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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o grau de eficacia antibacteriana entre
produtos odontologicos na interface entre implante/conector protético (in vitro),
e respostas teciduais a esses produtos nos tecidos adjacentes (in vivo). Foram
utilizados os produtos: PROHEAL®, CLOREXOAL®, CALEN® e
HYDROPAST+I®. Para andlises in vitro foram utilizados 96 implantes
osseointegraveis com conexao em hexagono interno e 96 conectores protéticos
do tipo Munhdo Reto, e duas cepas de bactérias, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. No estudo in vivo foram utilizados 15 ratos Wistar com
tubos de polietiieno contendo os medicamentos testados e glicerina como
controle inseridos no subcutaneo. Apds 7, 21 e 42 dias os animais foram
sacrificados e amostras usadas para analises das respostas teciduais. Todos
0os medicamentos testados no estudo in vitro apresentaram reducdo da
penetracdo de bactérias na interface implante/conector, sendo a mais eficaz a
CLOREXOAL® (Clorexidina 2%) e n&o houve crescimento bacteriano no
periodo avaliado. Todos os medicamentos testados no estudo in vivo
apresentaram resposta inflamatdria no tecido subcutaneo dos ratos, e os
resultados obtidos mostram equivaléncia entre eles. Houve diferentes
respostas a eficacia e resposta tecidual entre os produtos avaliados na
interface implante/pilar, sendo clara a maior atividade antimicrobiana da

CLOREXOAL® (clorexidina 2%) frente aos outros produtos testados.

Palavras Chave: Implantes Dentarios. Agentes Anti-Infecciosos. Hidréxido de

Célcio. Clorexidina. lodoférmio. Peri-implantite



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the degree of antibacterial efficacy
between dental products at the interface between implant / prosthetic
connector, and tissue responses to these products in adjacent tissues.
PROHEAL®, CLOREXOAL®, CALEN® and HYDROPAST + I® products were
used. For in vitro analysis, 96 implants were implanted with an internal hexagon
and 96 prosthetic components of the Straight Trunked type, and two strains of
bacteria, Escherichia coli and Staphylococcus aureus. In the in vivo study 15
Wistar rats were used where polyethylene tubes containing the tested drugs
and glycerin as a control were inserted into the subcutaneous tissue. After 7, 21
and 42 days the animals were sacrificed and samples used for analysis of the
tissue responses. All the drugs tested in the in vitro study, showed reduction of
bacterial penetration at the implant / connector interface, and the most effective
was CLOREXOAL® (Chlorhexidine 2%) where there was no bacterial growth in
the period evaluated. All the drugs tested in the in vivo study, showed an
inflammatory response in the subcutaneous tissue of the rats, and the results
obtained show equivalence among them. It was possible to conclude that there
were different responses to the efficacy and tissue response between the
products evaluated at the implant / abutment interface, being clear the greater
antimicrobial activity of CLOREXOAL® (chlorhexidine 2%) compared to the
other products tested.

Key words: Dental Implants. Anti-Infective Agents. Calcium Hydroxide.

Chlorhexidine. lodoformium. Peri-implantitis.
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1 INTRODUCAO

O uso de implantes osseointegraveis representa um grande avango para a
Odontologia moderna, proporcionando, de forma previsivel, a reposicdo dos
elementos dentéarios perdidos aos pacientes, permitindo recuperar a funcéo, estética,
conforto e fonacdo, com vantagens sobre as proteses convencionais (FERNANDES,
2012). Varios tipos de implantes estdo disponiveis para aplicagdo em diferentes
casos clinicos e um numero crescente de Cirurgides-Dentistas tem adotado essa
forma de tratamento (LOPES et al., 2010).

O sucesso primario dos implantes deve-se a uma perfeita osseointegracao.
Os fatores que mais levam ao insucesso dos implantes e preocupam os profissionais
sdo: trauma cirdrgico no momento do preparo e insercdo, sobrecarga oclusal e a
infeccdo bacteriana (LOPES et al., 2010). No entanto, caso ndo ocorra uma perfeita
adaptacao entre o implante e seus conectores protéticos, a area torna-se favoravel a
colonizagéo bacteriana, levando ao desenvolvimento da patologia peri-implantar,
com comprometimento na manutencao da osseointegracdo (JANSEN et al., 1997).

A partir do processo cirargico para fixacdo do implante e em todo o tempo em
funcdo na cavidade bucal, podem ser desencadeados processos infecciosos
adjacentes a crista 0ssea alveolar, regido em que se localiza a juncdo entre implante
e pilar protético, estimulando e acelerando a instalagéo de inflamagcBes semelhantes
a periodontite, as chamadas peri-implantites. A transmissao e consequente incursao
de micro-organismos em sitios 0sseos e no interior de implantes, na interface
implante/conector, ocorre durante a primeira e segunda fases cirargicas da fixacéo
dos implantes (QUIRYNEN et al.,, 2002) e na propria cavidade bucal durante os
movimentos funcionais, subsequentemente a instalacdo da prétese (RIMONDINI et
al., 2001).

Microfissuras e cavidades entre conector protético e implante proporcionam
nichos que podem abrigar micro-organismos originadores de infeccbes e reacdes
inflamatorias nos tecidos moles peri-implantares (GUINDY et al., 1998; TEIXEIRA et
al., 2011).

Novos sistemas de implantes, com variados tipos de conexdes e tratamentos
de superficies, sdo rotineiramente lancados no mercado, oferecendo novas
propriedades, caracteristicas de superficie e adaptacdo dos conectores protéticos,

gue tentam restringir ou erradicar as deficiéncias das conexdes tradicionais. A
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utilizacdo de agentes antissépticos e/ou antimicrobianos € cada vez mais
recomendada e podem ser aplicados para impedir ou diminuir a instalacdo dos
processos infecciosos (BRANEMARK et al., 1977; ADELL et al., 1981; FINGER et
al., 2003; LARRUCEA VERDUGO, et al., 2014).

No entanto, todos os pilares protéticos de alguma forma acabam sendo
parafusados em implantes que fornecem dois tipos de plataforma, conexao interna e
externa. Independentemente do tipo de plataforma, é gerada uma interface entre o
implante e o conector protético, que esta localizado por baixo da margem gengival e
no nivel do osso remanescente. Nessa interface ocorre um nivel excessivo de
microinfiltracbes que podem causar danos irreparaveis (COELHO et al., 2008;
ALOISE et al., 2010; HARDER et al., 2010; LARRUCEA VERDUGO, et al., 2014).

Os sistemas de conexao externa sdo 0s mais comumente utilizados desde o
inicio da implantologia. Esse desenho apresenta algumas desvantagens como o
pouco comprimento de contato entre o conector protético e a porcdo hexagonal da
cabeca do implante (0,7 mm), proporciona um grau de liberdade na interface, que
permite alguns graus de rotacdo entre o hexagono externo da plataforma e o
hexagono interno do conector protético, e gera um grande esforco no parafuso de
fixacdo, transferindo grande tensdo ao parafuso, que tende a afrouxar e / ou a
fratura com relativa facilidade (BINON, 1998; HUNT et al.,, 2005). No sistema de
conexao interna, o hexagono e o parafuso passam para dentro do corpo do implante
e o0 comprimento do hexadgono aumenta para 1,2 mm. Isso torna mais estavel a
conexao, reduzindo a probabilidade de afrouxamento do parafuso de fixacdo. A forca
gerada por micromovimentacao nesse tipo de ligacdo é dissipada para as paredes
adjacentes ao hexagono do implante e num grau inferior ao parafuso (LARRUCEA
VERDUGO et al., 2014).

Ao analisar os diferentes tipos de conectores, o0s sistemas de conexao
externa requerem um espaco minimo entre as paredes (Grau de Tolerancia) para o
acoplamento de suas partes, ao passo que 0s sistemas de conexdo interna (HI e
Morse) proporcionam maior contato entre as paredes internas do implante e o
conector protético, gerando atrito nas paredes para a estabilidade. Do ponto de vista
biomecénico, essa interface apresentada no sistema de ligacdo externa gera
micromovimentacdo, e por sua vez faz com que as forcas sejam distribuidas em
diferentes areas do implante, resultando em maior mobilidade do conector instalado

e até mesmo uma maior interface, o que pode levar a perda do implante (GIL et al.,
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2003). De acordo com essa informacéo, a hipétese € que "os implantes de conexao
interna tém um menor grau de microinfiltracdo do que aqueles com conexao
externa", permitindo analisar o fendmeno da microinfiltracdo através da interface
implante-pilar nos implantes de conexao interna (LARRUCEA VERDUGO et al.,
2014).

Para impedir que micro-organismos danosos invadam a juncgao
conector/implante, as indastrias fabricantes de implantes e institutos de pesquisa
tém objetivado aprimorar desenhos de conectores e implantes, assim como
desenvolver produtos e/ou adicionar substancias com potencialidade de acéao
quimica ou fisica, no controle a esses micro-organismos (FERNANDES, 2012).

Idealmente os agentes quimicos devem ter espectro antimicrobiano o mais
amplo possivel, acdo rapida sobre os patdgenos, ser atoxico, inodoro, de féacil
utilizacdo e nao provocar alteragbes superficiais que causem danos ao objeto
desinfetado (COTTONE e MOLINARI, 1987; MOLINARI et al., 1988; MOLINARI e
RUNNELLS, 1991; FERNANDES et al., 2013).

Dentro do exposto, a aplicacdo da pasta a base de iodoférmio, que apresenta
propriedades biocompativeis, induz a formagcdo de tecido de granulacdo e
neoformacédo 6ssea, contribuindo para a reparacao tecidual. Sua acdo baseia-se na
capacidade antisséptica e neutralizadora do iodo, que é liberado lentamente e
reabsorvido. O iodoférmio inibe a formacdo de microfistulas no tecido mucoso
superficial e tem acéo detergente, desinfetante e desodorizante (DA SILVA, et al.,
2013).

Recente estudo de Da Silva, et al. (2013) relatou a utilizagdo da pasta de
iodoférmio na regido peri-implantar, observando que essa pasta ndo teve influéncia
sobre as caracteristicas clinico-radiograficas, 15 dias apds a cirurgia para exposicao
dos implantes dentérios. Fizeram um estudo para avaliar os niveis de IL-10 e IL-1(3
no fluido crevicular peri-implantar apds utilizacdo de uma pasta a base de iodoférmio
em humanos. No entanto, acreditam que, apesar da auséncia de diferencas clinicas,
as alteracdes subclinicas ou moleculares podem ser detectadas nesses pacientes,
considerando os niveis de interleucinas pr6é e anti-inflamatérias no fluido peri-
implantar. Até o momento ndo ha dados claros na literatura associando a ac¢ao do
iodoférmio com a resposta de interleucinas anti e pré-inflamatérias. Esperam que,

com esta pesquisa, possam aprofundar o conhecimento sobre a influéncia da pasta
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de iodoférmio no fluido peri-implantar e sua possivel aplicabilidade clinica em
implantodontia.

Na odontologia, em sua subarea endodontia (assim como na implantodontia),
o controle microbiano € essencial, pois, 0 sucesso do tratamento endoddntico
depende da reducao da infecgéo intrarradicular (SIQUEIRA Jr, 2001). A persisténcia
de bactérias intrarradiculares pode ser o principal fator de insucesso do tratamento
endodoéntico (NAIR et al., 2005; VASCONCELOS, 2015). Diversas substancias
utilizadas como medicacdo intracanal com acao antibacteriana sdo descritas na
literatura, e a principal é o Hidréxido de Célcio, pois apresenta acédo antibacteriana,
mediante a inibicdo enzimatica e alteracdes na parede celular; acdo antiexsudativa e
atividade biolégica responsavel pela ativacdo da enzima tecidual fosfatase alcalina,
indutora da formacéo de tecido 6sseo mineralizado, e contribui para o processo de
reparo, caracteristicas desejaveis em um tratamento endodéntico, em que a grande
dificuldade é a presenca de contaminacdo por micro-organismos (ESTRELA et al.,
1999; FERREIRA et al., 2007).

Em busca de uma substancia quimica auxiliar mais segura, para controle de
micro-organismos em endodontia e periodontia, algumas substancias vém sendo
estudadas, e a clorexidina (CHX) vem sendo utilizada em diversas concentracoes,
na apresentacdo verniz, liquida ou em gel em concentracbes de 0,2% a 20%.
Apresenta um elemento catibnico que modifica a parede celular da bactéria,
tornando o equilibrio osmotico da célula confuso. A clorexidina é considerada de
amplo espectro como agente antimicrobiano, possuindo acdo bacteriostatica em
concentracbes baixas e acdo bactericida em concentracdes elevadas (GATELLI et
al., 2014; MANTHENA, et al., 2015).

Ghannad et al. (2015) mostraram que o uso de gel CHX a 1% no momento da
colocacéo pode reduzir a contagem bacteriana no orificio do parafuso do implante, e
esse efeito pode ser mantido por 90 dias ou mais (média de 110 dias). Propuseram
gue a prevencdo da contaminagdo por orificio de parafuso de implante deve ser
incluida nos padrdes de cuidados em odontologia de implantes.

Ferrariet al. (2008) realizaram estudo observando reducdo da contaminacao
por bactérias periodontopatogénicas, nas amostras examinadas apos 30 dias, entre
conector protético e implante osseointegrado, tratados com solucdo de clorexidina a

2%, quando comparado as amostras sem medicacao.
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O presente estudo tem como objetivo avaliar in vitro o grau de eficacia dos
agentes antimicrobianos PROHEAL®(lodoférmio 15,5%), CLOREXORAL® 2% (gel
de clorexidina 2%), pasta CALEN® (Hidréxido de calcio - 49,77%) e pasta
HYDROPAST + I® (Hidréxido de Calcio (38%); lodoférmio (26%)) no controle da
contaminacdo na interface entre o implante dentario com plataforma de conexdo em
hexagono interno (HI) e o conector protético (tipo munhao), no periodo de 48 horas
apos sua instalacdo, e também a resposta tecidual proxima a esses compostos
farmacolégicos, in vivo, através de instalacdo nos tecidos subcutdneos em ratos
Wistar.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Estudo Microbiolégico

2.1.1 Dindmica Experimental do estudo Microbiol6gico

O meétodo utilizado para avaliar grau de eficacia da acdo antimicrobiana das
substancias estudadas, foi a simulagdo de montagem dos conectores protéticos tipo
munhdo reto de titdnio, em implantes com plataformas de conexdo de hexagono
interno (HI), com aplicacdo de compostos com acdo antimicrobiana na interface
entre esses conectores montados, e submetidos a imersdo em dois meios de cultura
bacteriana.

Para o estudo foram utilizados 96 implantes conicos com plataforma em
hexagono interno (HI), estéreis, da marca Implacil De Bortoli®, 96 conectores
protéticos do tipo Munh&o Reto, e os seguintes medicamentos: pasta PROHEAL®
(lodoférmio 15,5%), CLOREXORAL® 2% (gel de clorexidina 2%), pasta CALEN®
(Hidroxido de célcio - 49,77%) e pasta HYDROPAST + |® (Hidroxido de Célcio
(38%); lodoférmio (26%).

Foram utilizadas para o experimento cepas bacterianas dos tipos Gram
negativo (G-) isoladas de Escherichia coli e Gram positivo (G+) Staphylococcus
aureus. Foram preparadas e mantidas no laboratério de Microbiologia da
Universidade Paulista — UNIP. As cepas utilizadas foram crescidas sobre Agar
Braian Heart Infusion (BHI), por 48 horas a 37° C em estufa bacterioldgica.

Os medicamentos a serem testados foram colocados no interior dos
implantes, por meio de aplicadores com pontas estéreis. A ativacdo desses
conectores foi realizada por chave e aparafusamento e torquimetro nos implantes
com hexagono interno, utilizando o torque 30N (Newton), recomendado pelo
fabricante. Apenas um conjunto implante+munhé&o foi colocado em cada tubo ficando
submerso no meio de cultura liquido até a porcdo média do munhdo conectado ao
implante, para evitar contaminacfes pelo acesso do parafuso de cobertura (Figura
1). Foram utilizados vinte implantes para cada medicacao estudada, dez para cada
cepa de micro-organismos, incluindo em cada grupo medicamentoso estudado, mais

dois implantes montados nos conectores protéticos, sem medicacao na interface,
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para avaliagdo dos controles positivo (em meio de cultura bacteriana) e negativo (em

meio estéril).

Figura 1. Conjunto implante + conector protético submerso no meio de cultura

PLATAFORMA|

Em seguida, os 96 tubos contendo os implantes foram identificados e levados
a estufa bacteriolégica a 37°C por 48h. Decorrido o tempo de incubacio, a superficie
externa dos implantes foi descontaminada com solucdo de clorexidina a 2%, e
realizada a coleta, através de swab estéril, do material para analise de crescimento
microbiano de dentro da camara interna dos 96 implantes (20 com Proheal® ,20 com
Clorexoral®, 20 com Calen®, 20 com Hydropast + 1°, 8 para o controle positivo e 8
para o controle negativo). Posteriormente, foi realizada a semeadura em placa com
meio agar sélido com a finalidade de observar o grau da eficacia dos medicamentos
testados. A placa foi levada a estufa por 48h a 37 °C, para se verificar apés esse

tempo o crescimento da cultura.

2.2 Estudo Histopatolégico

Para realizacdo deste estudo foram utilizados quinze ratos com idade proxima
a 75 dias (Rattus novergicus, Albinus Wistar), machos, com peso corporal variando
entre 200 e 250 gramas. Todos os animais foram acondicionados em caixas de
polipropileno (40,0 x 32,0 x 17,0 cm) e receberam racdo padrédo (Nuvilab CR-1,
Nuvital®, Curitiba, PR, Brasil) e 4gua ad libitum durante todo o periodo da pesquisa,
com temperatura constante de 22°C, umidade entre 35% e 45%, em ambiente com

ciclos claro-escuro de 12 horas cada (DAMY et al., 2010), seguindo as normas e 0s
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principios éticos de acordo com Guide for the care and use of laboratory animals
(BARTHOLD, 2011) e conforme a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizac&do de
Animais para Fins Cientificos e Didaticos (CONCEA, 2013). O experimento teve a
duracédo de 42 dias para realizacdo do procedimento operatério e eutanasia. Durante
0 experimento, 0s animais permaneceram no Biotério de Experimentagcdo Animal da

Faculdade de Nutricdo da Universidade Federal de Pelotas.

2.2.1 Implantes subcutaneos

Para testar a reagao tecidual aos medicamentos, esses foram colocados dentro
de tubos de polietileno de 1,2 mm de diametro (0,8 mm de diametro interno), e 10
mm de comprimento com uma das extremidades fechada a quente. Os tubos foram
preenchidos com o0s seguintes produtos com agdo antimicrobiana e as
concentracbes dos seus principios ativos: Proheal® (lodoférmio 15,5%), Calen®
(pasta de hidroxido de calcio 49,77% com glicerina), Clorexoral® (clorexicidina 2%),
Hydropast+I® (pasta de hidréxido de calcio 38% com iodoformio26%) e Glicerina
(controle).

Os tubos contendo os materiais foram implantados no tecido subcutéaneo da
regido dorsal dos ratos, e cada um dos animais recebeu os cinco diferentes
implantes inclusive o controle, separados por alguns centimetros. Os animais foram
anestesiados Cloridrato de Tiletamina e Cloridrato de Zolazepan (25 mg/kg) e
receberam butorfanol (1,0mg/kg) e pentabiodtico veterinario (Laboratério Wyeth®,
Itapevi, Sao Paulo, Brasil) no pds-operatério. Durante todo o periodo de estudo, os
ratos ficaram sob observacdo diaria para verificacdo de uma possivel alteracéo

macroscopica no local dos implantes.

2.2.2 Coletade tecidos

Apds sedacao prévia por Tiopental 50 mg/kg e decapitagdo, o tecido epitelial e
subcutaneo em torno dos implantes foi removido, fixado em solucdo de formol a 10%
tamponado até preparacdo para histopatoldégica no Laboratorio de Patologia da
Universidade Paulista — UNIP.
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O descarte dos animais foi realizado de acordo com as Normas de Boas
Praticas de Producdo de Animais de Laboratérios e Biosseguranca, por empresa

especializada (Ambienttus- Coleta de Residuos Infectantes).

2.2.3 Andlise histopatologica

Apos fixacdo, as pecas foram lavadas em agua corrente e analisadas
macroscopicamente, sendo aparadas e secionadas com laminas de bisturi nimero
22. Esse procedimento permitiu a localizagdo dos tubos de polietilieno, com
manutencdo de suficiente tecido ao redor deles para analise.O material foi
acondicionado em cassetes unitarios para o0 correto processamento histolégico
realizado por um processador histolégico automéatico (Modelo 893, Ancap®, Séo
Paulo, Brasil). Em seguida, o material foi embebido em parafina, obtendo blocos
para o corte histologico. Os cortes foram feitos em microtomo com 5 micrémetros de
espessura e corados em hematoxilina e eosina.

As amostras foram classificadas de acordo com o tipo do infiltrado inflamatério
(células polimorfonucleares e/ou células mononucleares) e vascularizagdo em 4
escores 0, 1, 2 e 3, sendo O auséncia de resposta tecidual e 3 reposta tecidual
maxima. A leitura das laminas foi realizada com o auxilio de um microscépio (5x e
40x), por dois observadores, que nao tiveram conhecimento da ordem dos materiais
analisados, em duas ocasides diferentes. As laminas representativas de cada grupo
experimental foram fotomicrografadas em aparelho Zeiss, utilizando-se filme Elite
Gold-Kodak, ASA 100.

2.3. Andlise estatistica

As analises estatisticas e gréaficos foram feitos utilizado o programa Graph Pad
Prism 6.0%. Para comparar médias entre os controles foi usado Test T Student. Para
comparar as médias de contaminacdo entre implantes tratados com diferentes
drogas foi usado ANOVA de uma via seguida de Tukey. Para comparar a frequéncia
dos scores da reacdao tecidual aos medicamentos foi usado o teste de Qui quadrado.
Os dados sédo apresentados na forma de meédia + EPM e foram considerados

significativos os valores de p menores que 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Andlise dos controles positivos e negativos (in vitro)

Os resultados dos controles mostraram a média de unidades formadoras de
colonias (UFC) nos controles positivos e a ndo contaminacdo na interface dos

controles negativos (Figura 2).

Figura 2. Média de contaminacao dos controles. Média das Unidades Formadoras de Colbnia
(UFC) nos controles positivos de cada bactéria estudada, apds inoculagcéo e incubacao por 48hs em
meio de cultura sélido. Para controles positivos, os implantes sem medicacdo foram submergidos em
caldo com bactérias. Nenhuma contaminacao foi encontrada nos controles negativos. n = 4.
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3.2 Andlises in vitro de contaminacdo dos implantes

Tanto os testes feitos com Staphylococcus aureus e Escherichia coli
mostraram que o produto comercial contendo clorexidina 2% inibiu totalmente o
crescimento bacteriano (Figura 3). O resultado obtido para os outros medicamentos
foi varidvel e dependeram do agente bacteriano (Tabela 1). Os valores de UFCs
obtidos para Staphylococcus aureus foram maiores nos implantes tratados com
Calen® (247,1 + 17,0, 629,5+9,6, 167,7+35,7; Proheal®, Calen® e Hydropast+®
respectivamente; p < 0,001). Nos testes com Escherichia coli, 0 maior numero de
UFCs foram detectadas nos implantes tratados com Proheal (247,5+ 34,1,98,5+

14,4, 81,2+17,7; Proheal®, Calen® e Hydropast+I® respectivamente; p < 0,001).
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Figura 3. Quantidade de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) de Staphylococcus aureus (A) e de
Escherichia coli (B). As UFCs foram determinadas apds 48hs em placa de Agar solido. Dados
apresentados como média + EPM, * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001,ns = nao significante, n
= 10. Nenhum crescimento bacteriano nos implantes tratados com clorexoral.
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Tabela 1: Comparacéo do efeito dos farmacos e controles
Ctr. + Ctr.- Proheal Clorexoral Calen Hydropast
S.aureus  814,3+124,8 0 247,145 4*** Q*** 629,5+9,6*  167,7£35,7***
% redugdo - - 69,7 100,0 22,7 79,4

E. coli 744,31202,8 O 247,5434,1** Q*** 98,5+14,4*** 81,2+17,66***

% redugdo - - 66,7 100,0 86,7 89,1

Analises feitas com T test comparando cada grupo (n = 10) com o controle positivo (n = 4); *, p <
0,05; **, p <0,01; ***, p < 0,001; ctr + = controle positivo; ctr - = controle negativo; dados
apresentados como média *+ E.P.M.

3.3 Resposta tecidual aos medicamentos testados

ApOs analise microscopica das laminas das diferentes amostras, foram
observadas as diferentes respostas teciduais provocadas pelos medicamentos em
suas diferentes apresentacdes, comparando-as entre si e ao controle.

Foram observados a magnitude do infiltrado, tipos celulares presentes,

predominantes e sua distribuicio em relacdo aos materiais. Observaram-se,



24

também, as alteracBes destrutivas como abscedacdo e intensidade de alteracdes
vasculares, principalmente o edema e a hiperemia.

Foi realizada uma andlise descritiva dos macréfagos e células gigantes
multinucleadas inflamatorias (CGMIs), levando-se em consideracdo o0s aspectos

morfolégicos, e utilizando-se o0s seguintes parametros:

a) distribuicdo das células em relacdo ao material;

b) contorno e uniformidade do citoplasma, se homogéneo, vacuolado ou
carregado de particulas;

c) aspectos dos nucleos celulares. Numeros e distribuicdo dos nudcleos da
CGMls.

Os dados foram registrados em fichas e mensurados subjetivamente quanto a

sua magnitude utilizando os seguintes escores:

0 - Auséncia de resposta tecidual
1 - Resposta tecidual LEVE
2 - Resposta tecidual MODERADA

3 - Resposta tecidual INTENSA

N&o foram encontradas diferencas significativas de reacéo tecidual ou inflamacgéo
causadas pelos medicamentos nos testes em ratos Wistar. As andlises
histopatolégicas indicaram que as respostas teciduais sdo semelhantes para as
drogas estudadas, que foram toleradas apesar de todas provocarem reacdes, como
mostrado na Figura 4 painéis A, B e C. No entanto, essa reacao tecidual foi diferente
no decorrer do tempo, sendo menor aos 7 dias, aumentando nas amostras de 21

dias e novamente reduzindo nas amostras de 42 dias (Figura 4, p = 0,02).
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Figura 4. Analises histolégicas. Nos painéis A, B e C ndo foram encontradas diferencas
significativas de reacdo tecidual ou inflamacdo causadas pelos medicamentos testados; O painel D
mostra reacao teciduais diferentes no decorrer do tempo, sendo menor aos 7 dias, aumentando nas
amostras de 21 dias e novamente reduzindo nas amostras de 42 dias (p = 0,02).
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4 DISCUSSAO

A contaminacdo na interface entre o implante dentario e o conector protético
tem sido estudada devido sua influéncia na inflamacao dos tecidos adjacentes, que
pode se manifestar por mucosite e/ou peri-implantite, tendo como consequéncia
mais grave a perda do implante dentario (KADKHODA, 2016; LARRUCEA
VERDUGO, 2014; ZWIAD, 2014; DA SILVA, 2013). No presente trabalho foi
avaliada a eficacia de 4 produtos como medicacfes preventivas para controle dessa
contaminac&o e verificada que a clorexidina 2% (CLOREXORAL®) se mostrou muito
eficaz para esse fim (Figura 3). Dos 4 produtos estudados, todos apresentaram
algum efeito tecidual sem diferencas significativas entre esses efeitos quando
testados pelo implante no subcutaneo de ratos Wistar (Figura 4 paineis A, B e C).

A eficicia da clorexidina para controle de contaminacdo de interface de
implantes dentarios ja foi descrita por outros autores que mostraram haver reducao
da contagem bacteriana quando utilizado diretamente na interface implante/conector
ou através de irrigacao local. A clorexidina é largamente utilizada como antisséptico
de aplicacdo tépica na odontologia por possuir largo espectro bacteriano, alta
substantividade, ser segura e efetiva (TORRES et al., 2010), nas apresentacoes
liguida ou gel, e em concentragcfes de 0,12% a 2%. Ferrari et al. (2008) mostraram
gue o uso de solucdo de clorexidina a 2%, no controle bacteriano da interface
implante osseointegrado e pilar protético, levou a uma reducdo de micro-organismos
periodontopatbgenicos precursores da peri-implantite. JA& Ghannad et al. (2015)
fizeram um estudo avaliando o uso de gel CHX a 1% no momento da cirurgia, no
orificio de implante, de dois sistemas de implantes 0sseos com pilares de
cicatrizacdo transmucosa, e puderam observar a reducao da contagem bacteriana o
orificio do parafuso do implante, e esse efeito pode ser mantido por 90 dias ou mais
(média de 110 dias). Propuseram que a prevencao da contaminacao por orificio de
parafuso de implante deve ser incluida nos padrées de cuidados em odontologia de
implantes. A clorexidina a 0,2% na segunda fase cirirgica da instalacdo dos
implantes osseointegraveis, € recomendada por Zwiad et al., (2014), em seus
estudos, como material profilatico eficaz para prevenir e tratar patdbgenos orais em
associacdo com a protese sobre implante. Os resultados nos testes in vitro com
Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Figura 2), mostraram que, na interface
dos implantes com clorexidina 2% (CLOREXORAL®), houve inibicdo total do
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crescimento bacteriano, apontando esse produto como o mais efetivo dos quatro
testados. Devido seu baixo custo comercial, a clorexidina poderia ser utilizada
através de novo protocolo como agente antimicrobiano na interface estudada (da
SILVA et al., 2015).

O desempenho dos outros medicamentos testados foi diferente em relagao
aos agentes microbianos usados para os testes in vitro. De uma forma geral, todos
reduziram o namero de UFCs nos testes em comparacdo aos controles positivos,
com excecao do Calen em relagdo ao Staphylococcus aureus, que mostrou valores
préximos em relacdo aos controles. Ja com relacdo aos testes usando Escherichia
coli, o Proheal teve o pior desempenho em relacédo aos outros medicamentos. Esses
dados divergem dos estudos anteriormente publicados apontando que o hidroxido
de calcio e o iodoférmio possuem efetiva acdo antimicrobiana, quando aplicados em
tratamentos odontolégicos, que incluem endodontia (CALEN®) e vedacdo da
interface implante/conectores (PROHEAL®) (SILVA Jr, 2006; MAINARDI, 2015).

Uma das preocupacfes da contaminacdo bacteriana da interface entre o
implante/conector protético tem sido a reacdo tecidual dos tecidos adjacentes ao
implante (DUGGAL, 2015; ROMANOS et al., 2014; PIRIH et al., 2015). Apos a
andlise dos testes de resposta tecidual, todos esses produtos estudados provocam
alguma reacdo no tecido peri-implantar, e ndo ocorreram diferencas significativas
estatisticamente entre eles (Figura 3 — paineis A, B e C).

O método utilizado serviu para apontar que novos produtos podem produzir
uma agdo antimicrobiana na prevengdo da microinfiltragdo da interface
implante/conector, prevenindo a ocorréncia de processos inflamatorios podendo
levar a perda dos implantes. Dentre esses produtos estudados, o Unico com
indicacdo especifica para esse fim é o PROHEAL®. Os produtos CALEN® e
HYDROPAST+I® sdo de uso recomendado no tratamento endodéntico (DOTTO,
2006), mas foram utilizados no atual estudo por apresentarem acao antimicrobiana e

reparadora tecidual periapical.
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5 CONCLUSAO

Apos a realizacao deste trabalho, pode-se concluir que:

Todos os produtos testados no tecido subcutdaneo de ratos Wistar
apresentaram resposta tecidual, sem diferenca significativa entre eles.

Houve diferentes respostas ao grau de eficacia entre os produtos avaliados
na interface implante/conector, sendo mais eficaz a agcdo antimicrobiana da
clorexidina 2% (CLOREXOAL®) frente aos outros produtos testados.

Os resultados apontam a clorexidina 2% como a melhor opgdo para o
controle da contaminagéo dessa interface.

Sugerimos novos testes laboratoriais e clinicos para poder recomendar a
clorexidina a 2% como medicamento de escolha para esse procedimento e

avaliar os possiveis efeitos adversos aos pacientes.
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ANEXO

Aprovacdo do Comité de Etica da Universidade Federal de Pelotas - RS

L Pei

Cormmea o uv:n-nmm.lg

Pelotas, 14 de setembro de 2015

De: M.V, Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagdo Antmal (CEEA)
Para: Prof. Dr. Carlos Castilhes de Barros

Departamento de Nutrigdo - Faculdade de Nurigdo

Senhor Professor:

A CEEA analisou a solicitagBo o projeto intitulado: “Avaliagio da eficicia ¢
resposty tecidual de antimicrobianos utilizados em implantes dentirios pura a
prevengio da peri-implantite”, processo n"23110.004847/2015-14, que eavolve a
utilizag@o de animais pertencentes ao filo Chordata, Subfilo Verlebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa clentifica ou ensino, sendo de parecer FAVORAVEL u
sua execugdo, pois estd de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Conmole da
Experimentagdo Animal (CONCEA).

Solicitamos, apds tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo & CEEA.

Sulientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto s
COBALYO para posterior registro no COCEPE (codigo para cadastro n* CEEA 4847-
2015)

Vigtacla do Projeto: 15092015 2 01/07/2016
Esptcse/Linhagem: Rovrws morvegions/ Westae
N* de animas: 15

Jdade: 75 dins

Sexo: Machos

Origem: Biotério Central/UFPel

(sl

M.V, Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

/ /mrem oS
Assinaturn do Professor Responsavel 7 W
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APENDICE

MATERIAIS E METODOS

ESTUDO MICROBIOLOGICO

Dinadmica Experimental do estudo Microbioldgico
a. MATERIAIS

O método de utilizado para avaliar a eficacia da acdo antimicrobiana das
substancias em estudadas, foi a simulacdo de montagem dos componentes
protéticos tipo munhao reto de titanio, em implantes com plataformas de conexao de
Hexagono Interno (HI), com aplicacdo de compostos com acdo antimicrobiana na
interface entre esses componentes montados, e submetidos a imersdao em dois

meios de cultura bacteriana.

Para o estudo foram utilizados 96 implantes conicos com plataforma em
hexagono interno (HI) da marca Implacil De Bortoli® (Figura 1-A), 96 componentes
protéticos do tipo Munhdo Reto (Figura 1-B), e os seguintes medicamentos: pasta
PROHEAL®(lodoférmio 15,5%), CLOREXORAL® 2% (gel de clorexidina 2%), pasta
CALEN® (Hidréxido de célcio - 49,77%) e pasta HYDROPAST + |® (Hidroxido de
Célcio (38%); lodoférmio (26%) (Figura 1-C).

Figura 1. A- Implante cénico com plataforma hexagono interno (HI) Implacil De Bortoli®; B-
Componente protético Munh&o reto modelo HI 4.0 e parafuso de fixagdo; C- Substancias vedadoras
com ac¢do antimicrobiana utilizadas no experimento.
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Utilizamos para o experimento cepas isoladas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, por serem bactérias dos tipos Gram Positivo e negativo,
refletindo a composicdo da microbiota da cavidade oral humana, . Foram preparadas
e mantidas no laboratorio de Microbiologia da Universidade Paulista — UNIP. As
cepas utilizadas, foram crescidas sobre Agar Braian Heart Infusion (BHI), por 48

horas a 37° C em estufa bacteriolégica (Figura 2).

i

o

T TN LY

Figura 2. Cepas bacterianas utilizadas no experimento.

Outros materiais utilizados: 10 pincas clinica n°® 5, 2 pincas hemostaticas,
192 swabs, chaves para instalacdo dos componentes protéticos e torquimetro
(Implacil De Bortoli®), 100 pipetas e 100 tubos de ensaio e outros recipientes para
utilizacdo dos meios de cultura e medicamentos, 96 plataformas (seringas) cortadas
e preparadas uniformemente, 96 varetas de madeira preparadas para remocao dos

conjuntos do meio de cultura para coleta do contetdo interno para analise.

b. METODOS

Para obter o caldo contendo Brain heart Infusion (BHI) estéril, foi preparado
3,79 de BHI (pesados em uma balanca de precisao) para 100mL de agua destilada,
quantidade suficiente para 96 tubos de ensaio, j& que em cada tubo foi utilizada a
guantia de 7mL do meio de cultura. O frasco utilizado foi o Tubo de Ensaio Pyrex

sem Tampa, na medida de 13 x 200mm.

A distribuicdo dos 7mL de caldo estéril BHI nos tubos de ensaio foi realizada

dentro do fluxo laminar, com o auxilio de uma micropipeta digital (NICHIPET EX II)
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com volume ajustavel de 100mL a 1000mL, com as ponteiras descartaveis estéreis
em tubos de ensaio com tampa rosca, Pyrex e Falcon.

Posteriormente, os tubos foram vedados com algod&o e autoclavados por 15
minutos a uma temperatura de 121°C; a seguir foi realizado o teste de esterilidade,

onde 0s mesmos permaneceram por 24h em uma estufa de cultura a 37°C.

As amostras bacterianas, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, foram
removidas do freezer e descongeladas a temperatura ambiente, tendo sido, revertida
em um dos tubos de ensaio contendo BHI estéril, este procedimento foi realizado em
Camara de Fluxo Laminar. A seguir foi levada a estufa a uma temperatura de 37°C
por um periodo de 48h. Apds, os tubos foram retirados da estufa e observado se
houve crescimento bacteriano. O indicativo do crescimento bacteriano se deu

através da turvacao do meio de cultura.

Foi realizado um esfregago com a finalidade de observar se a cultura utilizada
era pura ou ndo. Este esfregaco foi realizado com o auxilio de uma alga de platina
previamente flambada na chama do bico de Busen e uma lamina de vidro, na
Camera de Fluxo Laminar. Com a alca de platina apos ser flambada até ficar rubra
removeu-se uma pequena quantia do caldo turvo (BHI + amostra bacteriana) e feito
o esfregaco na lamina, do centro para as bordas que foram fixadas na chama por 3
vezes, com o0 cuidado de deixar o esfregaco para cima. Com isso ha uma
desnaturacao das proteinas que se aderem a lamina de vidro. Apos a utilizagdo do
meio de cultura, o mesmo foi levado para a geladeira a uma temperatura de 7°C a
8°C por 24h.

O segundo passo foi a realizacdo da tipagem de coloracdo Gram dos meios
de cultura em que houve turbidez: uma gota de meio de cultura e uma gota de
Cristal de Violeta foram adicionados em lamina histol6gica e aguardado o tempo de
1min de reacdo; o excesso de material foi escorrido e uma gota de Lugol (Mordente
gue intensifica o Cristal Violeta) adicionada e aguardado o tempo de 1 minuto e
novamente escorrido 0o material em excesso; logo apés foi feita a fixacdo com
solugdo Alcool/Cetona mergulhando a lamina por 8 vezes na solugdo. O excesso de
material foi escorrido e lavado em agua corrente. Em seguida, uma gota de fucsina
foi adicionada e aguardado 1minuto. A Iamina foi lavada em agua corrente e seca

cuidadosamente em papel absorvente (Figura 3).
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Figura 3. Lamina de Escherichia coli de coloracdo de Gram.

Durante a execucdo das etapas experimentais, todos os cuidados foram
tomados para evitar a contamina¢do do campo de trabalho. Todo o instrumental
neste experimento foi previamente autoclavado em autoclave a vapor (121 °C por 15
minutos) e todas as etapas foram realizadas com a utilizacdo de luvas estéreis.
Antes de iniciar o procedimento, o instrumental foi colocado dentro do fluxo laminar
onde foi possivel manter a esterilidade da superficie através da luz ultravioleta (UV)
gue permaneceu ligada por 20 minutos. Antes de entrar na camara o operador fez a
assepsia tripla das maos com alcool 70°C, apds o operador do experimento calgou

luvas estéreis.

Para suportar os implantes dentro do caldo com cultura bacteriana, foram
preparadas 48 plataformas de sustentacao feitas de seringas plasticas descartaveis,
uniformemente cortadas e ajustadas para receberem os implantes, por meio de
rosquamento com o auxilio de chave de instalacéo cirdrgica dos implantes (Figura
4).

>” 'J / .—-—ﬁ‘

Figura 4. Montagem do implante na plataforma de sustentagéo.
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Os medicamentos a serem testados foram colocados no interior dos implantes
e na rosca dos parafusos dos componentes protéticos, por meio de aplicadores com
pontas estéreis (Figura 5-A). A ativacdo destes componentes foi realizada por chave
e aparafusamento (Figura 5-B1) e torquimetro nos implantes com hexagono interno,
utilizando o torque 30N (Newton), recomendado pelo fabricante (Figura 5-B2).
Apenas um conjunto implante+munhé&o foi colocado em cada tubo ficando submerso
no meio de cultura liquido até a porcdo média do munhdo conectado ao implante,
para evitar contaminacdes pelo acesso do parafuso de cobertura (Figura 5-C).
Foram utilizados vinte implantes para cada medicacdo estudada, sendo dez
submersos em meio contendo Staphylococcus aureus e dez imersos em meio
contendo Escherichia coli, incluindo em cada experimento, mais dois implantes
conectados aos componentes protéticos para avaliagdo dos controles Positivo e

Negativo.

WA
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Figura 5. A- Aplicacdo do medicamento antimicrobiano e vedador no interior do Implante cénico
Implacil De Bortoli modelo HI 4.0; B1- instalagdo do componente protético; B2-aplicagdo do torque
30N; C- .Conjunto Implante+conexdo protética submersos no meio de cultura.

ApGs isso, os 96 tubos contendo os implantes foram identificados e levados a
estufa bacterioldgica a 37°C por 48h. Decorrido o tempo de incubacéo, a superficie
externa dos implantes foram descontaminadas (Figura 6A) mediante a aplicacdo de
agente antisséptico (Solucao de clorexidina 2%) e para constatar se esta assepsia
externa foi eficiente, com um swab estéril na superficie externa, foi colhido amostra
dos implantes para teste de verificagdo de possivel contaminacdo externa pos-

assepsia (Figura 6B).

Posteriormente foi coletado de dentro da camara interna dos 96 implantes (20

com Proheal® ,20 com Clorexoral®, 20 com Calen®, 20 com Hydropast + |®, 8 para o
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controle positivo e 8 para o controle negativo), através de swab estéril (Figura 6C), 0
material para analise de crescimento microbiano, onde foi realizada a semeadura em
placa com meio agar sélido com a finalidade de observar a eficacia do medicamento
(Figura 6D). A placa foi entdo levada a estufa por 48h a 37 °C, para se verificar apos

este tempo o crescimento da cultura.

Figura 1.Assepsia do implante em clorexidina 2% ap0s incubacdo em meio de
cultura contendo bactérias e coleta de material do interior do implante (A e B);
semeadura (C); placa de agar (D).

ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Material e Metodologia para o estudo Histopatoldgico
Animais:

Para realizacdo deste estudo foram utilizados quinze ratos com idade proxima
a 75 dias (Rattusnovergicus, AlbinusWistar), machos, adultos, com peso corporal
variando entre 200 e 250 gramas. Todos os animais serdo acondicionados em
caixas de polipropileno (40,0 x 32,0 x 17,0 cm) e receberdo racdo padrdo (Nuvilab
CR-1, Nuvital®, Curitiba, PR, Brasil) e 4gua ad libitum durante todo o periodo da
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pesquisa, com temperatura constante de 22°C, umidade entre 35% e 45%, em
ambiente com ciclos claro-escuro de 12 horas cada (Damy et al., 2010), seguindo as
normas e 0s principios éticos de acordo com Guide for thecareand use
oflaboratoryanimals (BARTHOLD, 2011) e conforme a Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (CONCEA,
2013). O experimento teve a duracédo de 50 dias para realizagcdo do procedimento
operatorio e eutanasia. Durante 0 experimento 0s animais permanecerao no Biotério
de Experimentacdo Animal da Faculdade de Nutricdo da Universidade Federal de

Pelotas.

Técnica operatoéria

Para implantacdo do medicamento no tecido subcutaneo dos animais, foram
confeccionados em tubos de polietileno a partir de uma sonda uretral de 1,2 mm de
diametro (0,8 mm de diametro interno), segmentada em fragmentos de 10 mm de
comprimento. Para impedir o extravasamento dos produtos antimicrobianos
testados, os tubos tiveram uma das extremidades fechada a quente, com o auxilio
de uma pinca hemostética e uma lamparina. Em seguida foram autoclavados a uma

temperatura de 120°C durante 20 minutos.

Para este estudo utilizamos o0s seguintes produtos antimicrobianos:

-Grupo |l = Proheal® (lodoférmio 15,5%)
- Grupo Il = Calen® (pasta de hidroxido de célcio 49,77% com glicerina)
- Grupo Il =Clorexoral® (clorexicidina 2%)

-Grupo IV=Hydropast+l® (pasta de hidroxido de célcio 38% com

iodoférmio26%)
-Grupo V= Glicerina (controle)

Os materiais ap6s serem acondicionados em tubos de polietileno foram
implantados no tecido subcutédneo da regido dorsal dos ratos, num total de 5 tubos

por animal, ou seja, cada tubo continha o material em uma situacdo ou condic&o
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diferente. Apos 7, 21 e 42 dias, os animais foram sacrificados e as regifes que

continham os tubos de polietileno foram removidas.

Desta forma, cada animal recebeu cinco implantes, sendo dois implantes
proximos a regido escapular, um direito e outro esquerdo e dois implantes pélvicos,
um direito e outro esquerdo e mais um tubo contendo glicerina para controle. Assim,

para cada grupo experimental e controle tivemos quatro amostras e um controle.

Para o procedimento cirurgico, os animais foram pesados e anestesiados com
injecao intraperitoneal de Cloridrato de Tiletamina e Cloridrato de Zolazepan (25
mg/kg) e, para controle analgésico, foi utilizado butorfanol (1,0mg/kg). Para
aplicacao do anestésico com seringa de 1ml e agulha hipodérmica de 45 x 13mm, foi
realizado a contencdo dos animais atraves do dorso, posicionando-0s sobre a mesa
operatéria em decubito dorsal com os membros em extensdo. Em seguida foi
realizada a tricotomia da regido dorsal do animal e desinfeccdo da éarea
tricotomizada com gaze embebida em iodopovidona. Os procedimentos foram

realizados sob rigorosas condi¢cOes de assepsia.

Na sequéncia, 5 incisbes de aproximadamente 5 mm de largura, com lamina de
bisturi 15 acoplada ao cabo de bisturi Bard Parker n°03, sendo duas incisbes
escapulares e duas pélvicas. A divulsdo do tecido subcutaneo foi feita com tesoura
de ponta romba, sendo introduzida aproximadamente 20 mm de comprimento no
tecido subcutaneo. Entdo quatro lojas cirdrgicas foram preparadas no dorso do
animal, e nestas serdo implantados os tubos de polietileno com os medicamentos
dos grupos |, Il, 11l e IV em cada loja cirargica no sentido longitudinal com auxilio de
uma pinca clinica. A extremidade aberta do tubo, ou seja, aquela onde o cimento
ficara em intimo contato com o tecido adjacente, foi introduzida na regido oposta a
da incisdo, para que a reacado inflamatdria, formada na area incisada, né&o
interferisse na avaliacdo microscopica na regido onde sera colocado o medicamento.
As bordas da ferida foram suturadas com agulhas montadas de 1,6 cm com fio de
seda 3-0.

ApoGs a realizacdo dos implantes dos tubos de polietileno, todos os animais,
receberam por via intramuscular uma dose 0,2 ml de pentabiotico veterinario

(Laboratério Wyeth®, Itapevi, Sdo Paulo, Brasil), para evitar infecgbes secundarias.
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Durante todo o periodo de estudo, os ratos ficaram sob observacdo diaria para

verificagcdo de uma possivel alteracdo macroscopica no local dos implantes.

Coleta de tecidos

AplOs a eutanasia dos animais que foram realizadas por decapitacdo com
guilhotina (com sedacao prévia por Tiopental 50 mg/kg),as areas que apresentavam
materiais implantados foram removidas por meio de uma incisao local, abrangendo

tecido adjacente além da area a ser estudada.

ApoOs a coleta das amostras, as mesmas foram fixadas em solucao de formol a
10% tamponado durante 24 horas, mantidas em frascos unitarios opacos, ao abrigo
da luz, com identificacdo do rato, grupo e localizacdo dos tubos, para posterior

avaliacao histopatoldgica no Laboratorio de Patologia.

O descarte dos animais foi realizado de acordo com as Normas de Boas
Praticas de Producdo de Animais de Laboratérios e Biosseguranca, ou seja, apos a
eutanasia, os animais foram acondicionados em sacos plasticos proprios para
material biolégico e levados ao freezer (-20°C) onde permaneceram até a coleta. A
coleta foi realizada pela empresa Ambienttus (Coleta de Residuos Infectantes).

Andlise histopatolégica

Apdés 24 horas de fixacdo, as pecas foram lavadas em agua corrente e
analisadas macroscopicamente, sendo aparadas e secionadas com laminas de
bisturi nimero 22. Este procedimento permitiu a localizacéo dos tubos de polietileno,

com manutencéao de suficiente tecido ao redor deles para analise.

Apés localizacdo da extremidade aberta dos tubos contendo material
antimicrobiano, que esteve em contato com tecido subcutdaneo dos ratos, foi
realizado corte nessa extremidade e cuidadosamente retirado a por¢ao proximal da

abertura do tubo.
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Logo apoés, o material foi acondicionado em cassetes unitarios para o correto
processamento histolégico realizado por um processador histolégico automéatico
(Modelo 893, Ancap®, Sao Paulo, Brasil). Em seguida o material sera embebido em

parafina, obtendo blocos para o corte histologico.

Os blocos de parafina foram corretamente identificados e posicionados em
micrétomo, sendo 0s espacos que eram ocupados pelos tubos de polietileno
preenchidos com parafina e foram realizados os cortes com 5 micrémetros de
espessura. Apos a completa secagem das laminas em estufa a 60°C, os cortes

serdo corados em hematoxilina e eosina.

De acordo com as respostas teciduais provocadas pelos produtos com acao
antimicrobiana testados, foram realizadas as analises microscopicas das amostras,

comparando-as entre si e ao controle.

A avaliacao das respostas do tecido subcutaneo em contato com os produtos
antimicrobianos foi realizada de forma descritiva, quantitativa subjetiva, levando-se

em consideracao o infiltrado inflamatério e fenbmenos correlatos, tais como:

1. Tipo do infiltrado inflamatério (células polimorfonucleares e/ou células

mononucleares).

2. Vascularizagdo, através da presenca e forma de apresentacdo dos vasos

sanguineos.

Todos os dados relativos as andlises microscopicas foram registrados numa

ficha previamente preparada para cada material e periodos analisados.

A leitura das laminas foi realizada com o auxilio de um microscoépio (5x e 40x),
por dois observadores, que nao tiveram conhecimento da ordem dos materiais

analisados, em duas ocasides diferentes.

As laminas representativas de cada grupo experimental foram

fotomicrografadas em aparelho Zeiss, utilizando-se filme Elite Gold-Kodak, ASA 100.
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Anélise estatistica

As analises estatisticas e graficos foram feitos utilizado o programa Graph Pad
Prism 6.0%. Para comparar médias entre os controles foi usado Test T Student. Para
comparar as médias de contaminacdo entre implantes tratados com diferentes
drogas foi usado ANOVA de uma via seguida de Tukey. Para comparar a frequéncia
dos scores da reacdao tecidual aos medicamentos foi usado o teste de Qui quadrado.
Os dados sdo apresentados na forma de média + EPM e foram considerados

significativos os valores de p menores que 0,05.



