Zurdo et al.

(2009) relataram taxas de 13 a 26% para proteses parciais fixas com
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cantilever, e de 0 a 12% para proteses sem cantilever. Mal6 et al. (2011)
encontraram complicacdes técnicas em 6% dos pacientes estudados.

Em relacdo as complica¢cBes bioldgicas, Jung et al. (2008)
descreveram como mais frequentes as lesbes da mucosa peri-implantar
(inflamacao gengival e sangramento) e a peri-implantite (profundidade de
bolsa maior ou igual a 5mm com sangramento ou supuragdo a
sondagem), com uma taxa de ocorréncia conjunta apés cinco anos de
9,7% (IC 95% 5,1 — 17,9%). Em seguida encontra-se a perda 6ssea maior
do que 2 mm ao redor dos implantes (6,3% [IC 95% 3 — 13%]). den
Hartog et al. (2008) citaram a formacdo de fistulas, a mucosite peri-
implantar e a deiscéncia do tecido mole. Aglietta et al. (2009) estimaram
taxas de 10,5% (IC 95% 3,9 — 26,4%) para complicacdes relacionadas
aos implantes e de 17,9% (IC 95% 6,4 — 44,3%) as proteses com
cantilever em cinco anos. Mal6é et al. (2011) também relataram a
ocorréncia destas complicacdes, e associaram o fumo como fator de
risco. Em uma revisdo sistematica sobre implantes imediatos realizada
por Lang et al. (2012), os autores descreveram que, com excegao de um
artigo no qual houve ganho no nivel 6sseo médio ao redor dos implantes,
todos os outros mostraram perda 6ssea marginal apds entrarem em
funcdo, demonstrando que esta ainda é uma questdo preocupante na

implantodontia.

2.2 A interface entre o implante e o pilar protético

A confeccdo de uma protese sobre implantes envolve a
conexao de um pilar protético ao implante, geralmente por meio de um
parafuso. Algumas vezes, este pilar faz parte da protese em si; outras
vezes, € um componente intermediario entre a prétese e o implante. Na

interface entre os dois componentes, implante e pilar protético,
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invariavelmente se forma uma fenda, de dimensdes microscopicas que
variam entre os diferentes sistemas (Jansen et al., 1997).

Diversos estudos mediram a dimensdo desta microfenda.
Jansen et al. (1997) analisaram 13 diferentes tipos de implantes ao
microscoépio eletrdnico de varredura (MEV) e encontraram fendas de 5 um
em meédia. Com excecdo de um sistema, todos 0s outros apresentaram
valores menores do que 10 pum. Os sistemas de conexdao conica
apresentaram os menores valores, entre 1 e 4 um, e um sistema de
interface plana (Friality 2) apresentou valores de 1 um. Tsuge et al. (2008)
mediram a microfenda em implantes de conexao interna e externa por
meio de um microscopio de varredura a laser, e relataram valores de
2,3+0,49 pm para um implante de hexagono externo (HE) (Branemark)
até 5,6+0,87 um para um implante com triplo canal interno (Replace
Select).

Um estudo avaliou a microfenda em implantes de
conexdo conica sob aplicacdo de carga estatica horizontal, utilizando
micrografias baseadas em sincrotron, um acelerador de particulas (Rack
et al., 2010). O tamanho da fenda variou entre 1 e 4 um na auséncia de
carga, aumentando progressivamente com a aplicacdo de carga. Sob
uma carga de 100 N, a fenda chegou a medir 22 um. Outro estudo avaliou
cinco sistemas de implantes nacionais com conexdo por hexagono
externo, e 0Ss resultados mostraram microfendas variando de
0,51+0,39 um (Neodent) até 2,68+3,02 um (Conexao) (Dias et al., 2012).
Os autores observaram que a desadaptacdo ndo era uniforme ao longo
de toda a interface. Meleo et al. (2012) propuseram o uso da técnica de
microtomografia com raios-X para observar tridimensionalmente o contato
externo e interno entre o implante e seus componentes sem necessidade
de destruir, cortar ou alterar a amostra. Os autores citaram que, apesar de
as interfaces de conexdes coOnicas apresentarem melhor selamento e

melhor estabilidade mecanica, ainda ndo existe um tipo de conexao ideal.
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Por melhor que seja a adaptacao entre o implante e o
pilar protético, sempre havera a presenca de uma microfenda, e este
espaco é suficiente para abrigar microrganismos nocivos aos tecidos
circunjacentes ao implante, pois estes medem, em média, menos de 2 pum
(Callan et al., 2005). De fato, microrganismos orais sdo capazes de se
aderir a superficie do titanio, formando um biofilme, e a interface entre o
implante e o pilar funciona como um nicho bacteriano (Subramani et al.,
2009).

A formagdo do biofilme nos implantes dentarios é
semelhante ao que ocorre em dentes (Tanner et al., 1997). Bactérias da
saliva se ligam as proteinas e glicoproteinas da pelicula salivar que se
adere a superficie do dente ou implante segundos apos sua limpeza. A
saliva contém mais de 10° células bacterianas por mililitro (Saxton, 1973).
Os primeiros microrganismos a colonizar a superficie sdo o0s
estreptococos (S. sanguinis, S. oralis, S. mitis), de 0 a 4h apés a
formacdo da pelicula. Durante as 4 a 24 h seguintes, outras bactérias se
aderem e elas se multiplicam e crescem, formando microcolonias. Sua
nutricdo é proveniente da matriz polimérica extracelular, de origem da
saliva na placa supragengival e do fluido crevicular na placa subgengival.
Em 1 a 14 dias, a placa inicialmente dominada por estreptococos se altera
para uma placa dominada por espécies de Actinomyces. Em 2 a
4 semanas, as espécies bacterianas se tornam mais diversificadas, com
altos niveis de espécies filamentosas anaerdObias gram-negativas,
formando um biofilme maduro (Subramani et al., 2009).

Estudos in vivo analisaram a microbiota associada a
regido peri-implantar. Lee et al. (1999) examinaram 43 pacientes
parcialmente edéntulos, utilizando a técnica de DNA checkerboard para
analise da microbiota ao redor de implantes e dentes. Os microrganismos
mais comumente encontrados nos implantes foram o0s estreptococos
orais, capnocytophagae, Veillonella parvula, Peptostreptococcus micros e

Fusobacterium nucleatum. As espécies periodontopatogénicas P.
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gigivalis, Tannerella forsythensis, Prevotella intermedia, Prevotella
nigrescens e Campylobacter rectus foram detectadas em alguns
pacientes. Foi observado que a complexidade da microbiota aumentou
com o tempo de carregamento em boca, e que a colonizacdo por
patégenos periodontais foi maior em pacientes com histérico de doenca
periodontal. A maior influéncia na microbiota peri-implantar foi a
microbiota nos dentes remanescentes.

Callan et al. (2005) coletaram, com pontas de papel
estéreis, amostras microbianas da regido interna da interface
implante/pilar de 43 implantes, e das roscas de 11 cicatrizadores,
provenientes de 32 pacientes parcialmente edéntulos com excelente
saude periodontal, 25 dias apés o segundo estagio cirurgico e instalacao
dos cicatrizadores. Por meio de sonda de DNA, detectaram a presenca de
niveis moderados a altos de oito patégenos periodontais nas interfaces
dos implantes. Todos 0s espécimes apresentaram pelo menos um dos
seguintes microrganismos: Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Tannerella forsythensis, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens,
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia e Treponema denticola. As amostras provenientes das roscas
dos cicatrizadores, no entanto, foram negativas para todos estes
microrganismos (menos de 10° células). Estes resultados, segundo os
autores, suportam a hipotese de que bactérias periodontopatogénicas
podem se deslocar dos dentes para os implantes.

Por meio de andlises histologicas em microscopio Optico,
Covani et al. (2006) identificaram colonizacdo bacteriana intensa na
interface e no interior de 15 implantes removidos por falha na
osteointegracéo.

O biofilme supra e subgengival foi avaliado por Shibli et al.
(2008) em pacientes com e sem peri-implantite. Foram coletadas
amostras de biofilmes de um implante por paciente, sendo 22 implantes

saudaveis e 22 com sinais de peri-implantite. As amostras foram



33

analisadas para a presenca de 36 microrganismos pela técnica de
checkerboard DNA-DNA hybridization. O grupo controle (saudavel)
apresentou uma contagem bacteriana total menor do que o grupo com
peri-implantite. Em termos qualitativos, o biofilme supragengival nao
diferiu substancialmente do subgengival, sugerindo que o biofilme
supragengival possa atuar como um reservatério bacteriano na reinfecgcéo
do ambiente subgengival. Quantitativamente, de uma forma geral, o
biofilme supragengival e os implantes com peri-implantite apresentaram
maior nimero de bactérias totais do que o biofilme subgengival e os
implantes saudaveis. As bactérias do complexo vermelho, que abriga as
espécies mais patogénicas (Tannerella forsythia, Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola), foram encontradas em maior proporgéao
na peri-implantite, enquanto que a proporcado de bactérias do complexo
roxo, consideradas benéficas (Actinomyces odontolyticus, Veillonella
parvula), foi maior nos implantes saudaveis.

Cosyn et al. (2011) compararam a microbiota do sulco
peri-implantar, do parafuso do pilar e da bolinha de algod&o utilizada no
compartimento intracoronario de préteses totais fixas parafusadas, por
meio da técnica de checkerboard DNA-DNA hybridization. Foram
avaliados 58 implantes de oito pacientes que possuiam proteses havia em
média 9,6 anos, sem sinais de peri-implantite. Quarenta espécies
microbianas foram pesquisadas. A bolinha de algoddo na regido intra-
coronaria se mostrou intensamente contaminada e bastante semelhante
ao sulco peri-implantar em termos de frequéncia de deteccéo e contagem
de microrganismos para praticamente todas as espécies pesquisadas.
Entretanto, praticamente ndo havia ligacdo microbiana entre os dois
compartimentos, sugerindo a existéncia de infiltracdo ao longo das
margens das restauracdes de resina composta utilizadas para obliterar os
orificios de acesso aos parafusos protéticos. Comparando-se o parafuso
do pilar ao sulco peri-implantar, a maioria das espécies foi mais

frequentemente encontrada e em maior nimero no sulco do que no



34

parafuso. Como ndo ha contato direto do parafuso com o compartimento
intra-coronal, a interface entre o implante e o pilar e entre o pilar e a
protese é o caminho mais provavel para a transmissao microbiana do
meio externo para o parafuso, e vice-versa. Embora nenhum implante
apresentasse sinais clinicos de peri-implantite, foi notavel a prevaléncia

de numerosas espécies associadas a doenca.

2.3 Eventos histologicos e clinicos relacionados a presenca da
microfenda entre o implante e o pilar protético

A presenca de bactérias na interface entre o implante e o
pilar protético foi relacionada a ocorréncia de eventos histologicos e
clinicos indesejaveis que atingem o tecido circunjacente ao implante. Os
microrganismos periodontopatogénicos que colonizam esta regiao
produzem endotoxinas, colagenases, hialuronidases e sulfato de
condroitina, que geram uma resposta inflamatdria, resultando em perda
de tecido de suporte ao redor do implante (Subramani et al., 2009).

Alguns estudos demonstraram o infiltrado inflamatorio
presente nos tecidos peri-implantares. Dois estudos com implantes de
hexagono externo em caes descreveram a presenca de células
inflamatdrias no tecido conjuntivo lateral ao epitélio juncional, na regido da
interface entre o implante e o pilar. Este infiltrado inflamatorio mostrou-se
separado da crista 6ssea por uma zona de 0,8 mm de tecido conjuntivo
normal. A perda 0ssea encontrada apds seis meses foi de 2,4 mm; a
altura da mucosa peri-implantar variou de 3,5 a 3,9 mm; a crista 0ssea
localizava-se a 1,1-1,5 mm apicalmente a interface; e foi observada a
formacao de um epitélio juncional de 2,1-2,4 mm faceando a superficie do
implante. Os sinais clinicos e histolégicos de inflamacdo foram

significantemente maiores na presenca de placa, mas nao houve
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diferenca entre procedimentos de um ou dois passos cirurgicos (Ericsson
et al., 1995, 1996).

O infiltrado inflamatorio mostra-se bem menor em
implantes de corpo unico, que ndo possuem microfendas, em relacado aos
implantes de dois componentes. Broggini et al. (2003) compararam
histologicamente, em caes, implantes de corpo Unico e implantes de duas
pecas submersos e ndo submersos. Nos dois ultimos a plataforma foi
localizada no nivel 6ésseo no momento da instalacdo. Os autores
verificaram um infiltrado celular consideravel no tecido mole ao redor dos
implantes de duas pecas, que se concentrava 0,5 mm coronalmente a
interface implante-pilar, e se dissipava gradualmente pelo tecido em
direcGo ao 0sso e ao epitélio gengival. Estas células eram
predominantemente neutrofilos. Em contrapartida, no tecido ao redor dos
implantes de corpo unico foram encontradas poucas células inflamatorias,
predominantemente mononucleares, que se distribuiam esparsamente. A
perda 0ssea ao redor dos implantes também foi significantemente maior
nos implantes de duas pecas do que nos de corpo Unico. Os autores
sugerem que a presenca da microfenda no nivel 6sseo leva a penetracdo
e a colonizacdo bacteriana persistentes, originando um estimulo
guimiotatico que promove o0 acumulo constante de neutrofilos nesta
regido. A ativacdo de células inflamatoérias estimularia a formacao, o
crescimento e a ativagdo de osteoclastos, resultando em perda de osso
alveolar.

Degidi et al. (2006) avaliaram a presenca de células e
fatores inflamatérios em tecidos peri-implantares em humanos,
comparando cicatrizadores de titanio e de zirconia. O infiltrado
inflamatorio apresentou-se bem maior com 0s cicatrizadores de titanio,
sendo constituido principalmente de linfécitos, plasmaécitos e histidcitos;
ao redor destes cicatrizadores, o infiltrado atingia a submucosa, se
estendendo algumas vezes a mucosa e produzindo microulceracdes. Nos

tecidos ao redor dos cicatrizadores de titanio também foi observado maior
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namero de microvasos sanguineos, e uma maior expressao de fatores
ligados ao processo inflamatério, como o fator de crescimento endotelial
vascular, o antigeno Ki-67 (sinalizador de proliferacao celular) e a enzima
oxido nitrico sintetase (NOS1 e NOS3). Os autores correlacionam estes
achados com a maior concentracdo bacteriana nos espécimes de titanio.
A rugosidade média foi estatisticamente semelhante entre os dois
materiais.

A existéncia de processo inflamatorio constante nos
tecidos peri-implantares, demonstrada em estudos histoldgicos, reflete-se
clinicamente. Os primeiros sinais clinicos sdo observados no tecido mole,
e sdo conhecidos como mucosite peri-implantar. Este termo descreve a
presenca de inflamag¢do na mucosa ao redor de um implante sem sinais
de perda do osso de suporte, e é caracterizado por sangramento a
sondagem (Lindhe, Meyle, 2008). A mucosite peri-implantar é prevalente
em 80% dos pacientes e em 50% dos implantes (Zitzmann, Berglundh,
2008). Sua patogenia € semelhante a da gengivite ao redor de dentes
(Lang et al., 2011).

A néo resolugédo da inflamacdo no nivel do tecido mole
pode ocasionar um quadro mais grave, com perda de 0sso de suporte,
denominado peri-implantite. Sua progressdo pode levar a perda do
implante. Além de sangramento e, muitas vezes, supuracao a sondagem,
observa-se aumento da profundidade de sondagem (bolsas),
clinicamente, e reducdo do osso ao redor do implante, radiograficamente
(Lindhe, Meyle, 2008).

As doencas peri-implantares (mucosite peri-implantar e
peri-implantite) sdo doencas infecciosas e relacionadas ao acumulo de
biofiilme bacteriano nas superficies dos implantes. Elas podem ser
correlacionadas, respectivamente, a gengivite e a doenca periodontal
(Zitzmann, Berglundh, 2008). O consenso do sexto Workshop Europeu de

Periodontia recomenda a avaliacao peridédica dos implantes por meio de
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sondagem convencional leve (0,25 N) e radiografias periapicais (Lindhe,
Meyle, 2008).

Os implantes padrdo Branemark (com conexdo de
hexagono externo) apresentam invariavelmente uma perda vertical de
tecido 6sseo circunjacente, em forma de taca, denominada saucerizacao,
que ocorre até um ano apos o implante ser colocado em funcéo, e mede
aproximadamente de 1,5 a 2 mm (Albrektsson et al., 1986; Bidez, Misch,
1992; Cochran et al.,, 2009). Oh et al. (2002) revisaram as possiveis
causas desta perda Ossea inicial, que incluem: trauma cirdargico,
sobrecarga  oclusal, peri-implantite, presenca da microfenda,
restabelecimento das distancias biolégicas, influéncia da cinta transéssea
do implante, entre outros. Segundo os autores, ndo ha evidéncias
suficientes para considerar o trauma cirargico e a peri-implantite causas
da perda 6ssea inicial. A sobrecarga oclusal pode ser um fator associado,
pois se houver uma tensdo excessiva na crista 0ssea apés a instalacao
da prétese, a perda 0ssea se inicia nesta regido. Entretanto, a densidade
O0ssea também parece afetar este fendmeno, pois implantes maxilares
perdem mais 0sso do que os mandibulares. O restabelecimento das
distancias biol6gicas se inicia imediatamente apdés o segundo passo
cirdrgico nos implantes submersos e apos a instalagdo do implante nos
ndo-submersos. A dimenséo e a posicdo das distancias biologicas podem
ser determinadas pela localizagdo da microfenda, se presente, e pelas
caracteristicas da regido transossea do implante, como a textura
superficial, o desenho da conexdo implante/pilar, e a localizacdo da
juncdo entre a superficie rugosa e a polida nos implantes de corpo Unico.
O restabelecimento das distancias biolégicas ndo deve ser considerado
um fator isolado, pois diferentes niveis de perda 6ssea sao relatados para
diferentes tipos de implantes. Assim, os autores concluem que, dentre
todos os fatores possiveis, o0 restabelecimento das distancias biolégicas, a
sobrecarga oclusal, a microfenda e as caracteristicas da regido

transdssea sdo, em conjunto, as causas mais provaveis da perda 0ssea
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cervical inicial. Eles afirmam que h& pouca evidéncia cientifica sobre o
mecanismo exato desta perda 0ssea.

Em um estudo em cées, Hermann et al. (1997) avaliaram
a perda 0ssea em implantes submersos e ndo-submersos, utilizando dois
implantes de corpo Unico e quatro implantes de duas pecas. Dos ultimos,
um foi instalado ndo-submerso e trés, submersos em diferentes niveis em
relacdo a crista Ossea. Os implantes de corpo Unico receberam
abordagem ndo-submersa. Os pilares foram instalados apds trés meses e
0s animais, sacrificados ap6s seis meses para andlise histolégica.
Avaliacdes radiograficas mensais demonstraram que nos implantes de
corpo Unico o nivel da crista 6ssea seguiu sempre o limite entre a
superficie rugosa e a polida do implante; para os implantes de duas
pecas, 0 nivel O6sseo mostrou-se dependente da localizacdo da
microfenda, a aproximadamente 2 mm abaixo desta. Este estudo foi
pioneiro em demonstrar que a microfenda tem um efeito direto na perda
0ssea, independentemente da abordagem cirdrgica.

A perda déssea cervical inicial também € vista em
implantes de conex&o interna, embora em menor extenséo, e depende da
localizacdo da plataforma do implante em relagcdo a crista 6ssea no
momento de sua instalacdo. Weng et al. (2011) compararam a perda
Ossea apods trés meses em implantes de hexagono externo e conexao
cOnica interna, instalados no nivel ésseo ou 1,5 mm submersos, em caes.
Os resultados mostraram uma maior perda 6ssea para os implantes de
hexagono externo submersos (1,56+0,53 mm) e uma menor perda 0ssea
para os implantes de conexao cbnica nao submersos (0,48+0,66 mm).

A perda éssea encontrada nos implantes de duas pecas
nao € observada (ou é minimamente observada) nos implantes de corpo
anico (Hermann et al., 1997, 2000). Foi observado até mesmo ganho de
tecido 6sseo ao redor destes implantes apdés um ano, em comparacao

com o nivel 6sseo no momento da instalagdo do implante (Froum et al.,
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2011). Por esta razdo, a perda 0ssea tem sido associada a microfenda
entre o implante e o pilar.

O conceito de “plataforma switching” reduziu a perda
O0ssea encontrada nos implantes convencionais. Por este conceito, 0
didmetro da base do pilar protético € menor do que o diametro da
plataforma do implante, fazendo com que a microfenda seja transferida
interiormente, ou seja, em direcdo ao centro do implante, afastando-se da
crista 6ssea (Gardner, 2005; Lazzara, Porter, 2006).

Varios autores aceitam a hipotese da manutencdo das
distancias biologicas para explicar a remodelacdo 6ssea ao redor dos
implantes de dois componentes, em resposta ao fator agressor gerado
pela presenca microbiana na interface implante-pilar. Assim como
acontece na denticdo natural, ao redor de um implante ha epitélio
sulcular, epitélio juncional, tecido conjuntivo, peridsteo e osso. Um colar
de tecido mole, de espessura constante, € necessario para manter um
selamento e proteger o conjunto de agressores externos mecanicos e
biolégicos. Quando um agente externo invade esta distancia, o epitélio
reage migrando apicalmente para isolar o agressor, resultando em perda
Ossea para restaurar as distancias biologicas (Vacek et al., 1994;
Hermann et al., 2001a; Vela-Nebot et al., 2006).

A estabilidade da conexdo implante/pilar parece ser critica
durante o periodo inicial de cicatrizacdo. King et al. (2002), em um estudo
em cdaes, instalaram implantes de duas pecas com diferentes dimensdes
de fendas (<10 pm, 50 um e 100 um), e em metade os pilares foram
soldados aos implantes. Foi realizado acompanhamento radiografico por
trés meses, e depois os animais foram sacrificados. Apés o primeiro e 0
segundo més, a perda Ossea mensurada pelas radiografias foi
significantemente menor nos implantes com pilares soldados em
comparacdo aos nao-soldados. Apos o terceiro més, esta diferengca néo
foi significante. O efeito da dimensdo da microfenda néo foi significante

para nenhum dos periodos avaliados. Os resultados sugerem que o grupo
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soldado atinge o equilibrio da remodelacédo 6ssea mais precocemente que
0 grupo nédo-soldado. Apesar de as radiografias ndo mostrarem diferencas
entre 0s grupos apos trés meses, quando as amostras foram submetidas
a exame histoldgico esta diferenca se fez notar (Hermann et al., 2001b).

Embora a perda Ossea inicial geralmente ndo cause a
perda de funcionalidade do implante, ela pode gerar sequelas em relagéo
a estética, pois pode provocar recessao gengival (Chow, Wang, 2010). Ha
uma menor previsibilidade na altura da papila interproximal entre um
implante e um dente adjacente conforme se aumenta a distancia entre a
crista 0ssea e o0 contato proximal entre as coroas (Choquet et al., 2001).
Em implantes, observou-se que quanto maior o nivel 6sseo, maior a altura
do tecido mole em relacdo ao nivel ésseo inicial (Broggini et al., 2003). A
reducdo da altura da papila gengival pode causar os chamados “buracos
negros”, gerando dificuldades fonéticas, impacgdo alimentar e estética
desagradavel, o que pode ser considerado uma falha do tratamento
(Chow, Wang, 2010).

Mesmo quando os tecidos peri-implantares encontram-se
clinicamente saudaveis e ndo ha prejuizo estético, nota-se um odor
bastante desagradavel ao se remover o cicatrizador ou o pilar protético do
implante, o que incomoda profundamente os pacientes. O mau odor oral €
geralmente causado por bactérias, em sua maioria anaerébios
proteoliticos, presentes em dorso de lingua, bolsas periodontais e peri-
implantares (McNamara et al., 1972; Callan et al., 2005). Sterer et al.
(2008) avaliaram a relacdo entre a localizacdo da microfenda em
implantes de dois componentes e o mau odor, mensurado de trés formas:
(1) subjetivamente, pela olfacdo do cicatrizador, classificando-o0 em uma
escala de 0 (sem odor) a 5 (odor extremamente desagradavel); (2) pela
mensuracao, por meio de um halimetro, dos compostos de sulfeto volateis
emanados do cicatrizador; e (3) pela contagem de bactérias anaerdbicas
viaveis provenientes do interior do implante. Quanto maior a profundidade

da microfenda, maior foi a producdo de mau odor. Para profundidades de
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3 ou 4 mm, o mau odor subjetivo, a volatilizacdo de compostos de sulfeto,
e 0 numero de bactérias anaerébicas foram significantemente maiores do
que para profundidades de 1 ou 2 mm. Os autores aconselham que,
sempre que possivel, a interface implante/pilar seja localizada a no
maximo 2 mm de profundidade da margem gengival.

Como visto, a presenca bacteriana na interface
implante/pilar protético é considerada responsavel pela ocorréncia de
diversos eventos clinicos indesejaveis. Por melhor que seja a adaptacéo
entre os dois componentes, a microfenda existente entre eles permite a
passagem de bactérias do meio oral para o interior do implante e vice

versa, fazendo desta cavidade um reservatoério bacteriano.

2.4 Penetracado bacteriana e de fluidos pela interface implante/pilar

Diversos estudos in vitro demonstraram a passagem de
bactérias e fluidos pela interface entre o implante e o pilar protético, tanto
pela técnica direta (passagem do meio externo para o interior do
implante), quanto pela indireta (passagem do interior do implante para o
meio externo). Os principais estudos estdo sumarizados no Quadro 1 e

serdo brevemente descritos a sequir.
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Quadro 1 — Principais estudos in vitro sobre penetracdo bacteriana na
interface implante/pilar

Quantidade Concentracao Tempo de Viabilidade
Autor e ano Técnica Bactéria utilizada ¢ bacteriana po g¢ dentro do
inoculada . observacgao : ¥
(células/mL) implante
Jansen et al., . . ~ 1,3,5,7,10 e =
1097 Indireta E. coli 0.5 pL N&o descreve 14 dias Na&o testa
) . = 72 h (troca x
Piattelli et al., . ’ N&o se 8 ; N&o se
2001 Direta P. aeruginosa aplica 10 meio a cada aplica
24 h)
. . ) . 1 implante
Dibart et al., Direta e A. actinomycetemcomitans, 01l N30 descreve 3 dias inoculado
2005 indireta S. oralis e F. nucleatum
aberto
Steinebrunner . . 9 1.200.000 =
etal., 2005 Indireta E.coli 5puL 1.5x10 ciclos/1 Hz Nao testa
7,14, 21, 35,
Duarte et al., Direta E faecalis Nao_ se 4 %43 x10° 49, 63 d|_as Nao_ se
2006 aplica (troca meio a aplica
cada 7 dias)
do Nascimento " 8 . =
etal., 2008 Indireta F. nucleatum 3puL 10 14 dias Nao testa
Barbosa et al., - 8 . Coleta com
2009 Indireta F. nucleatum 3puL 10 14 dias microbrush
Tesmer et al., Direta A.actinomicetemcomitans, Né&o se Nio descreve 5 dias Né&o se
2009 P. gingivalis aplica aplica
do Nascimento ’ . ) ) Coleta com
etal., 20092 Indireta S. sobrinus 3L 10 14 dias microbrush
do Nascimento . N&o se 8 ’ N&o se
etal., 2000b Direta S. mutans aplica 10 14 dias aplica
Decozrgcl)(;at al., Indireta E.coli 0.3 uL 108 7 dias Nao testa
Aloise et al., ) . 2.41x10° ) <
2010 Indireta S. sanguinis 0.1 pL diluida a 10" 14 dias Nao testa
. - ~ 72 h (troca x
Ricomini etal., Direta S. sanguinis Nao_ se 10° meio a cada Naq se
2010 aplica 12 h) aplica
Nayak etal., Direta Enterococci Nao_ se N&o descreve 120 h Naq se
2011 aplica aplica
Koutouzis et h . N&o se = 46_ h (troca N&o se
Direta E.coli . N&o descreve meio a cada :
al., 2011 aplica 18 h) aplica
do Nascimento Direta Saliva (A.a e C. gingivalis) Nao_ se N&o descreve 7 dias Naq se
etal., 2011a aplica aplica
do Nascimento Direta Saliva (C. gingivalis, S. Nao_ se N30 descreve 7 dias Naq se
etal., 2011b mutans e V. parvula) aplica aplica
oy . 0.5 pL (CC) e
Teixeira et al., Dlrgta/ S. aureus e 10° 7 dla_s (|nd_|reta) Nio testa
2011 Indireta 14 dias (direta)
2 uL (H)
Dias et al., . . 8 24 h, 48 h, ~
2012 Indireta E. coli 0.3 pL 10 5.7, 14 dias Na&o testa
Assenza et al P. aeruginosa e 8 28 dias (troca
" Indireta L ’ 0.1 pL 10 meio a cada 7 Né&o testa
2012 A.actinomicetemcomitans

dias)

*Teste de viabilidade bacteriana no interior do implante ao final do experimento na
técnica indireta.

Jansen et al. (1997) avaliaram a infiltracdo bacteriana em

implantes com 13 tipos de combinagfes diferentes com o pilar protético.

Dez implantes de cada tipo foram inoculados com 0,5 puL de uma

suspensdao de Escherichia coli

e O0S

respectivos pilares foram

parafusados. Os conjuntos foram colocados em tubos de ensaio contendo
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meio de cultura e observados por 14 dias, armazenados em estufa
bacteriol6gica. Os orificios de acesso aos parafusos foram obliterados
com resina acrilica. A turvacdo do meio de cultura indicou a passagem
bacteriana pela interface. Na maioria dos casos de turvacao, esta ocorreu
nos dois primeiros dias. O experimento foi repetido até que se obtivesse
15 amostras sem contaminagao externa imediata. Todos os sistemas
apresentaram infiltracdo, variando de 16 a 100%. O menor indice de
infiltracdo ocorreu no sistema Frialit-2 com uma anilha de silicone no pilar.
Como alternativa, os autores sugerem a cobertura das areas de contato
com metais ducteis.

Piattelli et al. (2001) compararam a infiltracéo bacteriana e
de fluidos entre pilares cimentados e parafusados. Seis conjuntos de cada
foram imersos em azul de toluidina para avaliar o manchamento de um
fragmento de papel colocado no interior do implante. Outros seis
conjuntos receberam 20 pL de meio de cultura estéril em seu interior, e
foram parcialmente imersos em uma solugdo com Pseudomonas
aeruginosa. Os conjuntos cimentados foram modificados para criar uma
entrada na por¢cdo oca do implante, obliterada posteriormente por um
miniparafuso. Apds 72 h de incubacao, o liquido do interior do implante foi
removido e semeado em placas de Petri contendo agar cetrimida. Todos
os implantes com pilares parafusados apresentaram infiltracédo, tanto por
corante quanto por bactérias. Por outro lado, nenhum implante com pilar
cimentado apresentou infiltrac&o.

Dibart et al. (2005) testaram a infiltracdo bacteriana em
implantes de conexdo cénica, tanto pela técnica direta quanto pela
indireta. Primeiramente, 10 amostras foram imersas em uma mistura de
Actinobacillus  actinomycetemcomitans,  Streptococcus oralis e
Fusobacterium nucleatum em caldo de cultura. Apos 24 h de incubacao
em condicbes anaerObicas, as paredes internas do implante foram
observadas em MEV a procura de bactérias. Em seguida, os mesmos

conjuntos foram esterilizados e quatro pilares foram inoculados com
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0,1 pL da mesma mistura bacteriana em agar, sendo que trés deles foram
parafusados a implantes e um, ndo (controle positivo). Outro conjunto nao
foi inoculado (controle negativo). As cinco amostras foram imersas em
caldo de cultura e incubadas por 72 h. A cada 24 h, 20 yL do caldo foi
semeado para verificar o possivel crescimento bacteriano, e o
experimento foi repetido trés vezes. Nao houve contaminagdo das
paredes internas em nenhum implante, pela técnica direta, assim como
nao houve turvacdo do caldo de nenhum implante, pela técnica indireta.
Observou-se uma fenda menor que 0,5 um, considerada menor do que as
bactérias utilizadas, mesmo sendo estas de pequeno diametro (0,4 pum).

Steinebrunner et al. (2005) avaliaram cinco sistemas de
implantes (n=8), inoculando seu interior com 5 pL de uma solugéao de E.
coli. As amostras foram parcialmente submersas em caldo de cultura
estéril e submetidas a ciclagem mecénica até 1.200.000 ciclos. Em
intervalos progressivos, 0,5 mL do caldo era colhido e semeado. Todas as
amostras apresentaram infiltracdo bacteriana. Os autores presumiram que
a carga ciclica sobre os pilares pode induzir uma micromovimentac¢do dos
mesmos, aumentando a fenda e promovendo um efeito de
“‘bombeamento” entre os meios interno e externo do implante.

Duarte et al. (2006) testaram o efeito selador de dois
materiais aplicados sobre a plataforma do implante: um verniz de
clorexidina e timol e um silicone. Foram avaliados cinco sistemas de
implantes (n=5) para cada material, sendo quatro hexagonos externos e
um interno, e mais dois implantes de cada sistema serviram como
controle (sem material selador). Os implantes foram imersos em solucéo
de Enterococcus faecalis e um implante de cada sistema foi aberto nos
periodos de 7, 21, 35, 49 e 63 dias, para os grupos teste. Os implantes do
grupo controle foram abertos em sete e 14 dias. A solugdo bacteriana foi
trocada a cada sete dias. Para o grupo controle, amostras com infiltracao
foram observadas apoés sete dias, enquanto que para os grupos testados,

s6 foram observadas apds 35 dias. Entretanto, ndo houve diferenga entre
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0os dois materiais testados, e nenhum foi capaz de impedir a infiltracdo
bacteriana apo6s 63 dias. O maior numero de infiltracbes ocorreu no
hexagono interno, porém, ndo foi aplicado um teste estatistico para
comparar os sistemas.

do Nascimento et al. (2008) compararam a infiltrac&o
bacteriana em pilares calcinaveis e pré-fabricados, sobre implantes HE.
Dez amostras de cada foram inoculadas com 3 puL de suspenséao de
Fusobacterium nucleatum e submersos em caldo de cultura. Os orificios
de acesso ao parafuso foram obliterados com guta-percha e adesivo de
cianoacrilato. Apés 14 dias de incubacdo em condic6es anaerobicas,
apenas uma amostra de cada grupo apresentou turvacdo do meio
externo, ambas no terceiro dia.

A metodologia descrita anteriormente (do Nascimento et
al., 2008) foi comparada a técnica de DNA checkerboard hybridization
(Barbosa et al., 2009). Apdés a incubacdo, os pilares foram
desparafusados dos implantes e o conteudo do interior dos implantes e
das roscas dos parafusos foi coletado com um microbrush. Para o grupo
1, os microbrushes foram inseridos em tubos com solucdo tamponada
estéril, que foi agitada, diluida em série e semeada em placas de Petri
com meio de cultura para posterior contagem de colénias. Os tubos com
0os microbrushes do grupo 2 foram processados para a técnica de DNA
checkerboard hybridization. Um experimento semelhante foi realizado
com a coleta de amostras do interior dos implantes imediatamente apés a
inoculacdo. Como resultado, trés amostras de cada grupo apresentaram
turvacdo do meio externo. Os valores obtidos pela técnica de DNA
checkerboard hybridization foram significantemente maiores do que os da
técnica convencional. Nos dois meétodos, detectaram-se menos
microrganismos apos 14 dias do que imediatamente apds a inoculacao,
sugerindo reducdo da viabilidade bacteriana e danos ao seu material

genético ao longo do tempo.



46

Outro estudo utilizou a técnica de DNA checkerboard
hybridization para comparar pilares pré-fabricados e calcinaveis (do
Nascimento et al., 2009a). Os implantes foram inoculados com 3 pyL de
uma solucéo de S. sobrinus, os pilares foram parafusados e os conjuntos,
imersos em caldo de cultura e incubados por 14 dias. O contetdo do
interior dos implantes foi entdo coletado com microbrush e as amostras,
processadas de acordo com a metodologia descrita por Barbosa et al.
(2009). Em um grupo controle, foi coletado o conteudo interno dos
implantes imediatamente apods a inoculagdo. Apenas duas amostras (uma
para cada grupo) apresentaram contaminacdo, apés 48 e 72 h.
Entretanto, o ndamero de bactérias no interior do implante foi
significantemente menor para os pilares pré-fabricados em comparacao
aos calcinaveis e ao controle.

O efeito do reapertamento do parafuso do pilar na
infiltracdo bacteriana foi investigado (do Nascimento et al., 2009b). Vinte
pilares foram parafusados a vinte implantes HE, divididos em dois grupos:
no primeiro, o parafuso foi apertado até o torque recomendado pelo
fabricante; no segundo, o parafuso foi apertado, solto e reapertado com o
mesmo torque. Os conjuntos foram imersos em solugdo contendo S.
mutans e incubados por 14 dias. Ao final, os implantes foram abertos e o
conteudo de seu interior, coletado com microbrush. Pela técnica de DNA
checkerboard hybridization, a quantidade bacteriana foi contabilizada. O
namero de microrganismos foi maior no grupo 2, sugerindo que a
infiltracdo bacteriana aumenta quando o parafuso é solto e reapertado
repetidas vezes.

Dois desenhos de conexéao interna foram comparados em
um estudo de Tesmer et al. (2009): uma conexao cbnica e uma conexao
trilobular. Em outro grupo de conexdo coénica foi confeccionada uma
canaleta vertical nos pilares, para assegurar a penetracao bacteriana. As
amostras (n=10) foram imersas em solu¢céo de A. actinomycetemcomitans

e P. gingivalis e incubadas por cinco dias em anaerobiose. Os pilares
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foram entdo removidos, o conteudo de suas roscas foi coletado com
hastes de algodéo e semeado em placas com meio de cultura especifico,
para contagem de colbnias. Os implantes com conexdo conica e pilares
convencionais apresentaram menos penetracao bacteriana.

Deconto et al. (2010) avaliaram a infiltragcdo bacteriana em
dois tipos de pilares de conexao conica: sélidos e com parafuso passante.
Dez conjuntos de cada foram inoculados com 0,3 pL de uma solucao de
E. coli, submersos em caldo de cultura e incubados por sete dias. Sobre
os pilares foram cimentados cilindros metalicos para evitar a passagem de
fluidos pelo orificio do parafuso. Dois conjuntos foram usados como
controles positivo e negativo. Nado houve diferenca significante entre os
dois grupos. Nas amostras onde houve infiltracdo, a turbidez do caldo foi
observada em 24 h.

Dois sistemas de conexdo coOnica foram avaliados por
Aloise et al. (2010): Bicon e Ankylos. Dez implantes de cada foram
inoculados com 0,1 pL de solucdo contendo S. sanguinis, imersos em
caldo de cultura e acompanhados por 14 dias. Um tubo com caldo estéril
foi considerado controle negativo, e outro, com caldo inoculado com a
mesma quantidade da solucdo bacteriana, considerado controle positivo.
Foram observadas duas turvacfes para cada grupo, ambas no segundo
dia.

Um estudo de Ricomini Filho et al. (2010) investigou o
torque de remocdo e a infiltracdo bacteriana em implantes HE e de
conexdo conica, submetidos a termociclagem e fadiga mecéanica. Foram
avaliados quatro sistemas, e metade dos implantes foram ciclados (n=5
ou 6), sendo posteriormente esterilizados e imersos em solucdo de S.
sanguinis. Apos incubagéo de trés dias, os conjuntos foram desinfetados
com alcool 70% e os pilares, removidos. O torque de remocao foi
mensurado e o material do interior do implante foi coletado com cone de
papel e este, incubado em caldo estéril. A turbidez do caldo indicou

penetracdo bacteriana. Os valores de destorque foram maiores apds a
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ciclagem. Todas as conexdes coOnicas apresentaram infiltracdo
bacteriana, independente da ciclagem. Os implantes HE néo
apresentaram infiltracéo bacteriana.

Koutouzis et al. (2011) também avaliaram o efeito da
ciclagem mecanica sobre a infiltragdo bacteriana. Dois sistemas de
implantes com conex&o conica interna (convencional e com quatro sulcos)
foram ciclados em um simulador de desgaste submersos em solucéo de
E. coli (n=14) por 46 h. Ao final, os pilares foram removidos, coletando-se
material de suas roscas com hastes de algodédo, para posterior
semeadura e contagem de colonias. Os implantes com quatro sulcos
apresentaram maior infiltracdo, maior contagem de colénias e menor
torque de remocao.

Estudos recentes investigaram a penetracao de bactérias
provenientes da saliva humana em implantes HE (do Nascimento et al.,
2011, 2012b). Os implantes foram imersos em saliva diluida e incubados
por setes dias, apdés 0s quais seu conteudo interno foi coletado com
microbrushes. A presenca de bactérias foi avaliada pela técnica
convencional de cultura de células e pela técnica de DNA checkerboard
hybridization. Foram observadas taxas de penetracdo bacteriana de 40%
e 100%. As duas técnicas mostraram-se igualmente eficazes na deteccao
da frequéncia de infiltracdo bacteriana.

Teixeira et al. (2011) avaliaram a passagem de S.
sobrinus pela interface de implantes HI e de conexao conica (n=10), por
meio das técnicas direta e indireta. Pela técnica indireta, inocularam
0,5 pL da suspenséo bacteriana nos implantes CC e 2 pL nos implantes
HI. O periodo de incubacéo foi de 14 dias na técnica direta e 7 dias na
indireta. Nao houve diferenca significante entre os implantes de diferentes
conexdes protéticas, independente da técnica utilizada. Apesar de os
autores ndo compararem as técnicas estatisticamente, os percentuais de
infiltragdo foram proximos: 100% para HI nas duas técnicas e 70% para

CC na técnica direta e 77,7% na indireta.
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Dias et al. (2012) pesquisaram a infiltracdo de E. coli em
implantes HE de cinco sistemas de implantes nacionais (n=10). Os
implantes foram inoculados com 0,3 uL da suspensdo bacteriana e
incubados por 14 dias. A infiltracdo bacteriana foi verificada somente em
um sistema (Dentoflex), ocorrida apds 24 h de incubacdo, em duas
amostras. Os autores também mediram a microfenda, e ndo foi possivel
detectar relacdo entre seu tamanho e a infiltracao bacteriana.

Assenza et al. (2012) compararam a infiltracdo bacteriana
em implantes com diferentes conexdes protéticas: trilobo interno, com
pilar cimentado e conexdo conica. Utilizaram dois microrganismos, P.
aeruginosa e A. actinomycetemcomitans, e inocularam 0,1 uL no interior
dos implantes (n=10). O experimento foi acompanhado por 28 dias, sendo
0 meio trocado a cada sete dias. Dos 10 implantes de cada grupo, houve
infiltragdo em seis implantes de trilobo, um de conexao conica e nenhum
de pilar cimentado.

Além dos trabalhos apresentados, outros também
investigaram a passagem bacteriana através da interface implante/pilar in
vitro, utilizando a técnica indireta (Amaral, 2003; Cravinhos, 2003;
Oliveira, 2006; Faria, 2008). A ocorréncia de infiltracdo bacteriana foi
observada em graus variados entre diferentes sistemas de implantes, nédo
sendo encontrada diferenca significante entre conexdes HE e HI (Oliveira,
2006) ou entre HE, HI e CC (Faria, 2008). Também ndo foi encontrada
correlacdo entre o tamanho da fenda e a infiltracdo bacteriana (Amaral,
2003; Oliveira, 2006).

A microinfiltracdo através da interface implante/pilar é
dependente do torque aplicado ao parafuso. Gross et al. (1999) avaliaram
a infiltracdo de corante em cinco diferentes sistemas de implantes,
aplicando torques de 10 Ncm (torque manual habitual), 20 Ncm (torque
manual maximo) e o recomendado pelos fabricantes (até 35 Ncm).
Quanto maior o torque, menos infiltracdo foi observada, possivelmente

resultado de uma interface mais justa. No torque recomendado, o sistema
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de conexéo conica (ITl) apresentou mais infiltragdo do que os sistemas de
interface plana.

Alguns autores sugeriram alternativas para reduzir a
infiltracdo bacteriana em implantes. Besimo et al. (1999) sugeriram a
aplicacdo de um verniz com clorexidina na plataforma do implante, na
base do pilar e no parafuso. Segundo os autores, 0 verniz preveniu a
infiltrag&o in vitro de S. aureus pela interface; no entanto, n&o foi utilizado
um grupo controle sem verniz para comparagao. D’Ercole et al. (2009)
avaliaram in vivo a efetividade de um gel de clorexidina a 1%. Amostras
microbiolégicas foram coletadas da superficie interna de implantes, trés
meses apdés o término do tratamento restaurador. No grupo teste, a
cavidade interna dos implantes foi preenchida com o gel, enquanto
nenhum tratamento foi dado ao grupo controle. Apds trés meses, novas
amostras foram colhidas. A contagem bacteriana total mostrou-se menor
no grupo teste em comparacdo com o grupo controle. Nayak et al. (2011.
May 16 [Epub ahead of print]) observaram in vitro uma menor infiltragao
de Enterococci ao selarem a interface implante/pilar com um anel de
polissiloxano (O-ring) ou com um gel antibacteriano (Gapseal). Entretanto,
o efeito destes agentes como seladores da interface parece ser
transitério. O desenvolvimento de um selamento definitivo, que néao
perdesse seu efeito antibacteriano ao longo do tempo seria interessante.

A aderéncia bacteriana aos implantes e seus
componentes depende das caracteristicas de suas superficies, como a
rugosidade e a energia livre de superficie. Superficies rugosas de titanio
apresentam maior aderéncia de bactérias do que superficies lisas (Wu-
Yuan et al., 1995), pois possuem uma area duas a trés vezes maior, além
de abrigarem bactérias contra for¢cas de cisalhamento. Um estudo in vivo
no qual discos de titanio foram expostos ao meio bucal por 24 h concluiu
que superficies com rugosidade média (Ra) < 0,088 ym e Rz < 1,027 pm
inibiram a formacao de biofilme (Rimondini et al., 1997). Adicionalmente,

um substrato com baixa energia de superficie acumula menos biofilme,
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pois ha uma diminuig&o na resisténcia adesiva entre bactérias e substrato
(Quirynen et al., 1993). Assim, a reducao da rugosidade da superficie do
pilar protético em contato com o implante possivelmente reduziria a
penetracdo bacteriana e suas consequéncias clinicas.

Modificacdes e coberturas da superficie do titanio tém
sido propostas para conferir um efeito antibacteriano a estas superficies,
reduzindo a aderéncia microbiana e a ocorréncia de infec¢des associadas
aos implantes ortopédicos e dentarios. Alguns exemplos sdo as
modificacdes por nitreto de titanio (TiN) ou nitreto de zircénio (ZrN), o
tratamento com radiacdo ultravioleta, as coberturas poliméricas
antiadesivas, e as coberturas contendo prata, flior, antibiéticos, entre
outros. As coberturas com antibiéticos promovem uma liberacdo gradual
destas substancias, porém, seu efeito dura apenas alguns dias (Zhao et
al., 2009).

Kim et al. (2005) afirmaram que a deposicdo de um filme
de carbono tipo diamante (DLC, Diamond Like Carbon) sobre a
plataforma de um implante de conex&o externa aparentemente reduziu a
rugosidade de sua superficie, além de aumentar a resisténcia ao
desgaste e a soltura do parafuso protético. Estes autores depositaram um
filme de DLC sobre a plataforma de 10 implantes, sobre uma camada de
silicio para promover a adesé@o do DLC ao titanio, obtendo uma espessura
final de 1 um. O filme foi depositado pela técnica de deposicdo de vapor
quimico assistida por plasma (PECVD). Outros 10 implantes néao
receberam filme, servindo como grupo controle. Os pilares foram
parafusados aos implantes e 0s conjuntos, submetidos a ciclagem
mecanica até a soltura do parafuso. O nimero de ciclos necessarios para
a soltura do parafuso foi significantemente maior no grupo com filme em
comparacao ao controle.

Os filmes de DLC parecem ser promissores na
modificacdo da superficie dos implantes e seus componentes, reduzindo

sua rugosidade e, consequentemente, diminuindo a aderéncia microbiana
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a estas superficies. Além disso, a eles podem ser incorporados elementos
bactericidas, como a prata, conferindo um efeito antimicrobiano
duradouro. Assim, o estudo de suas propriedades merece especial

atencao.

2.5 Nanofilmes de carbono tipo diamante (DLC)

Em diversas areas da ciéncia e da indastria, a deposicao
de um filme nanométrico sobre a superficie de um material pode contribuir
para a melhoria de algumas propriedades deste material, como por
exemplo, tornd-lo mais resistente ao desgaste, diminuir o atrito quando
em contato com outras superficies, dificultar a aderéncia de
microrganismos, etc. Um exemplo de filme com esta capacidade é o
carbono tipo diamante (DLC, Diamond Like Carbon). Seu uso € bastante
amplo como revestimentos protetores em janelas oOpticas, discos rigidos
magneéticos, pecas de motores de automoéveis e avides, proteses
médicas, dispositivos microeletromecanicos, entre outros (Robertson,
2002). Na Odontologia, € utilizado sobre roscas de parafusos protéticos
em sistemas de implantes osteointegrados para reduzir a ocorréncia
clinica de afrouxamento dos parafusos, pois aumenta a pré-carga e reduz
o coeficiente de atrito (Martin et al., 2001; Kim et al., 2005). A reducéo de
forcas friccionais também foi demonstrada em fios ortodénticos cobertos
com DLC (Muguruma et al., 2011). Além destas aplicacdes, o DLC vem
sendo estudado como uma alternativa para tratar a superficie de
implantes (De Maeztu et al., 2007). Pesquisas recentes com filmes
nanometricos como tratamento de superficie de ceramicas a base de
zirconia tém revelado melhora da ades&o entre estas ceramicas e

cimentos resinosos (Piascik et al., 2009, 2011).
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O diamante € um mineral formado exclusivamente por
atomos de carbono. O atomo de carbono possui 6 elétrons, sendo 4
elétrons localizados na camada de valéncia, mais superficial,
responsaveis pelas ligacdes interatbmicas. No seu estado fundamental,
os elétrons do atomo de carbono se encontram distribuidos nos orbitais s
e p, porém, ao ser ligar a outro atomo, estes orbitais se modificam e
formam orbitais hibridos, sp. Dependendo da ligacdo ocorrida, estes
orbitais podem ser do tipo sp®, sp? ou sp'. O carbono pode formar uma
ampla variedade de estruturas, tanto cristalinas quanto amorfas,
justamente por poder existir nas trés diferentes hibridizacdes. No
diamante s&@o encontradas hibridizacbes do tipo sp®. No grafite,
hibridizacdes sp®. Nos filmes de carbono amorfo, ha uma mistura das trés
hibridizagdes (Robertson, 2002).

O DLC é uma forma metaestavel do carbono amorfo que
contém uma quantidade significativa de hibridizacdes sp>. Possui
propriedades similares as do diamante, como dureza mecanica e modulo
elastico elevados, baixo coeficiente de atrito, transparéncia Optica,
elevada resisténcia ao desgaste e estabilidade quimica. Eles s&o
produzidos como filmes finos isotropicamente desordenados com limites
de grdos ndo definidos. Sdo muito mais faceis de produzir do que o
diamante, e apresentam vantagens para muitas aplicacbes (Robertson,
2002).

Associado as suas propriedades fisicas, os filmes de DLC
sdo biocompativeis (Morrison et al., 2006), podem apresentar acao
bactericida e fungicida, e podem ainda ter suas biocaracteristicas
modificadas pela incorporacdo de nanoparticulas (V, Ti, F, H, Ag) no
interior de sua microestrutura. A incorporacao de particulas de prata pode
ser particularmente vantajosa devido a seu conhecido efeito bactericida
(Grill, 2003; Zhou et al., 2008; Marciano et al., 2009c).

A microestrutura dos filmes de carbono amorfo

hidrogenado pode ser explicada por um modelo conhecido como modelo
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dos aglomerados (clusters), que permite explicar as relevantes
propriedades destes filmes. Segundo este modelo, a estrutura dos filmes
pode ser descrita como pequenos aglomerados de carbono sp? anéis
grafiticos e/ou aromaéticos distorcidos, interconectados por carbonos sp®.
Também se pode falar do arranjo estrutural como um composto bifasico,
onde os aglomerados de carbono sp® estdo imersos em uma matriz de
carbonos sp>. Nos filmes de DLC existe uma grande variedade de tipos
estruturais que podem se arranjar geometricamente de diversas formas:
anéis, cadeias e tetraedros. Esta diversidade de estruturas dificulta sua
completa caracterizacao (Robertson, 2002; Bonetti, 2008; Fissmer, 2010).

As propriedades dos filmes de DLC dependem da energia
com gue os ions de hidrocarbonetos bombardeiam a superficie do
substrato. Os filmes de carbono amorfo podem ser hidrogenados (a-C:H),
e 0 aumento de hidrogénio torna o filme menos duro, mais fragil, mais
transparente e com caracteristicas poliméricas. Eles podem ser
transparentes (aumentando-se a energia de impacto), sendo que o
aumento da espessura 0s torna mais opacos. As propriedades mais
importantes, como alta dureza e densidade, sdo obtidas com niveis de
energia intermediarios. Os filmes com espessuras inferiores a 1000 A sdo
razoavelmente transparentes na regido visivel do espectro. Filmes de
DLC com espessura de 2000 A sdo marrons avermelhados, enquanto que
filmes mais espessos tendem a ser completamente opacos (Bonetti,
2008).

Os filmes de DLC possuem um alto indice de refracao,
entre 1,8 e 2,3, que em geral diminui com o0 aumento da concentracao de
hidrogénio, e uma baixa dispersdo. Eles tém densidade de massa entre
1,4 a 3,4 glcm®, dependente da energia do fon incidente. Obtém-se a
maior densidade nos filmes mais duros, com baixa concentracdo de
hidrogénio. Em geral, os filmes de DLC podem atingir durezas de 9 a
40 GPa. Possuem baixo coeficiente de atrito (entre 0,01 e 0,28) e sao
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bastante resistentes ao desgaste, mesmo em condi¢des extremas de uso
e sem lubrificantes (Bonetti, 2008).

A condutividade elétrica observada nestes filmes é
usualmente da ordem de 10%° a 102 Q'cm®. A adicdo de
nanoparticulas (chamadas dopantes) causa aumento da condutividade.
Os filmes de DLC s&o extremamente resistentes a ataques quimicos por
acidos ou bases, e sao estaveis em temperaturas de até 400°C
(Robertson, 2002; Bonetti, 2008).

A maior desvantagem na deposicao de filmes duros de
DLC se relaciona a baixa adesdo destes filmes a metais e ceramicas,
causada pela alta tensdo residual (interna e externa) destes
revestimentos e pela baixa reatividade do carbono com a superficie do
substrato. A tensao residual interna é em geral consequéncia de defeitos
e impurezas na estrutura. Ela usualmente aumenta com a espessura do
flme no comeco do crescimento, alcanca um valor maximo a certa
espessura e decresce até um valor constante a medida que a espessura
do filme aumenta. A tensdo residual externa serd tanto maior quanto
maior for a aderéncia e quanto maior for a diferenca de coeficiente de
dilatacdo térmica entre o substrato e o filme de DLC (Bonetti, 2008).

Diferentes procedimentos tém sido aplicados com o
objetivo de reduzir a tenséo residual dos filmes de DLC usando diferentes
técnicas de deposicdo e de preparacdo do substrato. A superficie pode
ser preparada pela adicdo de intercamadas, como por exemplo, pela
deposicdo de um filme fino adicional entre o substrato e o filme de DLC,
ou pela sua modificagdo via subimplantacdo i6nica e/ou difusdo de
elementos quimicos. Entre os procedimentos mais utilizados para obter
interfaces que favorecam a aderéncia dos filmes de DLC podemos citar:
(1) deposicao de camadas finas de diferentes metais; (2) dopagem ou
implantac&o de varios elementos quimicos; (3) formacao de estruturas de
multicamadas; (4) difuséo térmica combinada com a tenséo de aceleracao

de ions no comeco da deposicdo; e (5) tratamentos térmicos da
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superficie. Uma camada intermediaria, por exemplo, de silicio, entre os
diferentes tipos de substrato e os filmes de DLC tem sido amplamente
utilizada para aumentar a aderéncia destes revestimentos. As melhores
adesOes sao obtidas em substratos que formam carbetos, como o Si, Fe e
Ti (Sheeja et al., 2002; Bonetti, 2008).

2.6 Técnicas de deposicado dos nanofilmes

Existem varios processos de deposicdo de filmes finos.
Para o caso dos filmes de DLC, a caracteristica comum a eles é o fato de
0s ions de carbono ou hidrocarbonetos possuirem um nivel médio de
energia de cerca de 100eV. O impacto destes ions no filme em
crescimento induz a hibridizacdo sp®, que promove propriedades
desejaveis aos mesmos. Os principais processos envolvem a deposicao
pela fase de vapor e podem ser divididos em duas grandes areas: PVD
(Physical Vapour Deposition) e CVD (Chemical Vapour Deposition). Na
deposicado por PVD, a geracao e o transporte de vapores da fonte até o
substrato sdo feitos por meios fisicos. Os atomos de carbono sé&o
arrancados de uma fonte geradora soélida, chamada de alvo, em
consequéncia de um bombardeamento i6nico, e sdo transportados em
uma direcdo preferencial, depositando-se sobre o substrato (Robertson,
2002).

O processo de deposicdo por CVD envolve uma reacao
qguimica de compostos volateis para produzir um composto quimico nao
volatil que sera depositado sobre o substrato. Diversas técnicas utilizam o
processo por CVD, destacando-se entre elas a técnica assistida por
plasma (PECVD - Plasma Enhanced Chemical Vapour Deposition), que
foi utilizada neste trabalho. Neste processo, gases contendo o0s

precursores quimicos para a formacdo do filme desejado sdo inseridos
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em uma camara a uma pressao sub-atmosférica, mantida por bombas de
vacuo. Uma fonte de energia aplicada ao sistema dissocia o gas, gerando
um plasma e formando espécies altamente reativas (elétrons, ions,
moléculas e radicais neutros) que se depositam na superficie da amostra.
A fonte de energia utilizada pode ser de radiofrequéncia (RF), corrente
continua (DC - Direct Current), micro-ondas ou pulsada (Robertson,
2002; Bonetti, 2008).

O reator utilizado na técnica PECVD é formado por dois
eletrodos. O menor deles, polarizado com tensdo negativa, é o catodo,
onde sdo colocados o0s substratos (porta-amostras). O outro eletrodo
(anodo) é formado pelas paredes do reator e esta sempre aterrado. No
plasma, os elétrons possuem maior mobilidade em relacdo aos ions,
originando o surgimento de uma regido chamada bainha perto dos
eletrodos, na qual hd maior densidade de ions positivos. Na bainha, os
ions positivos séo acelerados, propiciando o bombardeamento necessario

para a formacao das hibridizacées sp® (Robertson, 2002; Bonetti, 2008).

2.7 Incorporacgdo de nanoparticulas e efeito bactericida

Uma das grandes vantagens de se inserir nanoparticulas
em filmes finos é a de combinar as propriedades dos filmes com as
propriedades das nanoparticulas. Essa combinacdo gera novas
caracteristicas que estdo além das caracteristicas de cada componente
individualmente. Um elemento que pode ser incorporado ao filme de DLC
€ a prata, conhecida por sua acdo bactericida. Além dessa propriedade,
os filmes com prata produzem menos particulas desgastadas, liberam
menos gases originarios de produtos de reacdo e apresentam reducao
das tensbes internas. Assim, a producdo de filmes com estas

caracteristicas pode ser interessante na Odontologia, reduzindo a
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colonizacdo bacteriana sobre materiais odontolégicos, com suas
consequéncias biologicas benéficas (Grill, 2003; Marciano et al., 2009c).

A prata apresenta amplo espectro antimicrobiano contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas em concentragbes muito
baixas, e inibe a aderéncia microbiana aos biomateriais. Ela € pouco
propensa ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana e seu efeito
antibacteriano € duradouro. Estudos in vitro demonstraram que as
coberturas com prata possuem excelente biocompatibilidade sem
genotoxicidade ou citotoxicidade, e estudos in vivo indicaram que estas
coberturas ndo produzem efeitos colaterais locais ou sistémicos (Zhao et
al., 2009).

Uma série de estudos de Marciano et al. (2009a, 2009c,
2011) avaliou o efeito bactericida de filmes de DLC e DLC dopados com
prata, depositados sobre amostras de aco inoxidavel e silicio. As
amostras foram divididas em trés grupos (sem filme, com filme de DLC e
com filme de DLC e prata). Elas foram submersas em solucdes
bacterianas de E. coli, P. aeruginosa, Salmonella e S. aureus, e
incubadas por 3 ou 24 h. Apdés este periodo, as solugdes foram
observadas em espectrofotbmetro, mensurando-se a variacdo na
absorbancia Optica, que € correlacionada a concentracdo bacteriana.
Houve reducdo da concentracdo bacteriana média para as amostras com
filmes de DLC, sendo ainda mais marcante para os filmes dopados com
prata. Os autores também observaram que a acao bactericida dos filmes
ocorre por contato, e que ela se mantém estavel ao longo do tempo, até
24 h. Ap6s 3 h, o filme com prata apresentou acao bactericida duas vezes
maior do que o filme de DLC puro, mas apo6s 24 h a diferenca entre os
dois néo foi significativa. O nimero de camadas contendo prata dentro do
fime de DLC (de quatro a dez) ndo influenciou sua capacidade

antimicrobiana.



3 PROPOSICAO

O objetivo geral do presente estudo é avaliar a influéncia
da deposicao de filmes de DLC na infiltracdo bacteriana pela interface
entre pilares protéticos e implantes osteointegrados. Os objetivos

especificos séo:

a) Comparar a frequéncia de infiltracdo bacteriana
pela interface implante/pilar protético entre
implantes HE e HI;

b) Comparar a frequéncia de infiltragcdo bacteriana
entre um filme de DLC e um filme de DLC dopado
com nanoparticulas de prata;

c) Avaliar a aderéncia microbiana aos filmes de
DLC.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Quadro 2.

Quadro 2 - Nome comercial, fabricante e composicdo do material utilizado

O material utilizado neste estudo esta apresentado no

Material Nome Comercial Fabricante Composicao
Implante HE | Master Easy-Grip Conexao Ti CP grau 4
Porous Sistemas de
Protese
Implante HI Master Connect AR | Conexao Ti CP grau 4
Sistemas de
Protese
Pilar Pilar preparo AR Conexao Ti CP grau 2
protético HE | 5.0x4.0 Hex. Ext. Sistemas de
3.75/4.0 Prétese
Pilar Pilar preparo AR Conexao Ti CP grau 2
protético Hi 5.0x1.0 Hex. Int. Sistemas de
3.75/4.0 Prétese
Parafuso HE | Parafuso Ucla Conexao Ti CP (grau nao
Hexagonal MS Sistemas de informado)
3.75/4.0 Prétese
Parafuso HE | Parafuso Ucla Conexao Ti CP (grau néo
C/ICAR Sistemas de informado)

Protese
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4.2 Métodos

4.2.1 Deposicao dos filmes de DLC

Laminas de Ti CP (14 x 14 mm) foram utilizadas como
substratos iniciais para a deposicdo dos filmes de DLC, a fim de se
determinar as condicoes ideais de deposicdo para a obtencdo de filmes
de boa qualidade e com boa aderéncia ao substrato. Estas laminas foram
também utilizadas para a caracterizacdo dos filmes. Todos os
procedimentos de deposi¢cdo foram realizados no Departamento de Fisica
do Instituto Tecnoldgico de Aeronautica (ITA), Sdo José dos Campos, SP,
Brasil.

As laminas foram lixadas manualmente de ambos os
lados com lixa d’agua de granulagdo 800 para padronizagdo das
superficies. Previamente a deposicdo dos filmes, elas foram limpas em
uma cuba ultrassénica por 15 min em alcool etilico a 92,3%. Um segundo
processo de limpeza consistiu em uma descarga em plasma de argonio,
realizada dentro do reator de deposicdo, durante 10 min. Este processo
promove uma limpeza mais efetiva do substrato por meio do
bombardeamento de ions de argdnio, que é um gas inerte e ndo modifica
sua superficie, mas remove 6Oxidos e impurezas superficiais. E também
muito importante para a aderéncia do filme ao substrato.

Os filmes de DLC foram depositados pela técnica de
deposicdo quimica a vapor assistida por plasma (PECVD). Todo o
processo a plasma foi realizado em uma camara a vacuo cilindrica de
18 L (Figura 1A), bombeada por uma bomba mecanica capaz de atingir
uma presséo de base de 7,5 x 10™ Torr (medida por sensores de pressdo
do tipo ion gauge e penning). O plasma foi gerado por uma fonte de
poténcia DC negativa pulsada com frequéncia de 20 kHz (Figura 1B),

sendo o porta amostras (Figura 2) polarizado com a tensdo negativa
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(catodo) e o corpo do reator (anodo), aterrado. O fluxo de gases foi
controlado por meio de fluximetros. A poténcia de deposi¢do foi mantida

em torno de 200 W. A tensdo do catodo e a corrente elétrica foram

mantidas constantes durante todo o processo de deposicao.

i

Figura 1 — A) reator para deposicéo dos filmes de DLC por PECVD; B) fonte de descarga
continua acoplada ao reator.

A

Figura 2 — A) porta-amostras no interior do reator (aberto) com oito amostras de titanio e
uma de silicio, antes do processo de deposi¢do (a seta indica o termopar acoplado ao
porta-amostras); B) vista do porta-amostras durante o processo de deposi¢cdo, em
plasma de arg6nio, através da janela do reator.

Previamente a deposicao do filme de DLC, foi necessario
depositar um filme de silicio (Si) e manter a amostra aquecida a uma

temperatura entre 350 e 700 ‘C para garantir a boa aderéncia do filme de
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DLC a superficie de titanio (Schauer, Winter, 2008). A deposic¢éo do silicio
foi feita a partir de um plasma de hexametildisilioxano (HMDSO,
CeH180Si2), um liquido volatil. A deposicédo do filme de DLC foi feita a
partir de plasma de metano (CH,), e a deposicao do filme dopado com
prata, a partir de vapor de hexano (CgHi4) contendo nanoparticulas de
prata da ordem de 30 a 50 nm (proveniente de suspensao de prata em
hexano a 0,5 g/L).

Para dar inicio ao processo de deposicéo, o sistema foi
bombeado até obter uma pressdo de 7,5x 10 Torr na camara. O

processo de deposicao do filme de DLC consistiu de quatro etapas:

a) Agquecimento das amostras até 430 °C em plasma
de arg6énio, a uma pressdo de 3,0 x 10™ Torr e
fluxo de 20 sccm, por 30min. A tenséo foi
mantida em -900 V durante todo o processo.

b) Deposicdo de HMDSO, variando-se a pressao
para 1,0 x 10 Torr a partir da pressdo de base do
argonio, durante 30 min.

c) Injecdo de metano a 13 sccm, ainda na presenca
de HMDSO, por 10 min, para a obtencdo de uma
intercamada entre o filme de silicio e o DLC. A
pressdo foi mantida a 1,6 x 10™ Torr.

d) Deposicdo do filme de DLC propriamente dita,
fechando-se o fluxo de HMDSO e mantendo um
fluxo de metano em 13 sccm e de argbnio em
5sccm. Esta etapa teve duracdo de 90 min, a

uma presséo de 1,1 x 10 Torr.

Para a deposicdo do filme de DLC dopado com prata

(DLC-AQ), as duas primeiras etapas foram repetidas, seguidas de:
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a) Injecdo de 0,7x10%Torr de hexano com
nanoparticulas de prata ainda na presenca de
HMDSO. Esta etapa teve duracdo de 5 min, e a
pressao final foi de 8,0 x 10 Torr.

b) Deposicéo do filme de DLC-Ag propriamente dita,
fechando-se o fluxo de HMDSO e se reduzindo o
argbnio a 5sccm. A mesma pressao da etapa
anterior foi mantida, e a duracdo desta etapa foi
de 90 min.

Durante as deposicdes de DLC-Ag, a suspensdo de
hexano com prata foi agitada em ultrassom para que as particulas

pudessem se dispersar homogeneamente.

4.2.2 Caracterizacao dos filmes de DLC

A caracterizacao foi realizada nos filmes de DLC e DLC-

Ag depositados sobre laminas de Ti CP, como descrito anteriormente.

4.2.2.1 Medida da espessura

Durante a deposicdo dos filmes de DLC, juntamente as
amostras de titanio, foi colocado sobre o porta-amostras um substrato de
silicio para cada procedimento de deposicdo. Este substrato foi
parcialmente coberto com um fragmento de silicio para que o filme fosse
depositado apenas em uma parte, formando um degrau entre as partes
com filme e sem filme. Mediu-se a altura do degrau para determinar a

espessura do filme e a taxa de deposigéo.
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A medida da espessura dos filmes foi feita em um
perfilbmetro mecénico (Alpha-Step 500, Tencor, EUA), disponivel no
Laboratério Associado de Sensores e Materiais (LAS), do Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) (Figura 3). Nesta técnica, uma
ponta de diamante desliza em linha reta sobre uma superficie,
determinando sua topografia (Bonetti, 2008).

B

Figura 3 — A) perfilbmetro utilizado para medir a espessura dos filmes de DLC; B)
amostra de silicio parcialmente coberta com filme em perfildmetro.

4.2.2.2 Espectroscopia de Espalhamento Raman

A gualidade dos filmes de DLC e DLC-Ag, depositados
sobre substratos de titanio, foi avaliada por meio da espectroscopia de
espalhamento Raman. Esta técnica fornece informacfes sobre a estrutura
de materiais como o DLC e é bastante utilizada por ser relativamente
simples e ndo destrutiva. As analises foram feitas em um espectrémetro
Raman Renishaw 2000 (Gloucestershire, Reino Unido) com um laser de
argbnio de comprimento de onda de 514,5 nm, disponivel no LAS/INPE
(Figura 4). A calibracao foi feita a partir de uma amostra de diamante.
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Figura 4 — Sistema utilizado para a analise de espectroscopia de retroespalhamento
Raman.

O espectro obtido para o diamante tem uma Unica banda
caracteristica, centrada em 1332 cm™, enquanto que o espectro do cristal
de grafite tem uma banda centrada em 1580 cm™, denominadas “G”. O
grafite desordenado apresenta uma segunda banda, centrada em
1350 cm™, denominada banda “D”, que esta relacionada a desordem do
material. Os espectros Raman tipicos de materiais de carbono amorfo
apresentam as duas bandas G e D, centradas em torno de 1560 cm™ e
1350 cm™, respectivamente. A Figura 5 mostra um espectro Raman tipico
de um filme de DLC.

25000
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Deslocamento Raman {cm™)

Figura 5 — Espectro Raman tipico de um filme de carbono amorfo hidrogenado obtido por
PECVD em plasma de metano (Bonetti, 2008).
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Os espectros obtidos foram analisados com o auxilio do

programa computacional OriginPro 8.

4.2.2.3 Analise tribologica

A tribologia € a ciéncia que estuda o efeito do movimento
relativo entre dois corpos, estudando o atrito, o desgaste e a lubrificacéo.
Neste trabalho foram avaliados os coeficientes de atrito do Ti CP e dos
filmes de DLC e DLC-Ag, além da aderéncia dos filmes ao substrato. O
equipamento utilizado foi o tribdmetro modelo UMT-CETR (Bruker,
Campbell, EUA) do Laboratério de Nanotecnologia e Plasma da
Universidade do Vale do Paraiba (Univap) (Figura 6A).

O teste de aderéncia do filme consiste na aplicacdo, por
uma ponta de diamante, de uma forga crescente e deslizante sobre a
amostra, suficiente para quebrar o filme e atingir o substrato (Figura 6B).
O sistema possui ainda um detector acustico e um sistema de aquisicdo
de dados que mostra graficamente o comportamento dos parametros
analisados. A carga critica é aquela em que o filme comeca a se quebrar
e/ou delaminar, o que é indicado pelo aumento repentino no coeficiente
de atrito (pois o coeficiente de atrito do substrato é maior do que o do
filme) e/ou pelo aumento da intensidade do sinal acustico. Neste trabalho
os testes foram realizados com uma ponta de diamante Rockwel C, a
forca aplicada variou de 0,20 a 20 N, a 0,1 mm/s, percorrendo uma

distancia de 100 mm.
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gubstrgto carga aplicada
filme fino

sensores "Strain Gauge"
(forga normal e lateral)

trilha de desgaste
esfera de metal (ago inox,
liga de titanio, efc), ponta de

diregdo de diamante

deslizamento

B

Figura 6 — A) tribbmetro utilizado para os testes de coeficiente de atrito e aderéncia dos
filmes; B) esquema representativo do funcionamento de um tribémetro tipico (Bonetti,
2008).

Para as medidas do coeficiente de atrito, a amostra foi
presa na base e se moveu linearmente em movimentos de ida e volta sob
a ponta aplicadora. Foi utilizada uma ponta esférica de 4 mm de diametro
de aco inox SS 440, com uma carga de 2 N, a 5 mm/s, por 500 ciclos,
percorrendo uma distancia de 5 mm.

Os testes foram realizados a uma temperatura de 24,6 °C

e umidade relativa de 47%.

4.2.2.4 Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de
Energia Dispersiva (EDS)

Algumas amostras foram observadas em MEV (Inspect
S50, FEI, Eindhoven, Holanda) e sua andlise quimica foi feita por EDS,
acoplado ao microscépio (Figura 7). A energia utilizada foi de 15 kV. A
técnica de EDS se utiliza do principio de que todo elemento quimico emite
raios-x caracteristicos ao ser atingido por um feixe de elétrons. A

deteccdo destes raios-x permite identificar os elementos quimicos
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presentes em uma amostra, quantifica-los e determinar sua distribuicao

relativa.

Figura 7 — Microscopio eletrénico de varredura.

4.2.2.5 Rugosidade

A andlise de rugosidade superficial foi realizada em
rugosimetro (SJ-400, Mitutoyo Corporation, Kawasaki, Japao) (Figura 8).
Este instrumento mede a rugosidade superficial por contato, por meio de
uma ponta em balanco que desliza sobre a superficie em um Unico eixo
sob velocidade constante, movimentando-se verticalmente e registrando o
perfil da superficie. Foram analisadas 14 amostras de cada condicdo (Ti
CP sem filme, com filme de DLC e com filme de DLC-Ag), sendo obtidas
médias de duas medi¢bes por amostra, em direcdes perpendiculares

entre si. O par@metro avaliado foi a rugosidade média (Ra).
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Figura 8 — Amostra em rugosimetro.

4.2.2.6 Angulo de contato (goniometria)

A andlise do angulo de contato foi realizada em um
gonidmetro (modelo 500, Ramé-Hart Instrument Co., Netcong, EUA) do
Departamento de Fisica do ITA (Figura 9). O angulo de contato € uma
medida indireta da energia livre de superficie de um sélido, sendo
inversamente proporcional a esta. A analise foi realizada com cinco gotas
de &gua deionizada, em temperatura ambiente. O volume da gota foi de
aproximadamente 12 uyL. Os valores de angulo de contato foram
determinados com o auxilio do programa computacional DROPimage

Advanced.
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Figura 9 — Gonidmetro utilizado para medida do angulo de contato.

4.2.3 Verificacdo da aderéncia microbiana aos filmes de DLC

Laminas de Ti CP foram divididas em 3 grupos (N=45;
n=15): Grupo Controle — nenhum tratamento; Grupo DLC — deposicao de
filme de DLC; e Grupo DLC-Ag — deposicao de filme de DLC dopado com
prata. A aderéncia microbiana foi analisada por meio de um modelo de
biofilme de microcosmo, modificado de Cheng et al. (2011).

Um adulto saudavel, sem carie ou doenca periodontal e
gue ndo fez uso de antibidticos nos trés meses anteriores a coleta foi
selecionado para doacdo de saliva. O doador nao realizou higiene bucal
durante 24 h e ndo ingeriu alimentos ou liquidos por 2 h antes da coleta
da saliva. Foram coletados 10 mL de saliva estimulada por mastigacao
em frasco coletor estéril. Durante a coleta, a saliva foi mantida em gelo.
Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (Anexo).

A saliva coletada foi filtrada em compressa de gaze para
remover residuos solidos e diluida em glicerol estéril na concentracao final
de 30%. A mistura saliva-glicerol foi armazenada a -6 ‘C em aliquotas de
2 mL até o uso.

A face néo tratada das laminas de titanio foi recoberta

com uma camada de esmalte para unhas para padronizacdo do
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experimento, e elas foram esterilizadas em autoclave (AHMC, Sercon
Inddstria e Comércio, Mogi das Cruzes, Brasil) a 121 °C a 1 atm por
15 min. Os biofilmes foram formados sobre as laminas estéreis em placas
de cultura de células de 24 pocos. Os pocos foram preenchidos com
1,5 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth, Laboratério Difco, BD
Diagnostic Systems, Sparks, EUA) suplementado com 0,2% de sacarose.
Foram adicionados 30 pL da mistura saliva-glicerol em cada poco, e as
placas foram agitadas em plataforma agitadora (Modelo PSU-2T, BioSan,

Riga, Letbnia) por 5 min (Figura 10).

Figura 10 — Placas de 24 pocos com meio de cultura em plataforma agitadora.

As laminas de titanio foram suspensas nos pog¢os por um
fio ortoddntico, de modo que ficassem em posicdo vertical e que a
proporcdo da lamina exposta ao meio de cultura fosse padronizada
(Figuras 11 e 12). As placas foram incubadas em microaerofilia, em estufa
de CO,a 5% (MCO-17AC, Sanyo, San Diego, EUA), a 37 °C.
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Figura 11 — Ladminas de titdnio suspensas em fio ortodéntico. A) face experimental; B)
face ndo tratada, coberta com esmalte de unhas para padronizagéo.

Figura 12 — Laminas de titdnio em meio de cultura. As laminas ficaram suspensas a
1 mm do fundo dos pocos.

O meio de cultura foi trocado ap6s 8 e 24 h do inicio da
incubacgéo. Apos 48 h de incubacéo, as laminas contendo biofilme foram
lavadas em solucéo fisiologica estéril (NaCl 0,9%), para remocdo dos
microrganismos nao aderidos, e transferidas para novas placas de 24
pocos contendo 1,5 ml de solucéo fisioldgica estéril em cada poco. Estas
placas foram agitadas em cuba ultrassdnica por 5 min em poténcia alta,
para desprendimento do biofilme aderido as laminas.

A suspensdo resultante foi diluida em série até 1072 e
0,1 mL de cada diluicdo foi semeado em duplicata em placas de Petri
contendo agar BHI (Brain Heart Infusion Agar, Laboratério Difco, BD
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Diagnostic Systems). As placas foram incubadas em microaerofilia por
48 h, para posterior contagem de microrganismos aerébicos e facultativos.

4.2.4 Verificacdo da infiltracao bacteriana pela interface implante/pilar

Neste estudo, 180 conjuntos formados por implantes de
4.0 x 13 mm, pilares protéticos de preparo retos e parafusos hexagonais
de titnio (Conexdo Sistemas de Protese, Sdo Paulo, Brasil) foram

divididos em seis grupos (n=30), conforme o Quadro 3.

Quadro 3 — Delineamento dos grupos de pesquisa

Grupo Tipo de Conexao Tratamento do Pilar Protético
Ex Hexagono Externo Nenhum tratamento
ExC Hexagono Externo Deposicao de Filme de DLC
ExAg Hexagono Externo Deposicao de Filme de DLC-Ag
In Hexagono Interno Nenhum tratamento
InC Hexagono Interno Deposicao de Filme de DLC
InAg Hexagono Interno Deposicao de Filme de DLC-Ag

Para a deposicdo dos filmes de DLC sobre os pilares
protéticos, foram confeccionados porta-amostras especiais, nos quais
somente a base dos pilares ficava voltada para o plasma (Figura 13). Isto
foi feito com o intuito de que o filme se depositasse apenas na face do
pilar que entraria em contato com o implante, pois sua coloragao é cinza-
escuro, o que seria uma desvantagem estética em situacao clinica (Figura

14). Para os pilares HlI, foi necesséario manté-los em plasma de Ar durante




75

3 h previamente a deposicdo, para limpeza total da camada anodizada
proveniente de fébrica.

B

Figura 13 — Pilares protéticos posicionados em porta-amostras para deposicdo dos
filmes de DLC. A) pilares HE; B) pilares HI.

Figura 14 — Pilares apds deposi¢do de filmes de DLC (HE a esquerda e HI a direita).

A técnica de deposicdo dos filmes nos pilares seguiu o
mesmo processo descrito no item 4.2.1, com algumas pequenas

modificacoes:

a) Tanto para o filme de DLC quanto para o de DLC-
Ag foi utilizado o hexano como gas precursor;
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b) Na deposicado do filme de DLC-Ag, o tempo de
deposicao na quarta etapa foi reduzido de 90 min

para 65 min.

Estas medidas visaram padronizar a espessura dos filmes
obtidos, pois a diferenca de espessura poderia influenciar na infiltracéo
bacteriana pela interface implante-pilar.

A técnica utilizada neste estudo para a verificacdo da
infiltracdo bacteriana foi a indireta (ou reversa), ou seja, a inoculagdo de
bactérias no interior do implante e observacdo de sua passagem para o
meio externo, assumindo-se que o fluxo bacteriano pode ocorrer nesta
direcdo da mesma forma que na direcdo oposta (do meio externo para o
interior do implante) (Traversy, Birek, 1992).

Todos os procedimentos foram realizados em ambiente
asseéptico, no interior de uma camara de fluxo laminar (BioSeg 12, Veco,
Campinas, Brasil), forrada com campos cirargicos estéreis. Todo o
instrumental, as solugbes e os meios de -cultura utlizados foram
previamente esterilizados em autoclave a vapor (121 °C a 1 atm por 15
minutos) e toda a manipulacao foi realizada com luvas estéreis. Os pilares
protéticos e os parafusos também foram esterilizados em autoclave,
enquanto que os implantes sao fornecidos estéreis pelo fabricante.

O microrganismo utilizado foi Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), um anaerdbio facultativo bastante resistente e de facil
cultura, que pode estar presente na cavidade oral por contaminacao oro-
fecal. Ele é encontrado em raspados 0sseos intra-orais (Choquet et al.,
2001), colonizando implantes craniofaciais (Toljanic et al., 1995) e no
periapice de dentes endodonticamente tratados (Zoletti et al., 2006).
Também ja foi isolado de pacientes com doencga periodontal (Sun et al.,
2009). O microrganismo foi semeado por esgotamento em placas
contendo agar BHI. As placas foram incubadas a 37 "C em estufa de CO,

a 5% por 24 h para possibilitar o crescimento bacteriano.
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Cada implante foi fixado a uma morsa estéril. Com o
auxilio de uma micropipeta, foi inoculado no interior do implante 1 pL de
uma suspensdo de E. faecalis (10° células/mL), padronizada em
espectrofotometro (Modelo B582, Micronal, Sado Paulo, Brasil) com
comprimento de onda de 760 nm e absorbéncia 6ptica de 0,298+20, como
visto na Figura 15. O inéculo foi inicialmente preparado em solucéo
fisiolégica e, apds atingir a concentracdo desejada, foi centrifugado
(centrifuga Jouan BR4i, Thermo Electron Corp., Madison, EUA) e
ressuspenso em caldo BHI. A quantidade inoculada foi determinada em
estudo piloto previamente realizado, inoculando-se 1puL e 2 pL,
parafusando-se o pilar e se observando o possivel extravasamento para o

meio externo.

Figura 15 — Inoculacdo de 1 pL de suspenséo de E. faecalis no interior de um implante,
seguro por uma morsa estéril.

Apo6s a inoculagdo, os pilares foram parafusados aos
implantes com torque de 20 Ncm, de acordo com a recomendacao do
fabricante, por meio de um torquimetro manual (SIN Sistema de Implante,

Sao Paulo, Brasil) e mantidos por 5 s (Figural6).
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Figura 16 — Torque de 20 Ncm sendo aplicado ao parafuso do pilar protético por um
torquimetro manual.

Para verificar a possivel contaminagdo externa imediata
durante a execucdo da metodologia, cada conjunto implante/pilar foi
imerso em caldo BHI em um tubo eppendorf, cobrindo-se a interface, por
30 s (Figura 17). Os tubos eppendorfs foram incubados a 37 °C em estufa
de CO; a 5% por 48 h. As amostras que apresentaram turvagao do meio,

sinalizando crescimento bacteriano, foram descartadas do estudo.

Figura 17 — Implante imerso por 30 s em caldo BHI, imediatamente apds inoculagéo,
para verificag8o de possivel contaminagéo externa imediata.
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Em seguida, cada conjunto foi envolto com fio para
amarrilno de Cr-Ni de 0,3 mm de espessura, sendo por ele suspenso e
estabilizado em um tubo de ensaio de vidro. Este procedimento foi
realizado para que somente a regido da interface entre o pilar e o
implante se mantivesse em contato com o meio de cultura, descartando-
se a possibilidade de saida de bactérias pelo orificio de acesso ao
parafuso (Figura 18). Um tubo contendo apenas caldo BHI estéril foi
usado como controle negativo; outro tubo contendo caldo BHI com 1 L
da suspenséo bacteriana serviu como controle positivo. Os tubos foram

entdo incubados a 37 °C em estufa de CO, a 5%.

Figura 18 — Amostras em meio de cultura. A) conjunto implante/pilar suspenso por fio de
amarrilho em caldo BHI, com o caldo acima da interface; B) tubos de ensaio contendo os
conjuntos suspensos em caldo, para incubacdo em estufa de CO,.

Foi realizado acompanhamento diario por cinco dias para
verificacdo da possivel passagem de bactérias do interior do implante
para o caldo. O indicativo da ocorréncia de infiltracdo pela interface foi a
turvacdo do meio de cultura. O tempo de acompanhamento foi
determinado em estudo piloto, no qual as amostras foram acompanhadas
por 3, 5 e 7 dias. Cinco dias foi o tempo maximo em que todas as

amostras apresentaram viabilidade bacteriana.
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Nas amostras que apresentaram turvacdo do meio, foi
realizada a coloragdo de Gram do caldo turvo para certificacdo da
presenca de E. faecalis. A coloracdo e a morfologia bacterianas foram
observadas em microscopio 6ptico, e a ocorréncia de contaminacao
externa determinaria a exclusdo da amostra.

Apoés os cinco dias de incubagdo, os conjuntos foram
abertos em ambiente estéril (interior da camara de fluxo laminar), e o
interior dos implantes foi preenchido com solucdo salina (NaCl 0,9%)
estéril (10 uL para os implantes HE e 15 pL para os implantes HI -
quantidades determinadas em estudo piloto). Um cone de papel
endodoéntico estéril nimero 80 (Tanari Ind. Ltda., Manaus, Brasil) foi
inserido no interior de cada implante, onde permaneceu por 1 min para
absorcdo do contetddo. O cone foi removido e inserido em um tubo
eppendorf com 0,5 mL de solucédo salina estéril (Figura 19). Um segundo
cone foi inserido no interior do implante, sendo realizada uma
amostragem das paredes internas, e posteriormente também inserido no
mesmo tubo eppendorf. O tubo eppendorf com os cones foi agitado em
vortex (Vixar, Plymouth, EUA) por 1 min, para que as bactérias presentes
nos cones fossem homogeneizadas na solucéo, e esta foi diluida em série
até 102 em solucdo salina estéril. Uma aliquota de 0,1 mL da solugéo
inicial e de suas diluicdes foi semeada em duplicata em placas de Petri
contendo agar BHI. ApOs 24 h de incubacdo a 37 °C em estufa de CO, a
5%, procedeu-se a contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC)
nas placas. Em caso de ndo crescimento bacteriano, indicativo de

auséncia de viabilidade celular, a amostra foi excluida do estudo.
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Figura 19 — A) cone de papel inserido no interior do implante, apos remog¢éo do pilar,
para absor¢cdo da solugdo inserida; B) cones de papel em eppendorf com solugcéo
fisiolégica.

Ao final do experimento, um conjunto HE e um HI foram
preparados para observacdo em MEV. Ambos o0s conjuntos nao
apresentaram infiltracdo bacteriana pela interface. As amostras foram
lavadas com PBS e fixadas em glutaraldeido 2,5% por 2 h. Em seguida,
foram imersas em alcool 70% e deixadas em geladeira por 8 h. Foram,
entdo, desidratadas em uma sequéncia de alcoois (75, 85 e 95%),
permanecendo 20 min em cada solugcdo. Apds secagem em temperatura

ambiente, receberam cobertura de ouro e foram observadas ao MEV.

4.2.5 Andlise estatistica

Os dados de Ra foram comparados por analise de
variancia (Anova 1 fator).

Os dados de UFC/mL, por ndo apresentarem distribuicéo
normal, foram transformados em logaritmos e submetidos a testes

paramétricos.
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Os resultados do experimento de aderéncia microbiana as
laminas de titanio foram analisados por Anova 1 fator e teste de
comparacoes multiplas de Tukey.

Os resultados de infiltracdo bacteriana na interface
implante/pilar foram divididos em trés andlises: (1) a frequéncia de
infiltracbes foi analisada pelo teste exato de Fisher e pelo teste Qui-
quadrado; (2) a ocorréncia de infiltracées ao longo do tempo foi analisada
pelo método de Kaplan-Meier, e as curvas de sobrevida foram
comparadas por Log-rank; (3) a contagem de UFC/mL provenientes do
interior dos implantes foi analisada por Anova 2 fatores e teste de
comparacdes multiplas de Tukey.

O nivel de significancia considerado para todos os testes
foi de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao dos filmes de DLC

5.1.1 Espessura

As espessuras médias dos filmes depositados sobre as
laminas de titanio, medidas por perfildmetro mecanico, foram de 1,58 um
para o filme de DLC e de 2,91 pm para o filme de DLC-Ag (Figura 20).
Como o tempo de deposicdo foi o mesmo para os dois filmes, esta
diferenca de espessura provavelmente se expligue pelo fato de cada
molécula de metano, gas precursor para o filme de DLC, possuir apenas
um atomo de carbono, enquanto que o hexano, precursor para o filme de

DLC-Ag, possui seis &tomos de carbono.

= K : -
r T T T T t 5 18 May 94 10:55
X1888 A | | 18 May 93 18:12 im‘ |

28

15 L 133 f\/ ,ﬁf"f_f’r

Wt O =

ImEIEY

100 200 300 408 B

Nl
§
1 i

] 108 2088 3688 A

Figura 20 — Perfis da superficie de silicio com filme. A) DLC; B) DLC-Ag. A esquerda dos
graficos, o substrato sem filme; a direita, com filme.
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Apoés esta analise, alguns parametros de deposicao foram
modificados para a deposi¢do dos filmes nos pilares protéticos (ver item
4.2.4), de forma que ambos os filmes sobre os pilares apresentaram

espessura média de 1,3 um.

5.1.2 Espectroscopia de Espalhamento Raman

As mudancas na posicao, na largura e na intensidade das
bandas G e D em um espectro Raman estéo relacionadas a variacées na
microestrutura dos filmes, tais como a raz&o entre as hibridizacées sp°® e
sp® do carbono, e o tamanho dos cristais presentes no filme (Bonett,
2008). A Figura 21 mostra os espectros Raman dos filmes de DLC e DLC-
Ag. Comparando-os com o espectro tipico de um filme de DLC (Figura 5),
nota-se que eles sédo bastante similares, mostrando que os filmes
conseguidos sdo de boa qualidade. Comparando-se os dois filmes,
observou-se que o filme de DLC-Ag apresentou um ligeiro deslocamento
da banda G para valores menores, e maior altura de pico desta banda. Os

valores de Ip/lg foram 0,95 para o DLC e 0,94 para o DLC-Ag.

1800

——DLC
15001 —— DLC-Ag

: 1200

a)

900 |

600

Intensidade (u

300

0 L 1 1 1
800 1000 1200 1400 1600 1800

deslocamento (cm™)

Figura 21 — Espectros Raman dos filmes de DLC e DLC-Ag. A linha azul faz referéncia a
banda G e a linha verde, a banda D.



85

5.1.3 Andlise tribolégica

Os filmes de DLC apresentaram aderéncia ao substrato
de Ti CP (Figura 22). A primeira trinca ocorreu com uma carga de
aproximadamente 4,7 N para os dois filmes, a primeira exposi¢cdo do
substrato ocorreu com uma carga de 5,8 N para o DLC e 6,1 N para o
DLC-Ag, e a delaminac¢éo do filme comecou a ocorrer com 9,7 N para o
DLC-Ag e nao ocorreu para o DLC. As imagens da trilha produzida pela
ponta de diamante mostram trincas arredondadas (em forma de concha)
no filme ao redor da trilha, que séo indicativos de falhas coesivas no filme,
significando uma boa aderéncia. Nao foi possivel detectar as trincas
utilizando emissdo acustica, possivelmente pela rugosidade da amostra,

que faz com que se tenha muito ruido.
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Figura 22 — Imagens (acima) e gréaficos dos testes de aderéncia dos filmes de DLC ao
substrato. A) DLC; B) DLC-Ag. As setas, da esquerda para a direita, indicam os
momentos da primeira trinca, primeira exposicao do substrato e inicio da delaminacgéo (o
DLC ndo sofreu delaminacdo). COF: coeficiente de atrito; Fz: forca aplicada; AE:
emisséo acustica.
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Os filmes reduziram o coeficiente de atrito das amostras.
Os valores médios encontrados foram 0,46+0,14 para o Ti CP, 0,15+0,02
para o filme de DLC e 0,12+0,02 para o filme de DLC-Ag (Figura 23).
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Figura 23 — Coeficientes de atrito.

5.1.4 MEV e EDS

A Figura 24 mostra fotomicrografias por microscopia
eletrbnica de varredura de uma lamina de Ti CP coberta com filme de
DLC, cortada transversalmente. O filme aparece como uma camada mais
clara na superficie, confirmado pela alta concentracdo de carbono

mostrada pelo mapeamento por EDS.
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Figura 24 — Corte transversal de uma lamina de Ti CP coberta com filme de DLC. A e B)
fotomicrografias por MEV; C) mapeamento do carbono por EDS.

Os espectros gerados pela analise por EDS sao
apresentados na Figura 25. Pode-se observar que o espectro do filme de
DLC também mostra a presenca do elemento prata, possivelmente devido
a resquicios deste elemento na camara do reator. A analise quantitativa
mostrou um percentual atbmico de 95-96% de C, 1-3% de Si, 1-2% de Ti
e 0,1-0,2% de Ag, para o filme de DLC-Ag, e de 85-91% de C, 4-6% de
Si, 4-6% de Ti e 0,1-0,2% de Ag para o filme de DLC.
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Figura 25 - Espectros de microandlise por EDS: A) substrato de Ti CP sem filme; B) filme

de DLC; C) filme de DLC-Ag.
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A Figura 26 mostra a distribuicdo dos elementos em uma
amostra de DLC-Ag. Pode-se observar a distribuicdo homogénea da prata

pela superficie.
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Figura 26- Mapeamento de microanalise por EDS da superficie de um filme de DLC-Ag
sobre substrato de Ti CP.

5.1.5 Rugosidade

A rugosidade média (Ra) € mostrada na Tabela 1.
Embora os filmes tenham reduzido em média a rugosidade, o teste de
Anova 1 fator mostrou que esta diferenca nao foi estatisticamente
significante (P=0,426).

Tabela 1 — Rugosidade média (nm)

Grupo Média Desvio Padrao
TiCP 245,0 19,8
DLC 241,4 33,5

DLC-Ag 229,3 41,8
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5.1.6 Angulo de contato

Os valores de angulo de contato foram 65 + 3° para o Ti
CP, 74 £ 2° para o filme de DLC e 69  3° para o filme de DLC-Ag. As
imagens obtidas pelo gonibmetro sdo apresentadas na Figura 27. Pode-
se observar que os filmes aumentaram o angulo de contato e,
consequentemente, reduziram a energia livre de superficie do Ti CP,

especialmente o filme de DLC.

Figura 27 — Imagens de goniometria com gotas de agua deionizada. A) Ti CP; B) DLC;
C) DLC-Ag.

5.2 Aderéncia microbiana aos filmes de DLC

O biofilme crescido sobre as laminas de titanio
desprendeu-se da superficie e ficou em suspensdo na solucdo salina
apos agitacdo em cuba ultrassonica. As placas de Petri nas quais estas
suspensdes foram semeadas mostraram crescimento de colénias com
caracteristicas diversas, indicando a presenca de diferentes

microrganismos (Figura 28).
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Figura 28 — Coldnias com caracteristicas diversas, indicando a presenca de diferentes
microrganismos provenientes do biofilme aderido as laminas de titanio, pela metodologia
de microcosmo.

A estatistica descritva do numero de colbnias (em
10* UFC/mL) provenientes do biofilme aderido as laminas é apresentada
na Tabela 2.

Tabela 2 — Estatistica descritiva da contagem microbiana proveniente do
biofilme aderido as laminas de titanio (x10* UFC/mL)

Grupo Média Desvio Padrdo Minimo  Maximo  Mediana
Controle 40,00 19,92 16,60 82,40 36,10
DLC 33,33 14,03 17,40 56,10 27,02
DLC-Ag 25,36 19,25 8,10 60,20 20,15

A andlise de variancia (Anova 1 fator) dos dados apds
transformacao logaritmica (log;0UFC/mL) revelou diferenca significante
entre os grupos (P=0,04). O teste de comparagbes multiplas de Tukey
mostrou que o grupo DLC-Ag apresentou aderéncia microbiana
significantemente menor do que o grupo controle (Tabela 3 e Figura 29).
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Tabela 3 — Teste de comparagées multiplas de Tukey (log1oUFC/mL)

Grupo Média (DP)  Grupos homogéneos

Controle 5,60 (0,25) A
DLC 5,53 (0,22) AB
DLC-Ag 5,36 (0,30) B

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante.
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Figura 29 — Grafico de caixa das distribuigbes do numero de coldnias microbianas
provenientes do biofilme aderido as laminas de titanio (log,Q0UFC/mL).

5.3 Infiltrac&o bacteriana pela interface implante/pilar

O Quadro 4 mostra as amostras excluidas do estudo. Oito
amostras apresentaram contaminacdo externa imediatamente apds a
inoculacdo (Figura 30), a maioria em implantes HIl. Duas amostras nao
apresentaram viabilidade bacteriana apés cinco dias de incubacao, sendo

ambas em implantes HE.



Quadro 4 — Amostras excluidas do estudo
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Grupo | Amostra excluida Justificativa n final
Ex Ex3 Contaminacado externa imediata 08
Ex11 Inviabilidade bacteriana

ExAg ExAgQl6 Inviabilidade bacteriana 29
In2 Contaminacado externa imediata

n In5 Contaminacédo externa imediata 28

InC InC20 Contaminacédo externa imediata 08
InC27 Contaminacédo externa imediata
InAg18 Contaminacado externa imediata

InAg InAg20 Contaminagéo externa imediata 27
InAg30 Contaminacéo externa imediata

Figura 30 — Caldo de cultura a esquerda apresentando turvacdo, indicativo de
contaminagédo externa imediata do implante. Caldo a direita limpido.

O numero e a proporcdo de amostras em que houve

infiltracdo bacteriana pela interface implante/pilar durante o periodo de

incubacéo,

determinada pela turvacdo do caldo de -cultura, sé&o

apresentados na Tabela 4. A Figura 31 ilustra exemplos de amostras com

e sem turvacéao do caldo.
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Tabela 4 — Numero e percentual de amostras com infiltracdo bacteriana
em um periodo de 5 dias

Numero de infiltracdes
_ ) . Tamanho Percentual
por dia de incubagéo Total de
Grupo o . da de
1° 20 3° 4° 5° nfiltragdes

dia dia dia dia dia

amostra infiltracdes

EXx 1 0 3 2 0 6 28 21,43%
ExC 0 5 0 1 30 20,00%
ExAg 0 0 1 1 0 29 6,90%
In 8 8 2 2 23 28 82,14%
InC 15 7 1 1 0 24 28 85,71%
InAg 6 10 1 1 2 20 27 74,07%
Total 25 25 19 7 5 81 170 47,68%

Figura 31 - Caldo de cultura a esquerda mostrando turvagdo, indicativo de infiltragédo
bacteriana pela interface implante/pilar. Caldo a direita limpido, indicativo de que nao
ocorreu infiltracéo.

O percentual de infiltracdo bacteriana pela interface foi de
16,09% para os implantes HE e de 80,71% para os implantes HI. O teste
exato de Fisher apontou diferenca estatisticamente significante entre os

dois tipos de implantes (P<0,0001).
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Como a diferenga entre os implantes HE e HI foi bastante
significante, a comparacdo das proporcoes de infiltracdo entre o0s
diferentes tratamentos da base do pilar (sem filme, com filme de DLC e
com filme de DLC-Ag) foi feita separadamente para cada tipo de implante,
por meio do teste Qui-quadrado. Embora os filmes tenham reduzido o
percentual absoluto de infiltragdo, as diferencas entre eles nédo foram
estatisticamente significantes (P=0,253 para os implantes HE e P=0,535
para os implantes Hl).

A Figura 32 mostra as curvas de sobrevivéncia geradas
pelo método de Kaplan-Meier (probabilidade de auséncia de infiltracao até
5 dias). O evento considerado foi a turvacdo do caldo. O teste de Log-
rank utilizado para comparar as curvas nhao mostrou diferenca
estatisticamente significante entre os grupos sem filme, com filme de DLC
e com filme de DLC-Ag (P=0,255 para HE e P=0,084 para HI).
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Figura 32 — Curvas de sobrevivéncia estimadas pelo método de Kaplan-Meier para os
implantes HE (& esquerda) e HI (a direita).

A semeadura em placas de Petri da suspenséao bacteriana
proveniente do interior dos implantes apés a remocgdo dos pilares
protéticos resultou no crescimento de coldnias tipicas de E. faecalis,
confirmado pela coloracédo de Gram e visualizacdo em microscopio optico

(Cx41, Olympus Optical do Brasil, Sédo Paulo, Brasil) (Figura 33).
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Figura 33 — A) colbnias caracteristicas de E. faecalis em agar BHI; B) visualizacdo em
microscopio 6ptico (aumento de 100x), mostrando células Gram positivas e diplococos
em cadeia.

A estatistica descritva do numero de colbnias (em

7z

10* UFC/mL) provenientes do interior dos implantes é apresentada na
Tabela 5.

Tabela 5 — Estatistica descritiva da contagem bacteriana proveniente da
suspenséo do interior dos implantes (x10* UFC/mL)

Grupo Média Desvio Padrao Minimo  Maximo  Mediana

Ex 4,79 4,41 0,53 18,10 3,38
ExC 9,89 15,46 1,36 85,80 5,30
ExAg 8,10 6,56 0,64 30,70 7,85

In 21,44 21,52 3,00 82,80 13,28
InC 20,15 27,01 1,34 117,50 12,08
InAg 17,18 25,21 1,01 113,60 7,70

A analise de variancia (Anova 2 fatores) dos dados apos
transformacao logaritmica (log;0UFC/mL) mostrou que o tipo de implante
influenciou significantemente os resultados (P=0,000), enquanto que a
presenca do filme ndo exerceu influéncia significante (P=0,487), como

visto na Tabela 6. Os graficos de médias sdo mostrados na Figura 34.
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Tabela 6 — Tabela de Anova 2 fatores para a contagem bacteriana
proveniente do interior dos implantes (log;0UFC/mL)

Fator Graus de liberdade Quadrado médio F P
Implante 1 5,578 29,55 0,000
Filme 2 0,136 0,72 0,487
Interacao 2 0,770 4,06 0,019
Erro 164 0,189
Total 169
5,0 .\\\\\\\ P - 5,0 / .
4,9 g 494 ////'
DILC D;I(S;:g Nenkum E‘x . II"\

Figura 34 — Gréficos de médias para os fatores “implante” e “filme” (log;QUFC/mL).

O teste de Tukey mostrou que o grupo In apresentou o
maior nimero de UFC/mL, mas foi estatisticamente semelhante aos
grupos InC e InAg. O grupo Ex apresentou o menor numero de UFC/mL,
mas foi estatisticamente semelhante aos grupos ExC e ExAg (Tabela 7 e
Figura 35).
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Tabela 7 — Teste de comparag6es multiplas de Tukey (log1oUFC/mL)

Grupo Média (DP)  Grupos homogéneos

In 5,14 (0,42) A
InC 5,06 (0,46) AB
InAg 4,93 (0,51) AB
ExC 4,78 (0,40) BC
ExAg 4,75 (0,41) BC
Ex 4,51(0,40) C

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante.
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Figura 35 — Grafico de caixa das distribuicbes do numero de coldnias bacterianas
provenientes do interior dos implantes (log;,UFC/mL).

Para tentar entender a discrepancia de resultados entre
os implantes HE e HI, quatro conjuntos de cada foram incluidos em resina
acrilica (JET, Artigos Odontolégicos Classico, Sao Paulo, Brasil) e
cortados longitudinalmente em maquina de corte de precisdo (Isomet,
Erios, Sdo Paulo, Brasil). Os conjuntos foram observados em
estereomicroscopio (Discovery V20, Zeiss, Jena, Alemanha) e suas
interfaces foram medidas em microscopio 6ptico (AT112-50F, Mitutoyo

Corporation) sob aumento de 500x. As medidas (média + desvio padréo)
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das fendas na interface implante/pilar foram de 0,99+0,12 pm para HE e
de 2,04+0,26 pm para HI (Figura 36).

i

Implanite Implante

D

Figura 36 — Implantes em corte longitudinal. A e C) HE; B e D) HI. Acima, aumento de
7,5x; abaixo, aumento de 500x (interface implante/pilar).

As imagens de MEV confirmaram a capacidade do E.
faecalis de se aderir ao titanio, formando biofilme (Figura 37).
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Figura 37 — Imagens de MEV de dois conjuntos implante/pilar que ndo apresentaram
infiltracdo bacteriana pela interface. As imagens a direita sdo aproximacdes das areas
demarcadas nas imagens a esquerda. A) pilar HI; C) implante HI; E) pilar HE; G)
implante HE. B e H) as superficies internas mostram aderéncia de E. faecalis (setas); D e
F) as superficies externas mostram auséncia de bactérias.



6 DISCUSSAO

No presente trabalho, o filme de DLC-Ag reduziu a
aderéncia microbiana ao Ti CP. Este resultado corrobora os achados de
outros estudos que mostraram o efeito bactericida da prata ao ser
incorporada a filmes de DLC (Marciano et al.,, 2009a, 2009c, 2011;
Schwarz et al., 2011; Soininen et al., 2011; Baba et al., 2013). A reducao
da aderéncia microbiana as superficies de implantes e seus
componentes, expostas ao meio bucal, é bastante vantajosa, pois dificulta
a formacdo de biofiilme sobre estas superficies e previne suas
consequéncias clinicas, como as inflamacdes do tecido peri-implantar e a
peri-implantite (Subramani et al., 2009).

Apesar de alguns estudos mostrarem um efeito
bactericida dos filmes de DLC (Marciano et al., 2009a, 2009c, 2011),
neste trabalho este efeito ndo foi comprovado, jA que as superficies
cobertas com DLC apresentaram aderéncia microbiana estatisticamente
semelhante ao Ti CP. Entretanto, estes estudos n&o avaliaram a
aderéncia microbiana, e sim a absorbancia O6ptica de suspensdes
bacterianas nas quais as amostras foram imersas, sendo, portanto,
inadequada a comparacdo dos resultados. Além disso, estes estudos nao
utilizaram nenhum teste estatistico para analisar os dados, limitando-se a
apenas comparar percentuais médios. De acordo com o presente trabalho
estdo os achados de Soininen et al. (2011), que ndo encontraram
diferencas significantes na aderéncia de S. aureus e S. epidermidis ao
titanio ou ao DLC.

O mecanismo de aderéncia microbiana é bastante
complexo e envolve varios fatores, como por exemplo, a rugosidade da

superficie. Esperava-se que o filme de DLC reduzisse a rugosidade do
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tithnio, como mostrado por Kim et al. (2005), porém, isto ndo ocorreu.
Este fato pode ser explicado pela reduzida espessura dos filmes,
combinado com a rugosidade relativamente alta do substrato. Por serem
filmes bastante finos, provavelmente eles acompanharam o relevo dos
picos e vales do substrato. A adicdo de prata pode elevar a rugosidade
dos filmes de DLC, pois a prata pode formar aglomerados dentro da
matriz de carbono (Baba et al., 2013). Neste estudo a prata ndo aumentou
a rugosidade do filme, podendo ter contribuido para isto a baixa
espessura do filme, a baixa concentracdo de prata e sua distribuicdo
homogénea na superficie, como mostrada pelo EDS. Outro fator a ser
considerado € o instrumento de medicdo utilizado neste estudo.
Instrumentos como o perfildbmetro 6ptico, que utilizam um feixe de luz ao
invés de uma ponta em contato, possuem maior precisdo de medicéo e
poderiam mostrar diferencas quantitativas entre as amostras com e sem
filme. O parametro avaliado (Ra) mostra apenas o perfil em duas
dimensdes, e para uma analise mais completa seria interessante também
avaliar parametros espaciais. Entretanto, como nosso objetivo foi
comparar as condigbes com e sem filme, consideramos que a analise de
Ra foi suficiente.

Além da rugosidade, a aderéncia microbiana envolve
fatores como a energia livre de superficie, a acdo de forcas de
cisalhamento de fluidos do ambiente e, no caso dos filmes de DLC, a
proporcdo das ligacbes sp® e sp® (Soininen et al., 2011). Os filmes
reduziram a energia livre de superficie do Ti CP, o que é favoravel do
ponto de vista da aderéncia microbiana. Este efeito foi mais acentuado no
filme de DLC. Os outros fatores, que ndo foram avaliados neste estudo,
talvez possam ajudar a explicar a auséncia de efeito antimicrobiano do
filme de DLC.

E importante salientar que os testes de aderéncia
microbiana realizados neste estudo utilizaram a metodologia de

microcosmo, que simula de forma mais realistica 0 ambiente microbiano



103

bucal. Nesta metodologia, estdo presentes fatores como a saliva humana,
com seus nutrientes e fatores imunes, e a interagdo entre as diversas
espécies microbianas encontradas in vivo. Os testes que utilizam apenas
uma espécie bacteriana podem sofrer influéncia de caracteristicas
especificas desta espécie, como resisténcia, capacidade de multiplicacdo
e de formacgé&o de biofilme.

A reducdo da aderéncia microbiana promovida pelo filme
de DLC-Ag parece ter ocorrido em funcédo da acédo das nanoparticulas de
prata na superficie. O mecanismo bactericida da prata ainda ndo esta
completamente elucidado, mas se acredita que a prata se ligue as
enzimas da cadeia respiratéria bacteriana e ao seu DNA, impedindo sua
replicacdo e levando a morte da célula. As nanoparticulas de prata
apresentam um eficiente efeito antimicrobiano por possuirem uma vasta
area superficial em relacéo ao volume. Elas se ligam a parede celular e &
membrana plasmatica da célula bacteriana e penetram em seu interior,
liberando ions de prata. A prata em seu estado metalico € inerte, mas em
contato com os fluidos biolégicos ela se ioniza e se torna reativa (Rai et
al., 2009).

Apesar de reduzir a aderéncia microbiana sobre o Ti CP,
o filme de DLC-Ag néao foi capaz de reduzir significantemente a frequéncia
de infiltracdo bacteriana em implantes. Este resultado talvez se explique
pelo fato de que a prata precisa estar em contato efetivo com a célula
bacteriana para exercer acdo bactericida, e a presenca de uma fenda
entre o implante e o pilar protético pode ter permitido a passagem de
bactérias sem que elas entrassem necessariamente em contato com o
filme de DLC-Ag. O nimero de UFC no interior dos implantes também n&o
foi reduzido pela presenca dos filmes. Como as bactérias colonizam uma
superficie por meio da formacgéo e progresséo do biofilme, a deposicéo de
filmes de DLC-Ag em ambas as superficies envolvidas na interface (base
do pilar e plataforma do implante) poderia ter levado a menores taxas de

infiltrac&o bacteriana.
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Alguns estudos sugerem que possa haver difusdo dos
ions de prata provenientes do filme de DLC pela suspenséo bacteriana na
qgual a amostra estad imersa (Marciano et al., 2009c). Acreditamos que
este efeito pode néo ter sido verificado no presente estudo por causa da
baixa concentracédo de prata encontrada no filme de DLC-Ag. Apesar de
Baba et al. (2013) n&o terem observado uma correlagdo entre a
concentracdo de prata no filme e seu efeito bactericida, estes autores
utilizaram filmes com no minimo 3,8% de prata em percentual atémico.
Diferentemente, os filmes de DLC-Ag produzidos neste estudo
apresentaram 0,1-0,2% de prata em percentual atbmico. No entanto, esta
medida € apenas aproximada, pois a analise por EDS apresenta algumas
limitagcBes, como a ndo deteccdo de elementos quimicos de baixo niumero
atbmico, como o hidrogénio, o qual sabemos estar presente em
quantidade significativa nos filmes produzidos neste trabalho. Isto também
pode explicar a concentracdo semelhante de prata nos filmes de DLC.
Ainda que a analise por EDS ndo tenha nos permitido avaliar com
precisdo a concentracdo de prata nos filmes, ela nos mostrou que a
distribuicdo da prata foi homogénea, como mostra a Figura 25. A baixa
concentracdo de prata nos filmes pode estar relacionada ao mecanismo
de deposicdo no reator PECVD. Pbde-se observar a precipitacdo das
particulas de prata na suspensdo de hexano apds alguns minutos em
repouso. Isto sugere que estas particulas formam aglomerados
relativamente pesados na suspensao, que dificultam o carregamento da
prata para dentro do reator. O uso de ultrassom para manter a suspensao
agitada durante toda a deposicao certamente minimizou o problema, mas
pode nado té-lo resolvido por completo. Portanto, se faz necessario
pesquisar meios mais eficientes de incluir nanoparticulas de prata nos
filmes de DLC pela técnica utilizada.

Outra explicacdo para a incapacidade de os filmes de
DLC e DLC-Ag reduzirem a infiltracdo bacteriana nos implantes pode

estar relacionada ao microrganismo utilizado neste estudo. Os estudos
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que demostraram o efeito antimicrobiano do filme de DLC-Ag utilizaram
microrganismos como E. coli, P. aeruginosa, Salmonella, S. aureus
(Marciano et al., 2009b; Baba et al., 2013) e S. sanguinis (Schwarz et al.,
2011). O E. faecalis, utilizado neste estudo, € um microrganismo de
dimensdes bastante reduzidas, o que favorece sua passagem pela
interface implante/pilar. E resistente a varios antibidticos e agentes
antimicrobianos, € capaz de sobreviver em ambientes nutricionais
limitados e em condicdes desfavoraveis por longos periodos. Sua
habilidade em formar biofilme o protege contra agentes antimicrobianos e
células de defesa do hospedeiro. Atribui-se a sua alta resisténcia o fato de
ser o microrganismo mais frequentemente encontrado em infeccdes
endodoénticas recorrentes (Paradella et al., 2007; Sun et al., 2009).

No presente estudo os implantes HI apresentaram mais
infiltracdo bacteriana pela interface implante/pilar e maior contagem de
UFC em seu interior do que os implantes HE. Estes resultados estdo de
acordo com os achados de Duarte et al. (2006). O espaco interno
existente apdés o parafusamento do pilar protético ao implante € menor
nos implantes HI do que nos implantes HE. Além disto, as paredes do
hexagono nos implantes HE podem ser um obstaculo a mais a ser
transposto pelo biofilme bacteriano a caminho da interface. Isto pode ter
tornado mais facil o alcance da interface pelas bactérias nos implantes Hl.
Outra explicacdo pode advir do tamanho das fendas existentes nos dois
tipos de implantes. Teria sido interessante medir estas fendas antes do
desparafusamento do pilar, mas isto implicaria na quebra da cadeia
asséptica e impossibilitaria a contagem bacteriana no interior dos
implantes. Apesar de alguns estudos ndo encontrarem correlagéo entre o
tamanho da fenda e a infiltragdo bacteriana (Amaral, 2003; Oliveira,
2006), os espacgos observados por eles foram, em média, bem maiores do
que as bactérias utilizadas. Acreditamos que esta correlacdo possa existir
se a adaptacdo entre os componentes for 6tima, ou seja, se 0 espaco

entre eles for semelhante ao tamanho das bactérias utilizadas.
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A infiltragcdo bacteriana foi verificada em todos os tipos de
conexdao protética (Jansen et al., 1997). Alguns estudos apontaram menor
infiltracdo nos implantes de conexdo conica (Tesmer et al., 2009; do
Nascimento et al., 2012a), enquanto outros ndo observaram diferencas
entre os diferentes tipos de conexdes (Faria, 2008). A frequéncia de
infiltrac®es varia muito entre todos os estudos in vitro, sendo encontradas
frequéncias de 0% a 100%. Esta grande diversidade entre os estudos &
consequéncia provavel das grandes diferencas nas metodologias
empregadas. Inumeros fatores podem influenciar a infiltracdo bacteriana,
como a técnica utilizada (direta ou indireta), o tamanho do microrganismo
empregado, sua capacidade de formar biofilme, seu ciclo de vida, o
desenho do implante e do pilar protético, o torque, o tempo de
acompanhamento, o emprego de carga, o tamanho da amostra, 0 uso
repetido de amostras, a quantidade de bactérias inoculadas, entre outros.
As muitas variaveis metodoldgicas encontradas nos estudos dificultam a
comparacao entre eles.

Este estudo apresenta algumas limitagcdes. A infiltracao
bacteriana foi testada em condi¢cBes estaticas. No entanto, a aplicacdo de
cargas ciclicas aos pilares simularia de forma mais real as condicdes do
meio bucal, e poderia aumentar a frequéncia de infiltracbes, ja que
aumenta a fenda e promove um “bombeamento” entre os meios interno e
externo (Steinebrunner et al., 2005; do Nascimento et al., 2012a). O uso
de apenas um microrganismo para testar a infiltragdo bacteriana, como ja
discutido anteriormente, também é uma limitacao do estudo.

Alguns procedimentos metodolégicos podem  ser
apontados como uma vantagem do presente estudo em relacdo a outros
estudos in vitro. O tamanho amostral € maior neste estudo do que na
maioria, que geralmente emprega 10 amostras. O teste de viabilidade
bacteriana apés o tempo de acompanhamento ndo foi realizado em
muitos estudos que empregam a técnica indireta, e isso pode ter

subestimado a frequéncia de infiltragbes. A padronizacdo do indéculo em
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espectrofotometro também confere maior precisdo ao fazer com que
todos o0s espécimes sejam inoculados com a mesma quantidade
bacteriana.

A técnica direta para a verificacdo da infiltracéo bacteriana
(do meio externo para o interior do implante) representa melhor o que de
fato ocorre em boca. Entretanto, para estudos in vitro, ela apresenta
algumas desvantagens. Primeiramente, ela ndo permite uma avaliacdo ao
longo do tempo, pois a observacédo de bactérias no interior do implante sé
pode ser feita apés o desparafusamento do pilar, ao final de um periodo
determinado. Além disso, pode haver contaminacdo do interior do
implante no momento do desparafusamento do pilar, levando a resultados
falso-positivos. Para evitar isso, geralmente se faz uma limpeza da
superficie externa com agente desinfetante antes da abertura, porém, o
agente desinfetante pode penetrar pela interface e provocar a morte das
bactérias ali presentes, promovendo resultados falso-negativos (Aloise et
al., 2010).

O presente estudo pesquisou uma forma de reduzir a
infiltrac@o bacteriana pela interface implante/pilar, porém, sua eficacia ndo
atingiu nossas expectativas. Entretanto, acreditamos no potencial dos
filmes de DLC em atingir este objetivo, se forem feitas modificacdes em
sua estrutura, como por exemplo, a incorporacdo de prata em maiores
concentracbes. Como o filme de DLC-Ag reduziu a aderéncia microbiana
ao titanio, acreditamos que sua deposicdo em toda a superficie interna do
implante, além da base do pilar protético, possa reduzir as bactérias que
ali se alojam formando um reservatério bacteriano, que pode ser um fator
importante na progressao da peri-implantite e o motivo pelo qual
tratamentos ndo cirargicos ndo sdo eficazes (Cosyn et al., 2011).
Provavelmente também seria uma solu¢cdo para o mau odor ao se
remover um cicatrizador ou componente protético, que tanto incomoda
profissionais e pacientes. Obviamente, a continuidade dos estudos com

flmes de DLC-Ag deve envolver outras questbes, como a potencial
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toxicidade produzida pela possivel difusdo da prata pelo meio bucal e
pelos tecidos circunjacentes ao implante.

Até o presente momento, ndo se conseguiu impedir a
ocorréncia de infiltracbes bacterianas nos implantes de duas pecas. Os
implantes de corpo Gnico, por ndo possuirem uma interface, apresentam
menos inflamacao tecidual e menos perda 6ssea ao seu redor (Hermann
et al., 1997; Broggini et al., 2003). Entretanto, sdo desvantajosos do ponto
de vista da reconstrucdo protética, pois exigem posicionamento perfeito
no momento cirdrgico (0o que é dificil de conseguir) e suas opcles
protéticas sdo muito limitadas. Dados clinicos sobre este tipo de implantes
sao bastante escassos na literatura (Duarte et al., 2006).

A perda 0ssea ao redor dos implantes de duas pecas esta
relacionada a presenca da microfenda entre o implante e o pilar protético.
Todavia, este mecanismo ainda néo foi totalmente elucidado. A presenca
da microfenda estd associada a ocorréncia concomitante de dois
fenbmenos que podem ser responsaveis pela perda 6ssea: a infiltracao
bacteriana e a micromovimentacdo do pilar protético. A dissociacao
destes fendbmenos em pesquisa € muito dificil, mas seria fundamental
para se determinar o papel de cada um na perda O6ssea. Estudos com
pilares soldados promoveram a dissociacdo dos dois fendémenos,
permitindo que houvesse infiltragcdo bacteriana sem micromovimentacao
dos pilares (Hermann et al., 2001b; King et al.,, 2002). Estes estudos
mostraram uma reducdo da perda éssea, mas nao sua eliminacdo. Nao
existem estudos, no entanto, onde haja micromovimentacédo do pilar sem
infiltracdo bacteriana. Estes estudos se fazem necesséarios para uma
maior compreensdo do mecanismo de perda 6ssea ao redor dos

implantes.



7 CONCLUSAO

Dentro das limitagdes deste estudo in vitro, concluimos

que:

a) Os implantes HI apresentaram maior frequéncia
de infiltracdo bacteriana pela interface e maior
contagem de bactérias em seu interior do que os
implantes HE, independentemente da presenca
dos filmes no pilar;

b) Os filmes de DLC e DLC-Ag nado reduziram
significantemente a frequéncia de infiltracdo
bacteriana e a contagem de bactérias no interior
dos implantes;

c) O filme de DLC-Ag reduziu significantemente a

aderéncia microbiana a superficie de titanio.
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