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RESUMO

Evidéncias relacionadas a microbiota oral de individuos tratados com implantes
osseointegrados tem sido bem documentada nos udltimos anos, entretanto,
permanecem inconclusivas. Objetivo: Avaliar a microbiota peri-implantar e
subgengival de pacientes reabilitados com implantes no Curso de Odontologia da
Universidade Federal do Espirito Santo. Material e Métodos: Estudo analitico
observacional transversal constituido por 20 pacientes reabilitados com implantes. Os
pardmetros clinicos profundidade de sondagem, nivel de insercdo clinico,
sangramento a sondagem e placa visivel foram utilizados. Amostras do biofilme de
dentes e implantes do mesmo individuo foram avaliadas por meio da técnica de
Checkerboard DNA-DNA Hybridization. O nivel de significancia adotado foi de 5% e
os testes Qui-quadrado, Exato de Fisher, Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Duncan e o
Binomial para duas propor¢des foram exigidos para analise. Resultados: Placa visivel
nos dentes foi o Unico parametro clinico que se associou significantemente com 33
das 40 espécies bacterianas. A microbiota dos dentes proximal e distal foi significante
e com destaque para 18 espécies bacterianas. Da microbiota total dos dentes, 21
foram significantes, sendo as espécies P. gingivalis, F. nucleatum ssp. vincentii, C.
ochraceae, A. naeslundii I, N. mucosa e S. noxia alcancando as de maiores
propor¢cdes. O complexo laranja em relacao a todos os complexos juntos foi o de maior
porcentagem de bactérias com 31.22% nos implantes, seguido do dente distal
(31.19%) e do dente proximal (30.19%). Conclusao: A microbiota dos implantes foi
semelhante aos dentes, porém nos dentes foram encontradas as maiores propor¢des
de bactérias.

Palavras chave: Bactérias; Microbiota subgengival, Implantes dentarios; Doenca
periodontal.



ABSTRACT

Evidence related to oral microbiota from individuals treated with osseointegrated
implants has been well documented in recent years, however still remains
inconclusive. Objective: To evaluate the periimplantar and subgingival microbiota of
patients rehabilitated with dental implants at the Dental School of the Federal
University of Espirito Santo. Methodology: Cross-sectional analytical study consisted
of 20 patients rehabilitated with dental implants. Probing depth, clinical attachment
level, bleeding on probing and visible plague were measured. Biofilm samples from
periodontal and periimplant sites from the same patient were evaluated
microbiologically using the Checkerboard DNA-DNA Hybridization technique. The
significance level adopted was 5% and Qui-square, Fisher's Exact, Mann-Whitney,
Kruskal-Wallis, Duncan’s tests and the Binomial of two proportions were required to
statistical analysis. Results: Teeth’s visible plaque associated significantlly with 33 out
40 bacterial species. The microbiota of distal and proximal teeth was significant and
prominently to 18 bacterial species. From total microbiota’s teeth 21 species were
significant and P. gingivalis, F. nucleatum ssp. vincentii, C. ochraceae, A. naeslundii I,
N. mucosa, and S. noxia reached the highest proportion. In the microbiota of implants,
the highest proportions of bacteria were for V.parvula and M.mucosa. The orange
complex was the highest proportion (31.22%) found at the implants from all microbial
complex, followed by distal (31.19%) and proximal teeth (30.19%). Conclusion: The
dental implants’s microbiota was similar to the teeth, but in the teeth, the highest
proportions of bacteria were found.

Keywords: Bacteria; Subgingival microbiota; Dental implants; Periodontal disease
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1 INTRODUCAO

Periodontite e peri-implantite sdo as duas principais doencas orais relacionadas
com a pratica periodontal e sdo consideradas doencas inflamatérias
polimicrobianas que levam a destruicdo dos tecidos de suporte do dente e do
implante, e sem tratamento, podem resultar na perda do dente e do implante
(LASSERRE; BRECX; TOMA, 2018). As principais doencas peri-implantares sdo
a mucosite peri-implantar e a peri-implantite. A mucosite peri-implantar € uma
leséo inflamatéria da mucosa ao redor de um implante sem perda de suporte
0sseo alveolar. O sinal clinico desta inflamacéo € o sangramento a sondagem,
enguanto outros sinais adicionais podem estar incluidos, tais como, eritema,
edema e supuracdo (HEITZ-MAYFIELD; SALVI, 2018). A peri-implantite € uma
lesdo da mucosa alveolar associada frequentemente com supuracéo, bolsas
profundas, acompanhada de perda 6ssea alveolar marginal ao redor do implante
(LINDHE; MEYLE, 2008). Estudos epidemioldgicos sugerem que a periodontite
€ a sexta condicdo mais prevalente no mundo (MARCENES et al., 2013), por
outro lado, a prevaléncia das doengas infecciosas peri-implantares pode atingir
até 80% para mucosite peri-implantar e 56% para peri-implantite (ROMANOS;
WEITZ, 2012).

Os principais fatores de risco associados com as doencas peri-implantares sao:
higiene oral deficiente, histérico de periodontite, diabetes, tabagismo, consumo
de alcool e tracos genéticos. As melhores evidéncias estdo associadas com
higiene oral deficiente, histérico de periodontite e tabagismo, enquanto que a

associacdo com outros fatores é menos estabelecida (LINDHE; MEYLE, 2008).

Todas as estruturas encontradas na cavidade bucal sdo permanentemente
banhadas por saliva que contém bilhdes de microrganismos (MARSH et al.,
2016), e existem condi¢Bes proprias favoraveis ao desenvolvimento desses
microrganismos, tais como as proteinas salivares, que permitem aderéncia as
superficies bidticas e abioticas e formam biofilmes orais. Assim, mecanismos de
limpeza que ocorrem durante o turnover do epitélio oral € um meio natural efetivo
da reducdo da adesdo microbiana. Porém, este fendbmeno protetor ndo ocorre

sobre as superficies dentarias ou dos implantes, onde os bioflmes bacterianos



20

podem se acumular no sulco periodontal ou peri-implantar e assim estabelecer
contato com o epitélio gengival (LASSERRE; BRECX; TOMA, 2018). Tanto os
dentes naturais quanto a superficie dos implantes dentarios abrigam um biofilme
bacteriano da cavidade oral, no qual ocorre um padrdo de colonizacao cuja
maturacéo € mediada por multiplos fatores, entre estes, a morfologia tecidual do
implante e estrutura de sua superficie, os quais podem facilitar a susceptibilidade
as infeccbes. Essas relacdes tornam dificeis compreender a natureza dos
microbiomas orais desses individuos com relacdo as bactérias vivas neste
biofilme dental (POKROWIECKI et al., 2017). Dentro deste contexto, a etiologia
microbiana da doenca periodontal tem sofrido algumas modificacbes
(LASSERRE; BRECX; TOMA, 2018). Neste sentido, algumas hipoteses de placa
relacionadas a etiologia das doencas periodontais foram desenvolvidas, tais
como, hip6tese da placa ndo especifica baseada na quantidade de
microrganismos como entidade causadora; hipotese da placa especifica
caracterizada pela presenca de microrganismos especificos associados com
doenca; hipétese dos complexos microbianos que identifica bactérias
patogénicas associados com periodontite e codificadas como complexos
bacterianos; hipotese da placa ecoldgica que propde mudanca em um fator
ambiental chave para ativar mudancas no balanco da microbiota da placa
existente, predispondo assim, um sitio para a doenca (LASSERRE; BRECX;
TOMA, 2018), além do modelo atual de doenca periodontal e peri-implantar
denominado hipétese polimicrobiana sinergistica e disbidtica
(HAJISHENGALLIS; LAMONT, 2012), que tenta integrar as inUmeras hipoteses
do passado baseando-se de que a doencga é provocada por uma comunidade
disbi6tica modificada progressivamente pela introducédo de patbgenos chaves,
como Porphyromonas gingivalis (LASSERRE; BRECX; TOMA, 2018).

O processo de formacéao do biofilme sobre a superficie do implante é semelhante
a formacéo do biofilme nos dentes naturais, onde as caracteristicas de superficie
do material colonizado podem influenciar a quantidade e a composicdo da
formacao do biofilme (RENVERT; POLYZOIS, 2015). Por sua vez, a colonizagcao
bacteriana dos implantes se inicia cerca de 30 minutos depois de sua instalacéo
na cavidade oral (QUIRYNEN et al., 2006; VAN WINKELHOFF et al., 2000).
Assim, o problema da formacéo do biofilme bacteriano ao redor dos implantes
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dentérios ainda est4 pendente com relagdo a forma, as micro e macro-estruturas
ou modificacbes da superficie (RENVERT; POLYZOIS, 2015). No entanto,
muitos estudos publicados nos Ultimos quinze anos tém apontado uma
caracterizagao precisa dos perfis microbianos dos biofilmes associados com a
saude oral e com as doencas periodontais e peri-implantares usando tecnologias
de sequéncia do gene bacteriano 16s rRNA para identificacdo microbiana. Deste
modo, novas informacdes obtidas destes estudos revelam que microrganismos
do complexo vermelho também podem ser encontrados em sitios e em
individuos na auséncia de doenca; e novos periodontopatbgenos potenciais
também podem aparecer, alguns do quais ndo necessariamente Gram-negativos
(Filifactor alocis, Peptostreptococcus spp.). Estes novos candidatos também
excedem em numero as espécies classicas do complexo vermelho nos sitios
com doenga, mas, suas propriedades patogénicas permanecem a serem
descobertas (KUMAR et al., 2005).

Embora a etiologia das doencas periodontal e peri-implantar seja bacteriana, a
patogénese da periodontite e da peri-implantite € essencialmente mediada pela
resposta do hospedeiro (VAN DYKE; SERHAN, 2003). Esta inflamacé&o de baixo
grau é complexa e envolve a imunidade adquirida e inata (CEKICI et al., 2014;
RICKLIN et al., 2010), e o excesso de produtos téxicos bacterianos e do
hospedeiro podem levar a destruigcao tecidual ao redor de dentes e implantes
(VAN DYKE; SERHAN 2003). A definicdo precisa do microbioma oral € ainda
dificil. Isto indica que pode haver uma “microbiota com um eixo comum”
especifica, na qual é diferente em cavidades bucais sadias e doentes. Assim,
condicdes patologicas, tais como doenca periodontal ndo tratada ou outros
fatores concomitantes podem induzir alteracées no ecossistema oral, 0s quais
favorecem a colonizacdo dos sitios com implantes dentarios (LASSERRE;
BRECX; TOMA, 2018). No estudo do Hajishengallis e Lamont (2012), o modelo
do sinergismo polimicrobiano e disbiose de desenvolvimento da doenca
periodontal foi proposto também para as doencas infecciosas peri-implantares
se desenvolverem desta maneira. Entretanto, a presenca do material do implante
e dos fenbmenos fisico-quimicos na superficie tecido-implante podem facilitar o

surgimento de infec¢des peri-implantares (POKROWIECKI et al., 2017).
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Nos finais das décadas de 1970 e 1980, pesquisas relevantes definiram quais
as espécies bacterianas que seriam importantes no inicio e progressao das
doencas periodontais, bem como quais as espécies seriam benéficas ou
compativeis com o0 hospedeiro (SOCRANSKY, HAFFAJEE, 2005). Neste
sentido, a técnica de cultura possibilitou a caracterizacdo de milhares de
bactérias obtidas de centenas de pacientes, porém devido a natureza lenta e
trabalhosa da técnica, poucas amostras clinicas poderiam ser cultivadas para
cada individuo. No entanto, isto certamente deixou um marco na nossa atual
compreensdao da etiopatogenese das doencas periodontais (DZINK;
SOCRANSKY; HAFFAJEE, 1998; MOORE; MOORE, 1994). De maneira geral,
essas pesquisas demonstraram que cerca de 500 espécies bacterianas
colonizavam a cavidade bucal humana, e destas, 359 especies foram
frequentemente detectadas e 141 foram observadas apenas uma vez (DIAZ,
2012; MOORE; MOORE, 1994). Atualmente, sabe-se que qualquer individuo
pode abrigar entre 150 a 200 diferentes espécies bacterianas, e estima-se que
entre 10 a 30 espécies bacterianas podem iniciar doencas periodontais
destrutivas (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 1994). Além disso, ficou definido que os
microrganismos  A.actinomycetemcomitans, P. gingivalis, E.nodatum,
F.nucleatum, P.intermedia, e P.nigrescens estavam associadas com severidade
das doencas periodontais, e que os microrganismos A. naeslundii, C.gingivalis,
N.mucosa, S.oralis, S. salivarius, S.sanguinis e V.parvula estavam associadas
com saude periodontal (MORE; MOORE, 1994 ; HAJISHENGALLIS ; LAMONT,
2016). Portanto, uma vez que as doencas periodontais sao especificas e que em
qualquer dos 168 sitios periodontais avaliados, frequentemente a doenca
desenvolve-se em um pequeno numero daqueles sitios, surgiu entdo, a
necessidade de melhorar o desempenho das técnicas microbiolégicas para
acomodar a analise de um grande numero de amostras por individuo em
substituicdo a técnica de cultura de modo rapido e de baixo custo (TELES et al.,
2013). Diante dessas dificuldades, a técnica do Checkerboard DNA-DNA
Hybridization (SOCRANSKY et al., 2004, SOCRANSKY et al., 1994) surgiu para
preencher esta lacuna e assim permitir a enumeracdo de um enorme nimero de
espécies bacterianas a partir de muitas amostras clinicas, simultaneamente. A
nova revolucdo que esta técnica forneceu aos pesquisadores ficou bem

demonstrada pelo grupo Forsyth quando se avaliou a quantidade de amostras
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identificada por cultura. Assim, entre 1969 a 1979, 135 amostras de biofilme
subgengival foram examinadas; 300 entre 1982 e 1988, e de 9.600 amostras
entre 1988 a 1993. Quando se usou a técnica do Checkerboard DNA-DNA isto
possibilitou a andlise de 34.400 amostras entre 1993 a 1999. Importante lembrar
gue a selecéo do painel de sondas foi realizada baseada nos estudos de cultura
citados acima, onde a relevancia das espécies bacterianas na saude e doenca
periodontal tinha sido estabelecida (TELES et al., 2013). Apesar disso, criticas
foram dirigidas quanto a extensao e a composicéo do painel de sondas, com um
total de 40 espécies, considerado muito baixo em relagdo ao niumero de espécies
(>300) que colonizam a bolsa periodontal, ou ainda, o contrario, ou seja, um
namero muito alto e que o painel de sondas deveria ser reduzido para a
contagem de espécies verdadeiramente relevantes, além da critica com relagéo
ao uso de sondas inteiras do DNA gendmico, e em parte, porque isso poderia
aumentar a probabliidade de reacdes cruzadas entre espécies como resultado
das regibes comuns do DNA entre espécies intimamente relacionadas. Estas
criticas foram entdo respondidas em detalhes por meio de uma publicacdo na
qual o estado da arte da técnica do Checkerboard DNA-DNA foi avaliado apés
10 anos de uso de rotina em estudos clinicos e na analise de centenas de
milhares de amostras de biofilmes dentarios (SOCRANSKY et al., 2004). Para
entender melhor esta questdo, os mesmos autores pesquisaram tais reacoes
cruzadas por hibridizacdo das sondas de 40 espécies tipicas usando o
checkerboard com alvos para 80 espécies bacterianas. Assim, sondas para
certas espécies, tais como, T.forsythia mostraram nenhuma reacado cruzada e o
grupo das espécies de Fusobacterium exibiu baixissimas reac¢des cruzadas,
assim como para as espécies de C.rectus. O microrganismo S.intermedius nao
mostrou reacdo cruzada com excecdo dos estreptococos do grupo Milleri
(S.anginosus e S. constellatus). No entanto, os autores demonstraram que as
reagOes cruzadas poderiam ser eliminadas com o uso da hibridizagdo por
subtracdo ou com sondas de PCR, ou ainda por meio da hibiridizacdo
competitiva (SOCRANSKY et al., 2004).

Portanto, nosso estudo realizou a identificacdo dos microrganismos presentes
no biofilme subgengival/submucosal dos sitios selecionados por meio da técnica
do Checkerboard DNA-DNA Hybridization descrita por SOCRANSKY et al.
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(1994). Aléem dos estudos mencionados anteriormente, vale ressaltar que esta
ténica € um método de diagnéstico que oferece vantagens em relacdo aos
meétodos tradicionais de cultura microbiana, incluindo a deteccdo de
microrganismos de desenvolvimento lento, nutricionalmente exigentes ou
fastidiosos, além de deteccio da microbiota ndo cultivavel. E também um método
mais rapido que o da técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), pois
utiliza varias sondas de DNA de uma unica vez (SIQUEIRA et al., 2000;
MORAES et al., 2002). Outras vantagens da técnica incluem: permitir a avaliacdo
de vérias espécies de uma Unica vez a partir de um grande nimero de amostras,
permitir a deteccdo de microrganismos menos comuns e nao identificaveis pela
técnica de cultura microbiana; apresentar alta especificidade (92%), e permitir a
deteccdo sem a necessidade de amplificacdo. Entretanto, apresenta algumas
limitagBes como a sensibilidade, ndo sendo uma técnica tdo sensivel quanto ao
PCR, por permitir a deteccdo de um nimero a partir de 10* células, sendo por
isto um método semi-quantitativo, além de detectar apenas espécies cujas
sondas foram previamente selecionadas (SOCRANSKY et al, 1998;
SOCRANSKY et al., 2004).

Assim, diante da literatura consultada e ainda com controvérsias ou com
informacdes abertas quanto a microbiota peri-implantar, julgamos oportuno
avaliar alguns implantes e dentes dos mesmos individuos parcialmente
edéntulos e sistemicamente saudaveis com histérico de doenca periodontal
tratada. Deste modo, a proposi¢cédo do nosso estudo é conhecer a microbiota da
condigdo clinica peri-implantar e periodontal desses individuos. Neste sentido,
propusemos para esta investigacdo a seguinte indagacdo: Os implantes sem
perda Ossea peri-implantar e proximos a dentes periodontalmente tratados
podem apresentar semelhancas quanto a composicao das bactérias? Para este
objetivo, utilizamos referencias com destaque sobre a técnica do Checkerboard
DNA-DNA Hybridization para investigar a composi¢cado bacteriana relacionada

com as condig¢des clinicas dos dentes e dos implantes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLACA DENTAL E NOVOS PATOGENOS

Atualmente, a etiologia da doenca periodontal esta baseada na hipotese dos
Complexos Microbianos de Socransky (SOCRANSKY et al., 1998). Neste
modelo, seis complexos microbianos foram descritos, oS quais se instalam
sequencialmente na placa subgengival e foram identificados por meio da técnica
do Checkerboard DNA-DNA Hybridization (SOCRANSKY et al., 1998), conforme
a Figura 01 (SOCRANSKY et al., 1998; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005). Os
complexos amarelo, azul, verde e violeta sdo constituidos por bactérias que
aderem a superficie dentéaria, constituindo a base da piramide do biofilme dento-
bacteriano. Essas bactérias sdo denominadas de colonizadores primarios e ndo
se relacionam com a doenca, sendo muitas delas consideradas benéficas.
Dentre essas espécies, estdo os Streptococcus, que constituem 47% a 82% dos
colonizadores primarios.

Figura 1 - Representacao esquematica dos complexos microbianos encontrados
em placas subgengivais

Complexo Azul: Actinomyces spp.
Complexo Roxo: Veilonella parvula e Actinomyces odontolyticus
Complexo verde: Eikenella corrodens, Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga sputigena,

Capnocytophaga gingivalis e Aggregsatibacter actinomycetemcomitans sorotipo a
Streptococcus mitis, 5. oralis, 5. sanguinis, S.gordoni e 5 intermedius.

Compiexo laranja: Streptococcus consteliatus, Campylobacter rectus, C. showse, C. gracilis, Prevotelia
intermedia, F nigrescens, Parvimonas micra, Fusobacterium nuclkeatum (sp.
nucleatum), F. nucleatum (sp. vincenti), F. nuclkeatum (sp. polymorphum), F
periodonticum, Eubacterium nodatum

Complexo vermelho: Forphyromonas gingivalis, Tannerelia forsythia e Treponema denticola.

Nota: De acordo com Socransky et al., 1998; Socransky e Haffajee, 2005.
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Esses complexos basais fornecem receptores e criam condi¢des ecoldgicas para
a implantacdo das bactérias do complexo laranja (Streptococcus constellatus,
Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Campylobacter gracilis,
Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Parvimonas micra, Fusobacterium
nucleatum e Fusobacterium periodonticum) relacionadas com a patogénese das
doencas periodontais. Aléem disso, este complexo precede e cria condi¢des para
a instalacdo do complexo vermelho (apice da piramide), que é formado pelas
espécies de Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema
denticola.

Como ja salientado anteriormente, varios estudos descritos a seguir relatam a

ocorréncia de patdégenos nos biofilmes dentais e peri-implantares.

Neste sentido, Perez Chaparro et al. (2014) fizeram um estudo de revisado
sistematica para determinar o peso da evidéncia atual dos novos patégenos
periodontais identificados, baseado nos resultados de estudos de associacao. O
Phylum com o maior nimero de espécies associadas com periodontite foi o
Firmicutes, o qual abrigou a grande maioria de bactérias Gram-positivas. Uma
espécie bacteriana do dominio Archaea (Methanobrevibacter oralis) e os niveis
e proporcdes totais deste dominio também foram associados com periodontite.
Os autores propuseram que o numero de estudos associados com periodontite
foi muito baixo, demonstrando que a mais alta evidéncia da categoria de
microrganismos novos foi moderada. Sugeriram ainda que estes resultados
poderiam servir como um passo inicial para a identificacdo de novos patégenos
chaves ou acessorios contribuindo para estratégias terapéuticas e preventivas

futuras para a periodontite.

pY

Seguindo esta mesma linha de pensamento quanto a identificacdo dos
patbgenos bucais classicos e sua presenca nas bolsas periodontais,
Hajishengallis e Lamont (2016) propuseram explorar as relacdes de patdégenos
acessorios, patégenos chaves e patobiontes. Portanto, como as propriedades
comensais ou patogénicas destes microrganismos ndo sao aspectos intrinsecos,
essas comunidades microbianas devem ser consideradas como se relacionam
com o estado imune do hospedeiro. Conforme os autores, acima citados 0s
patdgenos acessorios constituem um subgrupo de microrganismos que sdo

geralmente percebidos como comensais e sobre certas condicées podem agir
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sinergisticamente para suportar ou promover a viruléncia de microrganismos
associados a doenca. Tradicionalmente um comensal oral classico,
Streptococcus gordonii citado e apreciado como um destes patdgenos, pois nédo
apenas fornece um substrato de aderéncia para colonizagdo de outros
patégenos periodontais chaves tais como P.gingivalis, mas em comunidades
juntas de S. gordonii e P.gingivalis se tornam mais patogénicas em modelos
animais comparados a outras espécies sozinhas. Na literatura ecoldgica, o termo
chave foi introduzido para caracterizar espécies cuja influéncia sobre suas
comunidades é desproporcionalmente maior em relacdo a sua abundancia.
Assim, a hipotese do patdgeno-chave estabelece que certos microrganismos em
baixa abundancia podem promover a formacdo e a estabilizacdo de
comunidades provocadoras de doenca e disbiose. Patobiontes s&o
microrganismos que sao geralmente benignos dentro de uma comunidade
indigena, mas tornam-se patogénicos quando a homeostasia hospedeiro-
microrganismos se quebra sobre certas condi¢cfes, tais como: tratamentos com
antibioticos, danos teciduais, mudancas dietéticas e especialmente em
deficiéncias imunolégicas. Estas condicdes acima mencionadas, podem
potencialmente promover o supercrescimento de patobiontes e romper uma
microbiota simbiotica resultando em disbiose e inflamac&do. Além disto, os
resultados das alteracbes ambientais dos tecidos afetados podem induzir o
recrutamento de células inflamatérias que reconhecem como bactérias
residentes potencialmente patogénicas que poderiam por outro lado ser
ignoradas pelos fagocitos residentes. Isto pode exacerbar uma condicdo
inflamatoria, especialmente em pacientes imunocomprometidos que ndo podem
controlar as bactérias indigenas. Portanto, as evidéncias emergentes suportam
0 conceito de que muitas doencas inflamatorias podem ndo ser causadas por
bactérias individuais definidas como patdgenos causadores, mas influenciar uma
comunidade bacteriana inteira sobre a acdo de microrganismos especificos e
condicOes locais e gerais que podem comprometer o balanco da homeostasia
para uma inflamacdo destrutiva. Além disto, as bactérias podem agir como
acessorios ou patdogenos chaves em diferentes contextos. Deste modo, estes
conceitos de patdgenos referem-se as propriedades dos membros constituintes
de uma comunidade bacteriana ndo simbidtica (HAJISHENGALLIS; LAMONT,
2016).
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2.2 FATORES DE RISCO E CLASSIFICACAO PARA DOENCAS PERI-
IMPLANTARES

Os fatores de risco para as doencas peri-implantares sdo muito semelhantes
aqueles associados as doecas periodontais (ARMITAGE ; XENOUDI, 2016) .
Entre os mais importantes citados na literatura, com relacdo ao risco de
desenvolvimento destas doencas, destacam-se: higiene oral deficiente,
tabagismo, diabetes ndo controlada, e, remanescente de cimentos dentarios
apos fixacdo das coroas sobre implantes. Neste contexto, uma vez que 0s
biofiimes orais formam-se rapidamente sobre as superficies dos implantes
rugosos e lisos, € importante que um programa de cuidados profissionais seja
estabelecido para prevenir o desenvolvimento de doencas peri-implantares
associados com bactérias. O objetivo primario de um programa de terapia de
suporte é prevenir o desenvolvimento de peri-implantite. Deste modo, os autores
afirmaram que a visita de avaliacdo € de grande importancia devido ao conjunto
de resultados terapéuticos obtidos em longo prazo. Esta visita € geralmente
programada entre 4 a 6 semanas depois de realizar raspagem e alisamento
radicular e instrucdes de higiene oral. Se estas intervencdes forem efetivas,
pouco ou nenhum sinal de inflamacéo gengival residual estara presente. Além
disto, se o controle de placa for satisfatério neste periodo, deve existir minimo
ou nenhum sinal de inflamac&o gengival durante as consultas. Entretanto, se
existem sinais residuais de inflamacédo, o clinico deve determinar a causa. A
deciséo do clinico com relacdo a percepcdo do paciente para um programa de
manutencdo periodontal, depende de uma avaliacdo cuidadosa das respostas
das instrucbes de higiene oral associada a raspagem e alisamento radicular,
assim também como uma andlise dos fatores de risco para a recorréncia de
doenca periodontal. Os autores concluiram que a terapia de manutencao
periodontal e a terapia de suporte peri-implantar sdo necessarias para sucesso
em longo prazo. Paralelamente, evidéncias estao surgindo sobre a instalagéo de
implantes dentarios sem um programa de manutencao estruturado aumentando
o risco de perda do implante. Implantes ndo devem ser instalados a menos que
o clinico esteja preparado para ter certeza de que um programa adequado de
terapia de suporte peri-implantar seja realmente disponibilizado (ARMITAGE;
XENOUDI, 2016).



29

Outros fatores de risco chamados de fatores locais pré-disponentes tém sido
relacionados a peri-implantite (MONJE; INSUA; WANG, 2019). Entre estes se
destacam: gengiva ceratinizada inserida, mau posicionamento do implante,
torque de insercdo do implante, desenho protético, altura 6ssea, bem como
algumas topografias de superficies dos implantes podem acelerar o processo de

peri-implantite.

Ainda de acordo com o estudo de revisao sistematica de Tomasi e Derks (2012),
306 titulos e resumos foram avaliados quanto a qualidade do relato e das
metodologias de pesquisa clinica sobre a incidéncia, prevaléncia e fatores de
risco para doencas peri-implantres. Destes, treze estudos relataram indicadores
de risco para doencas peri-implantares, sendo cinco deles abordando desenho
de estudo, dois outros de investigacao transversal; um estudo de ensaio clinico
randomizado controlado prospectivo; trés outros estudos de corte prospectivos,
e dois estudos caso-controle. Vale ressaltar que apenas dois estudos relataram
incidéncia de doencas peri-implantares com porcentagens de 22,8% e de 1%,
respectivamente; enquanto a prevaléncia variou de 8,9% a 64,6% entre mucosite
ou peri-implantite. Quanto aos fatores de risco para peri-implantite, destacaram-
se tabagistas com genétipo positivo para IL-1; individuos com periodontite;
diabetes; deficiéncia de higiene oral; polimorfismo no gene IL-1 RN; tabagistas
de longo tempo; tempo de funcdo do implante; perda 6ssea peri-implantar e
periodontal; polimorfismo no gene TNF-alfa 308, periodontite agressiva; a falta
de adesado a terapia de suporte periodontal, caracteristica de superficie dos
implantes e posicdo dos implantes em relacdo aos maxilares. No entanto, os
autores concluiram que os tamanhos das amostras foram limitadas; o tempo de
observacédo foi na maioria das vezes abaixo de 10 anos; os critérios usados para
caracterizar doencas peri-implantares variaram muito entre os estudos; a
validacéo interna foi relatada em metade dos estudo incluidos; dois estudos
analisaram a incidéncia enquanto cinco relataram prevaléncia e nenhum dos
estudos selecionados aderiu totalmente aos critérios STROBE (Strengthening
the Reporting of Observational Studies in Epidemiology) (TOMASI; DERKS,
2012).

Um estudo brasileiro realizado por Dalago et al. (2017) na Universidade Federal

de Santa Catarina, teve como obijetivo identificar os indicadores locais de risco e
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sistémicos associados com peri-implantite. A amostra do estudo constituida por
183 pacientes reabilitados com 938 implantes. Neste estudo,16 implantes foram
perdidos e seis outros foram removidos devido ao seu péssimo posicionamento.
A taxa de sobrevivéncia dos implantes foi de 98,3%, e os implantes com
restauragdes protéticas em funcao foram avaliados por um periodo de um até 14
anos. A prevaléncia de peri-implantite nos pacientes foi de 16,4% e 7,3% para
os implantes instalados. Os fatores sistémicos incluidos para analise multifatorial
foram: desordens cardiacas, tabagismos, hepatite, diabetes, doencas gastro
intestinais, doencas da tiredide e um histérico de doenca periodontal. De acordo
com este estudo, um histérico de periodontite foi encontrado aumentar o risco de
peri-implantite. A identificacdo dos fatores de risco é de importancia para a
prevencdo de doencas peri-implantares, individuos apresentados com alguns
indicadores de risco devem ser monitorados mais frequentemente para evitar o

desenvolvimento de doencas peri-implantares.

Outras analises tém sido consideradas nos estudos, e assim, Rakic et al. (2018)
propuseram por meio de uma revisdo sistematica e meta-analise estimar a
prevaléncia total de peri-implantitie e determinar o efeito de diferentes desenhos,
tempo em funcdo e das superficeies dos implantes de titanio sobre esta
prevaléncia da peri-implantite. O protocolo do estudo englobou busca de artigos
por meio do PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-analyses) e as orientagcfes de revisdes obtidas da Cochrane. Definicao de
peri-implantite como presenca de perda éssea alveolar maior ou igual a 2,0mm,
sangramento a sondagem positivo e profundidade de sondagem maior ou igual
a 5,0mm e aprofundamento de sondagem comparada a radiografia tomada no
momento da instalacao protética; critérios de incluséo e exclusao, estratégia de
pesquisa adotada, garantia de qualidade, revisores independentes indicados
para as consultas dos dados obtidos e uso de um software (The
OpenMetaAnalyst) foram usados para estimar a taxa de peri-implantite e os
potenciais efeitos das caracteristicas dos implantes de titanio sobre a
prevaléncia de peri-implantite. De 1214 artigos obtidos, 198 artigos foram
considerados para a pesquisa e apos as consideracdes finais dos revisores,
obteve-se um resultado final com 29 artigos para a proposta do estudo. A

prevaléncia total da peri-implantite variou entre 0,2 a 63% e com prevaléncia
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estimada por paciente em 12,8% destacada em 24 estudos, e, em 22 estudos a
prevaléncia variou entre 1 e 46% e a prevaléncia estimada por paciente foi de
18,5%. Quanto ao efeito do desenho do implante de titanio sobre a prevaléncia
de peri-implantite houve uma observacdo comum com destaque para paciente e
para implante com menor taxa de prevaléncia para os estudos prospectivos
(7,6% e 9,3%); uma taxa maior de prevaléncia nos estudos retrospectivos (18,5%
e 23,4%), enquanto uma taxa de prevaléncia relatada para estudos transversais
foi de considerada média (14,5% e 18,6%). As taxas de prevaléncias com
relagdo aos implantes foram relativamente semelhantes entre os periodos
investigados, enquanto que as taxas relativas ao paciente foram levementes
maiores para o periodo acima de 10 anos quando comparado com a média do
periodo de carga protética. Foram confirmadas menores prevaléncias de peri-
implantite associadas as superficies moderadamente rugosas dos implantes. Os
autores concluiram que a peri-implantite afetou 18,5% dos pacientes e 12,8%
dos implantes, enquanto que os implantes com superficies moderadamente
rugosas parecem estar associados positivamente com menor prevaléncia de
peri-implantite, enquanto que os diferentes desenhos e tempos em fungao néo
demonstraram qualquer efeito significante na taxa de prevaléncia de peri-

implantite.

Em 2018, Caton et al. publicaram um novo esquema de classificagdo para
doencas e condi¢cOes periodontais e peri-implantares, resumido da Conferéncia
de 2017 promovida pela Academia Americana de Periodontologia e pela
Federacdo Européia de Periodontologia. Esta Classificacdo foi necesséria para
orientar os clinicos para diagnosticar adequadamente e tratar pacientes assim
também como para cientistas investigar a etiologia, a patogénese, a historia
natural e o tratamento das doencas e condicbes. Também foi realizado um
esforco para rever todos os aspectos da saude peri-implantar, das doencas ao
redor de implantes e aspectos relevantes das condi¢des dos sitios dos implantes
e deformidades para alcancar um consenso para sua classificacdo. Neste
sentido, clinicamente, a saude peri-implantar foi caracterizada pela auséncia de
sinais visuais de inflamacao e sangramento a sondagem. A saude peri-implantar
pode existir ao redor dos implantes com suporte 6sseo alveolar normal ou

reduzido. Nao foi possivel definir a avaliacdo das profundidades de sondagem,
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compativeis com a saude peri-implantar. A mucosite peri-implantar foi
caracterizada pelo sangramento a sondagem e sinais visuais de inflamacédo. A
mucosite peri-implantar pode ser revertida com medidas visando a remoc¢ao do
biofilme dental. E, finalmente, a peri-implantite foi definida como uma condig&o
patolégica associada a placa dental ocorrendo nos tecidos ao redor dos
implantes dentarios, caracterizado pela inflamacdo na mucosa peri-implantar e
subsequente perda progressiva de suporte 0Osseo peri-implantar. A peri-
implantite esta associada com controle de placa deficiente, e com pacientes com
um historico de periodontite severa. Esta reviséo introduz uma classificacéo atual
das condicdes e doencas periodontais e uma nova classificagcdo de doencas e
condicBes peri-implantares, e representa o trabalho da comunidade mundial de

clinicos e pesquisadores de periodontologia e implantodontia.

2.3 ESTUDOS MICROBIOLOGICOS DO BIOFILME PERI-IMPLANTAR

No sentido de analisar o perfil microbiolégico do biofilme submucosal dos
implantes dentarios, Quirynen et al. (2006) realizaram um estudo prospectivo, do
tipo boca-dividida, mono-cego com 42 pacientes parcialmente edéntulos e com
histérico de gengivite ou de periodontite crénica e tratados por meio de terapia
periodontal basica ou cirdrgica dois anos antes do estudo. Os abutments dos
implantes permaneceram nado carregados proteticamente no primeiro més de
sua instalacdo recebendo coroas ou préteses fixas provisorias. A andlise
microbiolégica das amostras de biofilme subgengival foi obtida de 12 diferentes
sitios (dentes e implantes) por paciente utilizando duas pontas de papel
esterilizadas e avaliada pela técnica do Checkerboard DNA-DNA Hybridization e
comparada com as técnicas de Cultura e da Reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), além de parametros clinicos periodontais. Na técnica do Checkerboard,
os dentes com bolsas profundas apresentaram maior propor¢cdo para as
espécies do complexo vermelho. As espécies bacterianas predominantes e
significantes foram F.nucleatum e suas subespécies, além de T.forsythia,
P.gingivalis e T.denticola. Ja para os implantes, o complexo laranja foi 0 mais
predominante dos complexos microbianos. No método de cultura, os implantes
apresentaram menor frequéncia de detec¢cdo microbiana comparado com 0s
dentes. Na técnica do PCR, a frequéncia de deteccdo para todas as espécies

examinadas nas bolsas peri-implantares foi alta, predominando T.forsythia,
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P.gingivalis, T.denticola, P. intermedia, F. nucleatum e
A.actinomycetemcomitans, enquanto nos dentes estas espécies estavam em
menores concentracfes. Os autores concluiram que a colonizacdo microbiana
de uma superficie dura estéril localizada subgengivalmente por um complexo
microbiano dentro de dias foi inesperado. Se isto esteve relacionado ao ambiente
especial fornecido pelo coagulo sanguineo, situacdo esta semelhante a do

debridamento mecénico de bolsas periodontais, precisa ser investigada.

Ainda com relacao a colonizacao bacteriana nos implantes dentarios e nos sitios
dentarios adjacente aos implantes, Furst et al. (2007) propuseram avaliar a
colonizagéo bacteriana inicial de implantes imediatamente instalados e durante
0S primeiros trés meses poés-cirdrgico em 14 individuos tratados
periodontalmente e com instru¢cdes de higiene oral. Amostras de placa de 17
implantes e seus correspondentes dentes adjacentes foram coletadas por meio
de pontas de papéis esterilizadas e analisadas pela técnica do Checkerboard
DNA-DNA Hybridization para 40 bactérias periodontopaticas. Os
microrganismos periodontopatogénicos presentes nos implantes apos 30
minutos da sua instalacdo foram: Capnocytophaga sputigena, Fusobacterium
periodonticum, F.nucleatum sp. nucleatum, F.nucleatum sp. polymorphum,
Leptotrichia buccalis, Lactobacillus acidophilus e Prevotella melaninogenica, e,
apés trés meses foram: C.sputigena, F.nucleatum sp.nucleatum,
F.periodonticum, F.nucleatum sp.polimorphum, Capnocytophaga ochracea e
Veillonella parvula. Os sitios dentarios adjacentes aos implantes apés 30
minutos da instalacdo dos implantes apresentaram 27 das 40 espécies
investigadas no Checkerboard. Esta diferenca aumentou para 35 contra as 40
espécies diagnosticadas apds trés meses. Os autores concluiram que a
colonizagdo bacteriana ocorreu dentro de 30 minutos apés instalacao do
componente protético (transmucoso) do implante de titanio, e, também uma
recolonizacdo ao redor dos dentes vizinhos, porém com um padrdo de
colonizagéo distintamente diferente em cerca de 50% das espécies estudadas,
principalmente em relacdo aos microrganismos A.actinomycetemcomitans,

P.gingivalis e algumas espécies de Streptococcus.

A andlise da microbiota peri-implantar tem sido um desafio para para entender

sua composicdo e diversidade. Assim, Renvert et al. (2007) propuseram
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investigar a microbiota de implantes diagnosticados com peri-implantite,
mucosite peri-implantar e saude peri-implantar de 213 pacientes examinados
ap0s um e cinco anos da instalacdo dos implantes. Parametros clinicos
periodontais e peri-implantares e radiografias foram realizadas. Amostras de
biofiime bacteriano foram obtidos de quatro sitios de dentes com maior
profundidade de bolsa e dos sitios peri-implantares. As amostras de biofilme
foram obtidas por pontas de papéis esterilizadas e analisadas pela técnica do
Checkerboard DNA-DNA Hybridization utilizando 40 espécies bacterianas. A
microbiota peri-implantar consistiu predominanteente de Neisseria mucosa, F
nucleatum sp nucleatum, F. nucleatum sp polimorphum, o mesmo ocorrendo
com a microbiota dos implantes sadios e dentarios. Por outro lado, verificou-se
nos sitios peri-implantares e dentarios uma alta prevaléncia de Veillonella
parvulla. Com relagéo ao grupo dos estreptococos, apenas S. intermedius bem
como Staphylococcus aureus e Micromonas micros foram encontrados em
ambos os sitios periodontais e peri-implantares. A prevaléncia de P. gingivalis
nos sitios peri-implantares sadios foi de 7,9%; nos sitios com mucosite peri-
implantar foi de 2,4%; e nos sitios com peri-implantite foi de 4,3%. As bolsas peri-
implantares mais profundas, foram correlacionadas com niveis significantes de
Capnocytophaga ochracea, M. micros, e Aggregatibacter
actinomycentecomitans. Nenhuma diferenca na microbiota entre implantes e
dentes foram encontradas nos individuos com mucosite peri-implantar ou peri-
implantite ou ainda sem nenhuma evidéncia clinica destas condi¢cdes. O
microrganismo F. nucleatum sp nucleatum foi o mais prevalente em todos os
sitios dos implantes, independente da condicao clinica peri-implantar. Por outro
lado, a prevaléncia de P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola e A.
actinomycentecomitans, considerados como patdgenos chaves na peri-
implantite apresentaram baixas propor¢cdes e nenhuma diferenca com a
condi¢do clinica dos implantes. Os autores concluiram sugerindo que um
historico passado de periodontite, bem como, a mucosite e higiene oral deficiente
nao predispdem o estabelecimento de uma microbiota patogénica ao redor dos

implantes.

N&o menos importante do que a diversidade microbiana nos implantes dentarios,

Shibli et al. (2008) comparou a composicdo microbiana do biofilme supra e
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subgengival em individuos com e sem peri-implantite, por meio da técnica do
Checkerboard DNA-DNA Hybridization quanto a presenca de 36 espécies
bacterianas, ou seja, em 22 individuos com pelo menos um implante dentario
saudavel e outros 22 individuos com pelo menos um implante dentario doente,
totalizando 44 implantes. O perfil microbiano entre os biofilmes supra e
subgengival ndo diferiu substancialmente, especialmente no grupo saudavel. No
biofilme subgengival, os perfis dos complexos microbianos que abrigaram a
maioria das espécies benéficas (roxo, amarelo e verde) foram semelhantes entre
implantes saudaveis e doentes. Todas as espécies avaliadas foram detectadas
em ambos 0s grupos. As contagens bacterianas médias mais altas de P.
gingivalis, T. denticola e T. forsythia foram observadas no grupo peri-implantite,
tanto no biofilme supra como subgengival. A microbiota associada a peri-
implantite foi composta por mais espécies bacterianas patogénicas periodontais,
incluindo o biofilme supragengival. O estudo mostrou diferencas especificas
entre o perfil microbiano dos implantes dentarios saudaveis e doentes, tanto no
biofime supra quanto no subgengival. A marcada presenca de espécies
bacterianas do complexo vermelho no biofilme supragengival de implantes
doentes sugeriu que este ambiente pode funcionar como um reservatorio de
espécies periodontopatogénicas e pode contribuir para a reinfeccdo de sitios

subgengivais tratados.

A cavidade oral possui varios nichos de coloniza¢édo bacteriana. Neste sentido,
Quirynen e Van Assche (2011) decidiram investigar a carga bacteriana da
cavidade oral oriunda da saliva, da lingua e da placa subgengival ap6s exodontia
total da boca em 10 individuos e de bolsas peri-implantares apoés instalacédo do
conector protético no implante. Apés um ano da instalacéo do conector protético,
os parametros clinicos profundidade de sondagem de bolsa, sangramento a
sondagem e placa dental foram mensuradas em seis sitios por implante, além
de radiografias intra-orais. Amostras de placa subgengival foram coletadas dos
dentes e dos implantes de quatro sitios e em quatro momentos: antes da
exodontia total; uma semana apés o edentulismo total; em trés e em 12 meses
apos a instalacdo do conector protético no implante. Pontas de papel
esterilizadas obtidas dos sitios selecionados foram examinadas para analise

microbiolégica por trés métodos: cultura, qPCR e Checkerboard DNA-DNA
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Hybridization. Quando a microbiota subgengival ao redor dos dentes foi
comparada com as dos implantes, houve reducéo significante do namero de
bactérias aerdbicas e anaerdbicas. A microbiota dos implantes permaneceu
relativamente constante com o tempo, e com um aumento bem menor na
quantidade total de anaerdbios. A extracdo total dos dentes resultou em uma
leve reducdo de bactérias aerdbicas e de anaerbdbicas na saliva e isto
permaneceu apds um ano da instalacdo do conector protético. Na lingua, houve
uma reducdo semelhante de bactérias aerdbicas, mas com uma reducdo mais
consistente de anaerdbios. Com a técnica de qPCR (antes da extragéo total dos
dentes): as bolsas periodontais mais profundas foram colonizadas por
P.gingivalis, T.forsythia e P.intermedia, além de A.ctinomycemtecomitans; as
bolsas peri-implantares exibiram quantidades significantemente menores para
P.gingivalis e T.denticola e isto permaneceu com o0 tempo, com excec¢ao para o
A.actinomycetemcomitans; na saliva ndo houve alteracdo significante. No
entanto, P.gingivalis, T.forsythia e P.intermedia sofreram uma reducdo na
guantidade total e permaneceu assim durante todo o protocolo de investigacao;
na lingua, também ndo houve deteccdo significante, porém para as bactérias
P.gingivalis e T.forsythia houve uma reducdo clara na quantidade total. Na
técnica do Checkerboard comparado com os dentes com periodontite severa, 0s
implantes mostraram uma reducdo total das bactérias, especialmente dos
complexos bacterianos vermelho e laranja; e, para algumas espécies esta
reducao foi significante; na saliva, algumas espécies dos complexos laranja e
vermelho exibiram pequenas reducdes; e na lingua as alteracdes foram
pequenas, seja em quantidade seja na frequéncia de detecc¢éo. Ainda de acordo
com Quirynen e Van Assche (2011), os resultados obtidos do seu trabalho
sugerem que patdégenos periodontais podem persistir por um longo periodo de
tempo na cavidade bucal de individuos totalmente edéntulos com um historico
prévio de periodontite, mesmo na auséncia de outras superficies duras

subgengivais na boca.

Charalampakis et al. (2013) fizeram um estudo prospectivo para correlacionar
marcadores clinicos e microbiolégicos, e, para avaliar o seu valor preditivo
durante um periodo de dois anos de manutencéo. Este estudo observacional foi

realizado com uma amostra de 50 pacientes sem nenhum problema sistémico.



37

As analises clinicas e microbiolégicas foram analisadas em trés diferentes
momentos, 2003 (baseline), 2006 (2 anos de manutencéo) e 2008 (4 anos de
manutencdo). As amostras de placa foram obtidas de dois sitios: um sitio
severamente doente com sangramento a sondagem e profundidade de bolsa
26,0mm e o outro sitio clinicamente sadio ou com gengivite ou com periodontite
leve exibindo nenhum sangramento a sondagem ou sangramento a sondagem
e profundidade de sondagem de até 4,0mm. Esta metodologia foi mantida para
os demais momentos de coletas de amostras para avaliacdo microbiologica
realizada por meio do Checkerboard DNA-DNA Hybridization contra 25 espécies
bacterianas. A analise por meio do Checkerboard revelou que varias bactérias
com um escore alto de colonizagdo (= 3) correlacionou com os resultados
clinicos nos periodos avaliados. Este escore alto no Checkerboard para uma ou
mais das bactérias foi considerado um marcador ndo especifico, o qual revelou
a melhor sensibilidade para identificar doenca em todo o periodo do estudo
comparado com todos os outros marcadores microbianos mais especificos.
Diferentes grupos de bactérias, ndo apenas os complexos vermelhos foram
capazes de predizer a progressdo de periodontite cronica durante os dois anos
de manutencdo. Com relacdo aos sitios com progressao da doencga, 0s autores
ressaltam que T. forsythia, Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas
endodontalis foram encontradas em quatro dos cinco sitios com progressao da
doenca. Entretanto, outras espécies nao agrupadas em complexos (P. micra,
Eikenella corrodens, Prevotella nigrescens, Streptococcus intermedius, Dialister
pneumosintes) foram também encontradas em altos nameros nestes sitios
progressivos. Deste modo, concluiu-se que os marcadores microbiol6gicos
podem identificar doenga periodontal e predizer progressao da doenga enquanto
eles incorporam uma medida de carga bacteriana ndo apenas para a presenca
ou auséncia de bactérias. Comparado com marcadores clinicos, eles podem
oferecer um aumento da especificidade acima do sangramento a sondagem, e

assim evitar futuros sobretratamentos.

O painel de sondas de DNA bacteriano utilizado na técnica do Checkerboard
DNA-DNA Hybridization foi expandido por Persson e Renvert (2014) para
investigar a presenca de 78 espécies bacterianas em 166 individuos com

diagndstico de peri-implantite e 47 individuos com saude peri-implantar, além de
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avaliar a microbiota associada com a idade dos individuos, com o sexo e com
um historico de tabagismo ou de periodontite. Amostras de biofilme subgengival
foram obtidas de um unico sitio de um implante com a maior profundidade de
sondagem de sulco peri-implantar obtidas com pontas de papéis esterilizadas.
Nos implantes com peri-implantite foram encontradas maiores propor¢gdes das
contagens de 19 das 78 espécies bacterianas comparadas aos implantes com
saude peri-implantar. A analise bacteriana nos implantes com peri-implantite e
com saude peri-implantar foi definida como um ponto de corte duplo, ou seja, =
1x10% e = 1x10° células bacterianas. Os niveis de corte (2 1x10) de maior
contagem bacteriana na peri-implantite exibiram valores significantes para as
seguintes espécies T. forsythia, T. denticola, C. rectus, T. socransky, P.
gingivalis, S. aureus, G. gracilis e P. intermedia. No ponto de corte = 1x10°,
apenas o microrganismo T. forsythia exibiu significancia em relagéo a peri-
implantite. Nos individuos com histérico de periodontite e independente da
condicdo clinica do implante, as espécies mais significantes foram A. naeslundi,
C. rectus, Fusobacterium nucleatun sp. naviforme, F. nucleatum sp. nucleatum,
P. micra, S. haemolyticus, T. forsythia e T. denticola. Um histérico de tabagismo
foi significantemente mais prevalente entre os individuos com um diagndstico de
peri-implantite. Independente da condi¢do clinica do implante, as espécies
bacterianas, mais encontradas em altas propor¢cdes nos individuos com um
histérico de tabagismo foram: C. rectus, Fusobacterium nucleatun sp. naviforme,
F. nucleatum sp. nucleatum, F. nucleatum sp. polymorphum. Portanto, a carga
bacteriana das espécies P.gingivalis, S.aureus, S.anaerobius, S.intermedius,
S.mitis, T.forsythia e T. socranskii foi significantemente maior nos individuos com

peri-implantite.

De Moraes Rego et al. (2015) avaliaram a colonizacdo bacteriana de implantes
dentarios instalados nas posicGes da crista alveolar ou supra-cristal 0sseo
alveolar e correlacionaram as mensuracdes radiograficas da remodelacdo
0ssea, num total de 10 pacientes divididos em dois grupos: implantes instalados
a nivel supra-cristal 6sseo alveolar — grupo teste e implantes instalados a nivel
crista 6ssea alveolar — grupo controle. Os pacientes também foram avaliados em
dois momentos, baseline e seis meses apods. Duas amostras subgengivais por

implante foram selecionadas para a contagem de 40 espécies bacterianas no
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Checkerboard DNA-DNA Hybridization. O perfil microbiano do grupo teste
mostrou as maiores contagens para 0S microrganismos Actinomyces
gerencseriae e Streptococcus constellatus, 0 mesmo ocorreu para S. oralis e
Gemella morbillorum no grupo teste. No entando, nenhuma contagem
bacteriana, foi significantemente maior do que no grupo controle. Houve
nenhuma correlacdo significante entre o perfil bacteriano e mensuracfes

radiograficas e entre perfil bacteriano e profundidade de sondagem.

Martinez-Hernandez; Olivares-Navarrete e Almaguer-Flores (2016) avaliaram a
influéncia do perfil microbiano de individuos periodontalmente sadios e com
periodontite sobre a composi¢do do biofilme inicial in vivo em diferentes
microestruturas de superficies de implante de titanio. A amostra foi constituida
por 10 individuos com periodontite crénica e 10 individuos sadios, ndo tabagistas
e que ndo receberam nenhuna terapia periodotal além do controle de placa
supragengival profissional. Amostras de placa subgengival foram obtidas dos
sitios mésio-bucal de todos os dentes presentes em cada individuo, coletadas
com curetas esterilizadas Gracey e avaliadas usando a técnica do Checkerboard
DNA-DNA Hybridization para 35 espécies bacterianas. A formacéo do biofilme in
vivo foi realizada com disco de titanio com diametro de 15,0mm e submetidas
numa placa de acrilico removivel adaptado ao palato de cada individuo e
instaladas por 48 horas. A analise das amostras de placa subgengival mostrou
gue todas as espécies foram detectadas tanto nos individuos com periodontite
como naqueles periodontalmente sadios. Entretanto, as espécies A. israelli, V.
parvulla, S. mitis, C. rectus e Eubacterium saburreum foram detectadas em altas
propor¢cdes nos biofilmes subgengivais de individuos periodontalmente sadios,
porém diferencas significantes foram encontradas apenas para E. saburreum.
Nas amostras de biofilme subgengival dos individuos com periodontite, apenas
as espécies P. intermedia, T. forsythia foram significantemente maiores. A
proporcao das espécies do complexo vermelho foi maior nos individuos com
periodontite do que nos individuos periodontalemnte sadios. Com relacdo a
formacao do biofilme e sua composi¢cao nas amostras dos discos de titanio ficou
evidente que as superficies de titdnio foram menos sensiveis as propriedades da
superficie do que a condicdo de saude periodontal. A andlise das espécies

aderidas a superficie do titanio instaladas nos individuos com a mesma condicéo
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periodontal ndo mostrou diferengas significantes na sua composi¢do. Os
resultados deste estudo sugeriram que a eliminacdo de nichos patogénicos
subgengivais e a melhora da higiene oral em pacientes com periodontite séo
necessarias para ensejar sucesso em longo prazo dos implantes instalados na

cavidade oral.

Tenenbaum et al. (2016) realizaram um estudo prospectivo do tipo coorte com o
objetivo de avaliar o estado clinico e microbiolégico em torno de implantes apos
um ano e pelo menos 8 anos de carga funcional em pacientes tratados para
edentulismo parcial e examinar as mudancgas que poderiam ocorrer na saude
peri-implantar ao longo do tempo. Foram incluidos neste estudo 110 pacientes
sistemicamente sadios (33 homens e 77 mulheres, entre 20 e 72 anos com idade
média de 53,5 £ 10,0) e que foram tratados cirurgicamente com pelo menos um
implante. Antes da instalacdo do implante, os pacientes foram tratados
periodontalmente. Antibidticos sistémicos foram prescritos a todos os pacientes
por 7 dias a partir do dia da instalacdo do implante. Todos os pacientes foram
instruidos sobre como manter a higiene bucal adequada em torno dos implantes
e dos dentes remanescentes. Apds 3-4 meses de osseointegracdo, as coroas
protéticas foram instaladas nos implantes, tempo que foi considerado como
periodo inicial. Ap6s um periodo de 8 anos, os pacientes realizaram avaliacdes
clinicas, microbiologicas e radiograficas. Um total de 20 cepas bacterianas
diferentes foi incluido para analise no Checkerboard DNA-DNA Hybridization.
Algumas espécies de bactérias foram associadas com o agravamento dos
parametros clinicos. Considerando o estado peri-implantar saudavel e doente,
as frequéncias de deteccdo para P.gingivalis, P. intermedia, A. naeslundii,
Eikenella corrodens foram maiores no grupo doente do que no grupo saudavel.
Apés analise dos resultados, os autores concluiram que cerca de 70% dos
implantes (75/108) e 67,3% dos pacientes (35/52) foram considerados como
casos de sucesso. Eles afirmaram que o acompanhamento microbiano pode

ajudar a identificar pacientes em risco de doenca peri-implantar.

Narvaja et al. (2018) propuseram por meio de um estudo transversal descrever
o perfil microbiano subgengival de 14 pacientes reabilitados com pelo menos
uma proétese fixa de arco completo, sustentada por quatro implantes. Amostras

obtidas de quatro sitios subgengivais por implante foram coletadas em cada
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individuo e andlisados pela técnica do Cherckerboard DNA-DNA Hybridization
para 40 espécies bacterianas. Em geral todas as espécies bacterianas foram
detectadas em todas as amostras. As trés espécies com maiores niveis
encontradas foram : F. nucleatun ssp. vicentii, F. nucleatun ssp.polimorphum,
Veillonella parvulla e as espécies Actinomyces naeslundii, Neisseriae mucosa e
Actinomyces oris foram 0s microrganismos encontrados em menores proporcoes
quando todas as amostras foram analisadas juntas. Por outro lado, S.
constelatus, P. acnes e Aggregatibacter actinomycetemcomitans foram as
espécies encontradas em menores niveis e propor¢des no biofilme subgengival
dos implantes. O complexo laranja (28,7%) e o grupo Actinomyces (24,8%)
apresentaram as mais altas propor¢cdes médias, enquanto os patdogenos do
complexo vermelho (5,2%) mostraram a média mais baixa de propor¢des. Os
autores concluiram sugerindo que esta modalidade de reabilitagdo suportada por
implantes deve ser esclarecida aos pacientes no sentido de conscientiza-los da

necessidade de um protocolo de manutencédo mais intenso e rigoroso.

Raffaini et al. (2018) estudaram a caracterizagdo das diferengcas entre os
microbiomas dos implantes de titdnio e de zircbnia no estagio inicial de
colonizacdo dos implantes e correlacionaram aos parametros clinicos. O
Checkerboard DNA-DNA Hybridization foi utilizado para identificar e quantificar
até 42 espécies microbianas depois de sete e 30 dias dos implantes instalados
e em funcdo. Este estudo transversal avaliou o perfil microbiolégico subgengival
de 20 pacientes parcialmente edéntulos. As andlises microbiolégicas e os
parametros clinicos foram realizadas em trés diferentes momentos. Os dentes
contra-laterais dos implantes foram agrupados como sitio controle. As amostras
de biofilme subgengival periodontal e peri-implantares foram coletadas com
pontas de papel esterilizadas. As amostras de biofilmes das partes internas e da
superficie dos abtuments foram coletadas com micro pincéis esterilizados. Os
resultados microbiolégicos nos dentes contra-laterais destes individuos
apresentaram uma distribuicdo semelhante a dos implantes de titanio e de
zirconia. Por outro lado, as amostras de biofilme subgengival mostraram
menores contagens gendmicas bacterianas do que aquelas amostras de placa
supragengival relacionadas aos implantes. Todas as 42 espécies foram

encontradas colonizando as superficies dos implantes e os biofilmes supra e
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subgengival com o tempo. Os autores confirmaram que o perfil microbiano dos
implantes previamente colonizados é bastante semelhante ao dos dentes
remanescentes. As mais baixas contagens gendmicas bacterianas foram
encontradas nos implantes em funcdo, as quais aumentaram com o tempo,
porém sem diferencas significantes entre sete e 30 dias em fungdo para a
maioria das espécies. As espécies periodontopatogénicas, tais como: P.
gingivalis, T. forsythia, T. denticola, assim também como Aggregatibacter spp e
Prevotella spp. foram encontradas colonizando os implantes de zirconia e titanio
depois de sete dias dos implantes em fungéo. Este estudo demonstrou que o0s
implantes com abutments de titdnio ou zirconia ndo mostraram diferencas nas
contagens e diversidades microbianas apés 30 dias dos implantes em funcéo e
que a microbiota foi bastante semelhante aquela encontrada nos dentes

remanescentes.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL:

O objetivo do presente estudo foi avaliar a microbiota dos sitios peri-implantares
e periodontais por meio da técnica de biologia molecular Checkerboard DNA-
DNA Hybridization de pacientes parcialmente edéntulos, periodontalmente
tratados e reabilitados com implantes osseointegrados no Curso de Odontologia

da Universidade Federal do Espirito Santo.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Comparar os parametros clinicos periodontais e peri-implantares com o perfil
microbiolégico do biofilme subgengival dos sitios periodontais e peri-
implantares;

e Determinar a ocorréncia de 40 espécies bacterianas ao redor dos sitios
periodontais e peri-implantares;

e Comparar as contagens médias e/ou propor¢des dos complexos microbianos

(carga de DNA bacteriano) nos sitios periodontais e peri-implantares.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO/CASUISTICA

Trata-se de um estudo observacional transversal constituido por 20 pacientes
sistemicamente sadios, tratados periodontalmente (terapia periodontal béasica,
cirrgica ou de manutencao) e reabilitados com implantes osseointegrados no
Curso de Odontologia da Ufes. Os pacientes selecionados deveriam ter pelo
menos de um ateé trés implantes, em qualquer um dos maxilares, proteticamente
finalizados, e em funcdo por um periodo minimo de 30 dias antes das avaliacdes
clinicas e microbiologicas. Os pacientes foram recrutados a partir dos prontuarios
eletrbnicos disponibilizados no loufes - Instituto de Odontologia da Ufes. Os
seguintes dados foram obtidos: informacéo pessoal, tipo de conexao protética,
marca comercial, superficie do implante, data da instalagéo do implante, local de
instalacdo, comprimento e diametro do implante, data da reabilitacéo protética,
tipo de protese (parafusada ou cimentada), aplicacdo de carga (imediata ou
tardia), radiografias periapicais, panoramica e tomografia computadorizada.
Estes dados foram registrados no instrumento de coleta de dados desenvolvido
para esse estudo (APENDICE A). Os participantes selecionados foram
agendados para as consultas de avaliacao clinica, mensuracdo dos parametros
clinicos periodontais e peri-implantares, coleta do biofilme bacteriano dos sitios
periodontais e peri-implantares, por um Unico examinador, especialista e
Professor de Periodontia, cego em relacdo a fase cirlrgica e/ou protética da

reabilitacdo com implantes osseointegrados dos pacientes.

Os implantes selecionados foram instalados por um unico profissional (SCK),
integrante da disciplina Estagio Clinico Interdisciplinar IV, totalizando 56
pacientes, com 99 implantes instalados entre o periodo de 2012 a 2018. Apos
andlise dos prontuérios, recrutamos 32 pacientes pelos telefones cadastrados.
Sete pacientes se recusaram de imediato em participar da pesquisa, por motivo
de distancia, outros 5 pacientes estavam entre os critérios de exclusdao (2
diabéticos, 2 tabagistas e 1 com grande reabilitacdo protética). Os pacientes
elegiveis para a investigacdo corresponderam a nossa amostra final (n) de 20

pacientes.
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4.2 APROVACAO DO COMITE DE ETICA

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito
Santo, localizado no campus de Maruipe da Universidade Federal do Espirito
Santo (Ufes), na cidade de Vitoria, estado do Espirito Santo, sob o numero
66462717.3.0000.5060 (30 de maio de 2017 - APENDICE B), com Parecer de
Aprovacdo numero: 2.091.134 (Plataforma Brasil), e de acordo com a Resolucéo
n°® 466/2012 do Ministério da Saude. Inicialmente os pacientes responderam a
um questionario socioecondmico e de saude geral, para verificar se 0s mesmos
se enquadravam nos critérios de inclusdo. Posteriormente, a avaliacédo
odontoldgica dos pacientes selecionados e que aceitaram participar do estudo
foi realizada na disciplina do Estagio Clinico Interdisciplinar IV do Curso de
Odontologia da Ufes.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

e Ter 18 anos ou mais;

e Assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(APENDICE B);

e Pacientes com histérico de periodontite cronica leve a moderada, definidos
por: Profundidade de Sondagem (PS) 24,0mm e Nivel de Insercao Clinico
(NIC) 24,0mm em algum dente e no mesmo sitio e ndo contiguo, localizada
(menos de 30% dos dentes envolvidos) ou generalizada (mais de 30% dos
dentes afetados) de acordo com ARMITAGE (1999). Os pacientes com
periodontite crénica tratados (terapia basica ou cirdrgica), finalizados e
com controle de placa adequado (entre 10 a 20%), mantidos em terapia
de suporte periodontal e que receberam implantes osseointegrados
instalados por um anico profissional (SCK) entre o periodo de 2012 a 2018
em substituicdo a pelo menos um ou até trés dentes em qualquer maxilar
reabilitados foram selecionados na disciplina de Estagio Clinico
Interdisciplinar 1V no Curso de Odontologia da Universidade Federal do

Espirito Santo.
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Dados dos Implantes — Neste estudo, o implante sadio foi definido como néo

movel, sem perda éssea alveolar radiografica, sem supuracdo e sem edema.

e selecionou-se 1 (hum) implante por paciente, devendo os implantes serem
do mesmo fabricante (NEODENT®), com as mesmas conexdes protéticas
(Cone Morse) e com as seguintes caracteristicas: auséncia de perda
0ssea alveolar verificada por meio de radiografia periapical realizada com
posicionador radiografico, sem mobilidade, sem supuracdo, sem coroa
fraturada, podendo ou néo ter sangramento a sondagem, proteticamente
finalizados (com coroas protéticas cimentadas ou parafusadas), e em
funcdo por um periodo minimo de 30 dias antes das avaliacdes clinicas e
microbiolégicas. Caso o paciente tivesse mais de um implante instalado
pelo mesmo profissional, foi selecionado o de maior profundidade clinica
de sondagem, e se houvesse valores semelhantes de profundidade,
optou-se pelo mais anterior em relacao a linha média.

e Dados dos Dentes — Foram selecionados 2 (dois) dentes por paciente,
portadores de bolsas periodontais tratadas de individuos com periodontite
cronica leve a moderada, sem mobilidade, sem supuracéo, localizados em
qualquer maxilar, contra-lateral ou ndo, contiguos ou ndo ao implante e de
maior profundidade clinica de sondagem, independente de serem uni ou
muiti-radiculares. Os dentes foram classificados como: dente distal e dente
proximal. O dente proximal era aquele situado mais proximo ao implante

enguanto o dente distal localizava-se mais distante do implante.
4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO
Foram excluidos do estudo:

¢ Individuos que foram submetidos a terapia antibidtica e anti-inflamatoria
nos ultimos trés meses;

¢ Individuos menores de dezoito anos de idade;

¢ Individuos que ndo compareceram a visita de avaliagdo ou ndo assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;

¢ Individuos tabagistas;
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¢ Individuos diagnosticados com doenca periodontal crénica severa, com
supuracdo algum dente, sangramento a sondagem em mais de 30% dos
sitios subgengivais;

¢ Individuos com periodontite agressiva,

e Individuos diabéticos;

e Gestantes;

¢ Individuos com reabilitacdes bucais protéticas extensas;

e Dente com lesado de furca classe Il ou lll.
4.5 COLETA DE DADOS

A coleta de dados se deu por meio de entrevista, consulta ao prontudrio
odontoldgico, exame clinico periodontal e peri-implantar, odontograma, exame
radiogréfico periapical do implante, exame microbiolégico molecular por meio do
Checkerboard DNA-DNA do biofilme submucosal de um sitio peri-implantar e do
biofilme subgengival e dois sitios periodontais, ambos de maior profundidade
clinica de sondagem. As entrevistas foram realizadas pela pesquisadora LBDP
no ambulatério 5 (Clinica Integrada Odontoldgica) com perguntas verbais feitas
a partir de um formulario pré-estabelecido (APENDICE A). As dlvidas a respeito
da saude geral do paciente, ou de qualquer informacé&o, foram consultadas com
0 prontuario odontolégico dos pacientes para verificar informacdes sobre
histérico odontoldgico.

4.5.1 Avaliacéao clinica dentaria

A avaliacdo dentaria dos participantes do estudo foi realizada por uma Unica
avaliadora (LBDP), com a ajuda de uma auxiliar para registrar os dados na ficha
do paciente (APENDICE C) utilizando-se espelho bucal plano e sonda
exploradora n°® 5. O exame dentario foi baseado no indice de dentes
permanentes cariados, perdidos e obturados (CPO-D) (WHO, 1997), o qual é
expresso por um nuamero de zero a trinta e dois, representando a somatéria do
namero de dentes cariados, perdidos e restaurados. Este indice é adotado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS).
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4.5.2 Avaliacao clinica peri-implantar e periodontal

A avaliacdo clinica peri-implantar e periodontal foi realizada por um unico
examinador, especialista em Periodontia, coordenador da disciplina de
Periodontia desta Universidade (ACRF). As mensuracdes clinicas peri-
implantares e periodontais foram registradas no formulario Periodontograma
(APENDICE D) em seis sitios por dente (mésio-vestibular, vestibular, disto-
vestibular, mésio-lingual, lingual e distolingual), em todos os dentes (exceto os
terceiros molares), e da mesma forma nos implantes, utilizando-se sonda
periodontal milimetrada reta Carolina do Norte metalica (avaliacdo periodontal)
ou plastica (avaliacdo peri-implantar), modelo PCP UNC-BR 15 (Hufriedy do
Brasil, Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

Os seguintes parametros periodontais e peri-implantares foram analisados: 1)
indice de placa visivel - seguindo o indice dicotdmico proposto por Ainamo e Bay
(1975), presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de depdsitos de biofilme, na
regido adjacente a mucosa marginal do implante ou da gengiva marginal do
dente sem utilizagcdo de sonda; 2) indice de sangramento gengival — de acordo
com Ainamo e Bay (1975): presenca ou auséncia de sangramento durante o
percurso da sonda periodontal (PCP UNC-BR 15 Hu-Friedy, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) entre 1-2 mm intrasulcular ao redor dos dentes e implante e sua remocéo
apos 30 segundos; 3) Profundidade de sondagem — por meio de sonda
milimetrada (PCP UNC -BR 15 Hufriedy, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
compreendendo a distancia da margem da gengiva marginal livre até o fundo da
bolsa ou da mucosa marginal até o sulco peri-implantar; 4) Sangramento a
sondagem - presenca ou auséncia do sangramento nos seis sitios dos dentes e
do implante selecinado apds 30 segundos de sondagem; 5) Exsudato e
Supuracdo: presente ou ausente, determinado pela pressao digital da mucosa

da gengiva marginal ou da mucosa peri-implantar (MOMBELLI; LANG, 1994).
4.6 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

4.6.1 Selecao dos sitios dentarios e peri-implantares e coleta de amostras

Apos a profilaxia periodontal e peri-implantar utilizando escova Robson e pasta

abrasiva, as amostras do biofilme bacteriano subgengival e submucosal foram
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coletados de 1 (hum) sitio peri-implantar de maior profundidade clinica de
sondagem e de 2 (dois) sitios dentarios ndo-contiguos mesial e distal ao implante
e de maiores profundidades clinica de sondagem de cada paciente com auxilio
de uma cureta de teflon estéril (HuFriedy, Chicago, IL, USA) para a analise
microbiolégica pelo Checkerboard DNA-DNA (Tabela 1). Logo apds, as amostras
foram transferidas individualmente para tubos de plastico tipo Eppendorf,
identificados com as iniciais de cada paciente contendo 150 ul de solucdo de TE
(10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 7,6). A cada tubo Eppendorf, contendo a
amostra do biofilme subgengival ou submucosal, foram adicionados 0,10 ml de
0,5 M NaOH com auxilio de uma micropipeta de alta perfomance (Peguepet®)
calibrada (ANEXO B). Posteriormente, os tubos foram mantidos em freezer a -
80°C, na sala fria do Luccar (Laboratério de Ultraestrutura e Morfologia Carlos
Alberto Redins), localizado no Prédio Didatico do Ciclo Basico | do Centro de
Ciéncias da Saude, Ufes, até o processamento. O processamento e a analise
das amostras seguiram o método do Checkerboard DNA-DNA Hybridization
descrito por SOCRANSKY et al. (1994).

TABELA 1: DESCRICAO DOS IMPLANTES E DENTES AVALIADOS

Implantes n % Dentes N %
Maxila 9 45,00 Maxila 24 60,00
Arcada , .

Mandibula 11 55,00 Mandibula 16 40,00

Incisivo superior 1 5,00 Incisivo superior 0 0,00

Canino superior 0 0,00  Canino superior 2 5,00

Pré molar superior 8 40,00 Pré molar superior 10 25,00

Regido Mqla}r sgperipr 0 0,00 Mo_lqr Sl_Jperi_or 12 30,00

Incisivo inferior 0 0,00 Incisivo inferior 2 5,00

Canino inferior 0 0,00 Canino inferior 1 2,50

Pré molar inferior 1 5,00 Pré molar inferior 5 12,50

Molar inferior 10 50,00 Molar inferior 8 20,00

. Higido 12 30,00

- N Coroas cimentadas 19 95,00 Restaurado o5 62.5

Condicao clinica 03 750

Coroa aparafusada 1 5,00 Cariado '

Tempo em fungéo 1 a 6 meses 14 70,00
até o momento de 6 meses al ano 0 0,00
analise _1 a2 anos 5 25,00
Acima de 2 anos 1 5,00
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4.6.2 Checkerboard DNA-DNA Hybridization - Extracdo do DNA bacteriano

dos biofilmes

O processamento/analise das amostras foi realizado no Laboratorio de Pesquisa
em Odontologia Il, Microbiologia, Imunologia e Biologia Molecular do Programa
de Pés-graduacdo de Odontologia da Universidade de Guarulhos/UnG em
Guarulhos, Séo Paulo, Brasil, cuja operacionalizacéo foi viabilizada por parceria

interinstitucional.

A identificacéo dos microrganismos presentes no biofilme
subgengival/submucosal dos sitios selecionados foi realizada por meio da
técnica do Checkerboard DNA-DNA Hybridization, descrita por SOCRANSKY et
al. (1994). Esta ténica € um método de diagndstico que oferece vantagens em
relacdo aos métodos tradicionais de cultura microbiana, incluindo a deteccao de
microrganismos de desenvolvimento lento, nutricionalmente exigentes ou
fastidiosos, além de deteccéo da microbiota n&o cultivavel. E também um método
mais rapido que o empregado na técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), pois utiliza varias sondas de DNA de uma unica vez (SIQUEIRA et al.,
2000; MORAES et al., 2002). Outras vantagens da técnica incluem: permitir a
avaliacdo de varias espécies em um grande numero de amostras de uma Unica
vez, permitir a deteccdo de microrganismos menos comuns nao identificaveis
por técnica de cultura microbiana e apresentar alta especificidade (92%), permitir
a deteccdo sem a necessidade de amplificacdo. Entretanto, apresenta algumas
limitagBes como a sensibilidade, ndo sendo uma técnica tdo sensivel quanto ao
PCR, por permitir a deteccdo de um nimero a partir de 104 células, sendo por
isto um método semi-quantitativo, alem de detectar apenas espécies cuja sondas
foram previamente selecionadas (SOCRANSKY et al., 1998; SOCRANSKY et
al., 2004).

A cada tubo de Eppendorf, contendo a amostra de placa subgengival, foram
adicionados 0,15ml de 0,5M NAOH. As suspensdes foram fervidas em banho-
maria por 5 min e em seguidas neutralizadas pela adicdo de 0,8 ml de 5M de
acetato de amodnia, promovendo a lise celular e ficando DNA bacteriano
suspenso na solugcdo. Cada suspensdo de placa contendo DNA livre foi
depositada nas fendas do “Minislot” (IMMUNETICS, Cambridge, MA, USA) e
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transferida para a membrana de nylon o DNA concentrado com carga positiva
(BOEHRINGER MANNHEIM, Indianapolis, IN, USA). A membrana foi removida
do aparato e o DNA depositado na membrana foi entdo fixado na mesma por
intermédio de aquecimento em forno a 120°C por 20 min. As duas Uultimas
canaletas do “Minislot” foram reservadas para a colocagdo dos controles,
contendo uma mistura das espécies de microrganismos que foram investigados
pelas sondas de DNA, em duas concentracdes, 10° e 108 células bacterianas

(Figuras 2 e 3).

Figura 2 - Representagdo grafica do Minislot - Resumo da preparacdo e
deposicao das amostras clinicas de biofilme subgengival bacteriano (Técnica do
Checkerboard DNA-DNA Hybridization).

Amaostra em 150p tampéo TE
pH 7.6+ 100pI NaOH 0,5M

Canaleta E d 10mi
erver durante 10minutos
aberta ‘
Adicionar 800pl de Amonia 5M
Depositar amostras nas
canaletas
Membrana
de Nylon Fixar DNAna membrana a

120°C por 20 min

Fonte: Modificacéo da ilustracdo de Lucena (2014).

Figura 3 - Minislot para as amostras do biofilme subgengival bacteriano

Fonte: Arquivo pessoal LBDP — UnG, Guarulhos — SP (2017).
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4.6.3 Hibridizacao das membranas com as sondas de DNA

Apos fixacdo do DNA nas membranas, essas foram pré-hibridizadas a 42°C por
1 hora numa solucéo de 50% formamida, 1% caseina, 5 X de tampao salina
citrato — SSC(1 x SSC = 150 mMNacCl, 15 mM de citrato de sodio, p 7,0), 25 mM
de fosfato de sddio (pH 6.5) e 0,5 mg/ml de RNA de levedura. Em seguida, cada
membrana foi colocada sob a placa acrilica do “Miniblotter 45” (IMMUNETICS,
Cambridge, MA, USA) com as linhas contendo os DNAs fixados perpendiculares
as canaletas do aparato. O “Miniblotter” contém 45 canaletas que servem cada
uma para a colocagao de uma sonda de DNA (Figuras 4 e 5). As sondas de DNA
foram confeccionadas usando o “random primer digoxigenin labeling Kit”
(BOEHRINGER MANNHEIM), como descrito por FEINBERG e VOGELSTEIN
(1983). A relacdo das 40 cepas bacterianas utilizadas neste estudo para o
preparo das sondas de DNA esta apresentada na tabela 2, selecionadas devido
a sua associacdo com diferentes tipos de doencas e salude periodontais
(HAFFAJEE; SOCRANSKY, 1994). Anteriormente ao seu uso, as sondas foram
testadas com uma mistura controle contendo as espécies investigadas, numa
concentracdo de 10* células bacterianas. Suas concentragcdes foram ajustadas
de tal modo que as intensidades dos sinais de todas as sondas fossem
semelhantes. Cada canaleta do “Miniblotter 45” foi preenchida com 130 ul de
uma determinada sonda, contida numa solucéo de hibridizacéo (45% formamida,
5 X SSC, 20 mM de fosfato de sédio (pH 6.5), 0,2 mg/ml de RNA de levedura,
10% de sulfato de dextrano, 1% caseina e 20 ng/ml de sonda de DNA). As
sondas foram hibridizadas perpendicularmente as linhas contendo o DNA
bacteriano fixadas, propiciando um formato de xadrez com as linhas de DNA,
horizontais, e as sondas, verticais. O aparato contendo as membranas foi
colocado dentro de um saco plastico para evitar a desidratacdo das mesmas. A
hibridizacdo das membranas com as sondas ocorreu a 42°C, durante um periodo

minimo de 20 horas.
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Figura 4 - Representacao grafica do “Miniblotter 45” e resumo das etapas de
hibridizacdo e deteccdo das espécies bacterianas presentes nas amostras de

biofilme subgengival bacteriano.

Pré-hibridizacdo a 42° por 1h em
uma solugdo de formamida

< -
——
Colocagdo de cada membrana com as linhas
| —— : =
e — de DNA perpendiculares as canaletas
S "
O Q Preenchimento das canaletas com 130pl
de uma determinada sonda
-
Membrana de Hibridizagdo das membranas com sondas
Nylon 42°-20n
Membranas removidas do “Miniblotter”
|| 1
P I L por Smin em temperatura

1 L1 L= .
| I ambiente, seguido de duas lavagens de
20 min (65%) — solucdo adstringente

Fonte: Modificacdo da ilustracdo de Lucena (2014).

Figura 5 — Manipulagdo das amostras de biofilme subgengival bacteriano no
“‘Miniblotter 45”

w

Fonte: Arquivo pessoal LBDP — UnG, Guarulhos — SP (2017).




TABELA 2 - RELAGCAO DAS 40 ESPECIES BACTERIANAS USADAS

PARA A OBTENCAO DAS SONDAS DE DNA

Complexo Bacteriano Espécie Cepas

Actinomyces gerencseriae 238602

Azul Actinomyces israelii 238602

Actinomyces naeslundii | 121042

Actinomyces oris 431462

Roxo Actinomyces odontolyticus 179292

Veillonella parvula 107902

Streptococcus gordonii 105582

Streptococcus intermedius 273352

Streptococcus mitis 494562

Streptococcus oralis 350372

Streptococcus sanguinis 105562

. . . 437182+

Aggregatibacter actinomycetemcomitans a+ b 205232

q Capnocytophaga gingivalis 336242

verde Capnocytophaga ochracea 335962

Capnocytophaga sputigena 336122

Eikenella corrodens 238342

Fusobacterium nucleatum sp. polymorphum 109532

Fusobacterium nucleatum sp. vincentii 492562

Laranja Fusobacterium periodonticum 336932

Parvimonas micra 332702

Prevotella intermédia 256112

Prevotella nigrescens 335632

Streptococcus constellatus 27823 2

Campylobater rectus 332382

Eubacterium nodatum 330992

Campilobacter gracilis 332362

Campylobacter showae 511462

Fusobacterium nucleatum sp. nucleatum 255862

Tannerella forsythia 430372

Vermelho Porphyromonas gingivalis 332772
Treponema denticola B1b

Eubacterium saburreum 332712

Gemella morbillorum 278242

Leptotrichia buccalis 142012

Neisseria mucosa 19696 @

o Prevotella melaninogenica 258452

Outras espeécies
Propionibacterium acnes | + li 11827° +

118282

Selenomonas noxia 435412

Streptococcus anginosus 333972
Treponema socranskii S1b

a ATCC (American Type Culture Collection) ; P Forsyth Institute, Boston, MA.
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4.6.4 Deteccao das espécies bacterianas

ApoOs hibridizagdo com as sondas, as membranas foram removidas do
“‘Miniblotter” e lavadas por 5 minutos em temperatura ambiente, seguido de duas
lavagens de 20 minutos, a 65°C, numa solucao adstringente (0,1 X SSC, 0,1%
SDS), a fim de remover sondas que nado hibridizaram completamente. Em
seguida, as membranas foram imersas por 1 hora numa solucéo contendo 0,1 M
acido maleico, 3M NacCl, 0,2 M NaOH, 0,3% Tween 20, 0,5% caseina, pH 8,0, e
por 30 minutos na mesma solugdo contendo o anticorpo anti-digoxigenina
conjugado a fosfatase alcalina (BOEHRINGER MANNHEIM), numa diluicdo de
1/10.000. As membranas foram, entéo, lavadas com uma solucéo de 0,1M acido
maleico, 3M NacCl, 0,2M NaOH, 0.3% Tween 20, pH 8.0, 2 vezes por 20 minutos,
e uma vez por 5 minutos em 0,1M Tris HCI, 0,1M NaCl, 50 mM MgClz, pH 9.5.
Em seguida, as membranas foram incubadas em uma solucdo detectora,
LumiPhos 530 (LUMIGEN, Southfield, MI, USA), por 45 minutos a 37°C.
Finalmente, as membranas foram colocadas em um cassete sob Chassi
radiografico 30 X 40 cm (Konex, Sdo Paulo, SP, Brasil), sobre um filme
radiografico de 18 X 24 cm (Kodak X-OMAT) por, aproximadamente, 40 minutos.
O filme foi revelado manualmente, pelo método convencional tempo-
temperatura, de acordo com orientacbes do fabricante, empregando solucdes
Kodak (Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda, Sdo José dos Campos, SP, Brasil),
mantidas a temperatura de 20°C.

A leitura dos filmes radiograficos foi realizada por um Unico examinador treinado,
da seguinte forma: cada sinal produzido por uma determinada sonda na amostra
de placa foi comparado em intensidade ao sinal produzido pela mesma sonda
nos dois controles contendo 10° e 108 bactérias. A sensibilidade foi ajustada para
permitir a deteccéo de 10 células das espécies que estavam sendo avaliadas

pelo ajuste de concentracdo da sonda de DNA.

A fim de faciltar a anotacdo dos resultados em fichas elaboradas
especificamente para esse fim, foram empregados 0s seguintes escores: escore
0: quando n&do houver deteccdo do sinal de quimuioluminiscéncia; escore 1:
equivale a um sinal menos intenso que o controle de 10° células; escore 2:
equivale a aproximadamente 10° células; escore 3: entre 10° e 10° células;

escore 4 aproximadamente 10° células e escore 5: mais de 10° células. Estes
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registros foram entdo utilizados para determinar os niveis das diferentes
espécies investigadas no estudo, expressos em nivel médio de cada espécie

(contagem) em cada sitio (tabela 3).

TABELA 3 - CONVERSAO DOS ESCORES EM VALORES
NUMERICOS PARA CADA MICRORGANISMO AVALIADO NAS
AMOSTRAS DE BIOFILME BACTERIANO OBTIDAS DOS IMPLANTES
E DOS DENTES, IN VIVO, PELA TECNICA CHECKERBOARD DNA-
DNA HYBRIDIZATION.

Escore Nivel_de detepgéo .Nl:ImEI’O' de

do microrganismo microrganismos
0 Nao detectado 0
1 Menos de 105 células 10.000 (1x10%
2 Aproximadamente 105 células 100.000 (1x10°)
3 Entre 105a 108 células 500.000 (5x10°)
4 Aproximadamente 106 células 1.000.000 (1x10°)
5 Mais de 109 células 10.000.000 (1x107)

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos foram realizados pelo programa IBM SPSS Statistics

versao 24.

A descricao dos resultados periodontais e microbiolégicos foram apresentados
pela frequéncia observada, porcentagem, mediana, média e desvio padréo. Para
cada implante avaliado foi preenchida uma ficha de coleta de dados,
especialmente desenvolvida para este estudo, com todas as variaveis a serem
obtidas. A andlise estatistica dos dados descreveu o perfil dos pacientes (idade,
sexo, escolaridade, renda individual), habitos de vida, salde em geral,

caracteristicas estruturais dos implantes e parametros clinicos e microbiolégicos.

A associacdo dos parametros clinicos periodontais, peri-implantares e de
microbiota entre as regides foi realizada pelo teste do Qui-quadrado de Pearson
e Exato de Fisher. E a comparacéao das propor¢cdes dos parametros em cada

regido se utilizou o teste do qui-quadrado para uma amostra.
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O teste de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis compararam os parametros
clinicos periodontais e de microbiota entre as regides. Quando o teste de
Kruskal-Wallis apresentou significancia se utilizou o teste de comparacdes

multiplas de Duncan.

O teste Binomial para duas propor¢des comparou as proporcdes de bactérias

nos complexos entre as regioes.

O nivel de significancia adotado para todas as analises foi igual a 5% (p<0,050),

com um nivel de confianca de 95% para os resultados apresentados.

A Hipotese nula considerou ndo haver correlacdo entre os dados clinicos e

microbioldgicos entre as regides.
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5 RESULTADOS

Os participantes foram avaliados em um Unico momento, onde 75,00% séo do
sexo feminino. 40,00% tém ensino médio completo. 50,00% recebem mais de 1
e menos de 3 salarios minimos individuais. 75,00% n&o tém habitos
parafuncionais. 65,00% tém saude oral regular. 60,00% escovam entre 3 a 4
vezes ao dia e 95,00% usam fio dental diariamente. A média de idade foi de 54,4
anos (x DP 6,6 anos) e a média de frequéncia de uso de fio dental por dia foi de

2,4 (+ DP 1,1) (Tabela 4).

TABELA 4: DESCRICAO SOCIOECONOMICA E DE HABITOS
N %

Feminino 15 75,00
Masculino 5 25,00
Ensino fundamental 6 30,00
Ensino médio incompleto 1 5,00
Escolaridade Ensino médio completo 8 40,00
1
4
6

Sexo

Superior incompleto 5,00

Superior completo 20,00

Até 1 salario minimo 30,00
Mais de 1 e menos de 3

salarios minimos 10 50,00
Renda individual Mais de 3 e menos deb5 0 0.00
salarios minimos '

50u rr:]”niar:ismsoaslanos 4 20,00

Habitos Ausente 15 75,00
parafuncionais Presente 5 25,00
Saude oral Boa ! 35,00
Regular 13 65,00

1a?2vezes 5 25,00

Escovacao diaria 3 a4 vezes 12 60,00
Mais de 4 vezes 3 15,00

. Sim 19 95,00

Fio dental e 1 5.00
Mediana 'E/il%d;e)l

Idade 54,5 54,4 (6,6)

Frequéncia do uso do fio dental por dia 2,5 2,4 (1,1)
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A profundidade de sondagem de 4,0 a 5,0mm teve uma predominancia de 60%
nos implantes, o mesmo ocorrendo para o nivel de insercdo clinica desta
variavel. A profundidade de sondagem no dente proximal de 4,0 a 5,0mm
apresentou 78,95% em relacdo ao nivel de insercdo clinica = 6,0mm com

associacao estatisticamente significante. (p=0,019).

No dente distal, bem como no total das regides, a profundidade de sondagem foi
semelhante ao nivel de insercdo clinica, porém sem nenhuma significancia
(Tabela 5).

TABELA 5: ASSOCIACAO DA PROFUNDIDADE DE
SONDAGEM E NIVEL DE INSERCAO CLINICO EM CADA
REGIAO E NO TOTAL

Categoria da

profundidade de N % Valor p*
sondagem
4,0 a5,0mm 12 60,00
P 1 H 1
Implante S 2 6,0mm 8 40,00 0,503
P e 4.0 a5,0mm 12 6000
2 6,0mm 8 40,00 '
4,0 a 5,0mm 15 78,95
Dente PS 2 6,0mm 4 21,05 0,019
proximal 4,0 a5,0mm 13 68,42
NIC 2 6,0mm 6 31,58 0.167
4,0 a5,0mm 9 47,37
Dente PS = 6,0mm 10 52,63 0,999
distal 4,0 a 5,0mm 9 47,37
NIC 2 6,0mm 10 52,63 0,999
4,0 a5,0mm 36 62,07
PS 0,087
2 6,0mm 22 37,93
Total
4,0 a5,0mm 34 58,62
NIC 0,237
2 6,0mm 24 41,38

(*) Teste do qui-quadrado para uma amostra; Estatisticamente
significativo se p < 0,050
PS - Profundidade de sondagem; NIC - Nivel de insercéo clinico

AlteracOes estatisticamente significantes (p<0,001) no indice de placa visivel
(IPV) entre o implante, dente proximal e dente distal foram observadas, enquanto
que nao houve diferenca entre as quantidades de sangramento a sondagem

entre essas regides (Tabela 6).
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TABELA 6: COMPARACAO DAS QUANTIDADES
DE INDICE DE PLACA VISIVEL E INDICE

SANGRAMENTO A SONDAGEM ENTRE AS

REGIOES
Regido Msgisalodsos Valor p*
Implante 12,132
IPV Dente proximal 39,88b < 0,001
Dente distal 39,50b
Implante 31,43
ISS Dente proximal 27,73 0,667
Dente distal 32,35

(*) Teste de Kruskal-Wallis; Letras diferentes indicam
diferencas entre os postos (Teste de comparacfes
multiplas de Duncan)

IPV - Indice de placa visivel; ISS - indice de
sangramento a sondagem

As associacdes das bactérias entre as regibes foram avaliadas quanto a
profundidade de sondagem de bolsa maior ou igual a 4,0. Nao houve associacdo
significativa de bactérias detectaveis com profundidade de sondagem entre as
regibes. Portanto, ter bactéria presente e profundidade de sondagem de bolsa
de 4,0 ou mais independe das regides (Tabela 7).
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TABELA 7: ASSOCIACAO DAS BACTERIAS PRESENTES E RELACIONADAS A
PROFUNDIDADE DE SONDAGEM ENTRE AS REGIOES

(CONTINUA)

. Regiédo
Categoria da

Complexo Bactéria profundidade Implante Dente proximal Dente  Valor

1 *
de sondagem distal P
n % N % n %
Porphyromonas 4,0a50mm 3 60,00 8 66,67 4 36,36 0372
gingivalis '
2 6,0mm 2 40,00 4 33,33 7 63,64
vermelho T;?a?]ct)iggga #0as0mm S 60,009 81,82 4 5000 594
2 6,0mm 2 40,00 2 18,18 4 50,00
Tannerella 40a50mm 2 100,00 6 75,00 3 50,00
forsythia 0.462
2 6,0mm 0 0,00 2 25,00 3 50,00
Streptococcus 4,0a50mm 5 6250 8 66,67 3 42,86 0615
constellatus '
2 6,0mm 3 3750 4 33,33 4 57,14
Eubacterium 40a50mm 2 66,67 7 63,64 3 37,50 0503
dat '
nodatum >60mm 1 3333 4 36,36 5 62,50
F.n. 40a50mm 5 5556 10 71,43 7 43,75
(sp.vincentii) 0,330
2 6,0mm 4 4444 4 28,57 9 56,25
Campylobacter 4,0a50mm 3 60,00 8 72,73 3 42,86 0556
rectus >60mm 2 40,00 3 27,27 4 57,14
Parvimonas 40a50mm 6 7500 10 76,92 5 41,67 0163
micra >60mm 2 2500 3 23,08 7 58,33
Prevotella 40a50mm 3 50,00 9 69,23 8 53,33 0.652
nigrescens '
2 6,0mm 3 50,00 4 30,77 7 46,67
F.n. (sp. 40a50mm 4 57,14 8 72,73 4 44,44
0,487
polymorphum)
2 6,0mm 3 4286 3 27,27 5 55,56
Campylobacter 4,0a50mm 5 62,50 9 69,23 4 44,44 0.571
showae !
2 6,0mm 3 3750 4 30,77 5 55,56
Fusobacterium 4,0a50mm 5 7143 8 66,67 7 58,33 0.899
periodonticum '
2 6,0mm 2 2857 4 33,33 5 41,67
Fusobacterium 4 0a50mm 2 66,67 6 60,00 4 66,67
nucleatum (sp. 0,999
nucleatum) > 6,0mm 1 3333 4 40,00 2 33,33

(*) Teste do qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher; Estatisticamente significativo se p <
0,050
Nota: Foram consideradas apenas as bactérias com cédigo igual ou acima de 3



62

TABELA 7: ASSOCIAGAO DAS BACTERIAS PRESENTES E RELACIONADAS A
PROFUNDIDADE DE SONDAGEM ENTRE AS REGIOES

(CONTINUACAO)

) Regido
Categoria da Dente valor
Complexo Bactéria profundidade Implante . Dente distal .
proximal p
de sondagem
n % n % n %
. 40a50mm 0 000 O 000 O 0,00
Campylobacter gracilis -
2 6,0mm 1 000 1 100,00 2 100,00
Prevotella intermedia 4,0a5,0mm 3 6000 9 6923 6 4615 0,634
2 6,0mm 2 40,00 4 30,77 7 5385
Streptococcus 4,0 a 5,0mm 3 7500 8 80,00 2 28,57 0077
sanguinis >60mm 1 2500 2 2000 5 7143
Streptococeus oralis 40a50mm 5 71,43 2 50,00 7 63,64 0,675
2 6,0mm 2 2857 2 5000 4 36,36
Streptococcus 40a50mm 3 6000 8 7273 5 5556 0.864
intermedius >60mm 2 40,00 3 2727 4 44,44
Streptococcus gordonii 40a50mm 6 7500 8 6667 4 50,00 0,692
2 6,0mm 2 2500 4 3333 4 50,00
Streptococcus mitis 40a50mm 2 6667 5 8333 2 50,00 0,748
2 6,0mm 1 3333 1 16,67 2 50,00
1
Veillonella parvula 40a50mm 9 64,29 3 76,47 8 47,06 0,239
2 6,0mm 5 3571 4 2353 9 5294
Roxo 1
Actinomyces 4,0 a 5,0mm 4 66,67 73,33 5 5556
odontolyticus 1 0,784
= 6,0mm 2 3333 4 2667 4 44,44
_Aggregatibacter 40a50mm 1 5000 8 8000 2 40,00
actinomycetemcomitans 0,268
sorotipo a. 2 6,0mm 1 50,00 2 20,00 3 60,00
Capnocytophaga ~ 40a50mm 3 5000 . 7692 6 4615 0,260
ochraceae '
2 6,0mm 3 50,00 3 2308 7 5385
40a50mm 6 6667 7 6364 3 42,86
Verde Capn.ocytophaga 0,690
gingivalis
2 6,0mm 3 3333 4 3636 4 57,14
. 40a50mm 3 50,00 7 77,78 2 40,00
Eikenella corrodens 0,322
2 6,0mm 3 5000 2 2222 3 60,00
Capnocytophaga 4,0 a 5,0mm 4 50,00 8 66,67 6 46,15 0.669
sputigena '
2 6,0mm 4 5000 4 3333 7 5385

(*) Teste do Qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher; (-) Estatistica ndo computada porque
s6 ha casos em um grupo; Estatisticamente significativo se p < 0,050

Nota: Foram consideradas apenas as bactérias com codigo igual ou acima de 3
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TABELA 7: ASSOCIACAO DAS BACTERIAS PRESENTES E RELACIONADAS A

PROFUNDIDADE DE SONDAGEM ENTRE AS REGIOES

(CONCLUSAO)
. Regi&o
Categoria da Dente valor
Complexo Bactéria profundidade Implante . Dente distal .
d proximal p
e sondagem
N % n % n %
Actinomyces 4,0 a5,0mm 8 80,00 11 73,33 6 42,86 0123
naeslundii | ’
2 6,0mm 2 20000 4 26,67 8 57,14
Actinomyces 4,0 a5,0mm 2 50,00 8 66,67 5 41,67 0473
erencseriae ’
Azul g 2 6,0mm 2 50,00 4 33,33 7 58,33
Actinomyces 4,0 a 5,0mm 3 75,00 8 66,67 4 40,00 0484
israelii !
2 6,0mm 1 2500 4 33,33 6 60,00
Actinomyces oris 4,0 a5,0mm 3 50,00 10 76,92 5 41,67 0,200
2 6,0mm 3 50,00 3 23,08 7 58,33
4,0 a5,0mm 6 75,00 10 71,43 4 50,00
Treponem_fa 0,608
socranskii
2 6,0mm 2 2500 4 2857 4 50,00
saburreum 0,999
2 6,0mm 0 0,00 1 50,00 1 33,33
anginosus 0,407
2 6,0mm 0 0,00 3 30,00 4 57,14
) _ 4,0 a5,0mm 8 66,67 10 71,43 5 50,00
Neisseria mucosa 0,618
2 6,0mm 4 33,33 4 2857 5 50,00
Outras Selenomonas 4,0 a 5,0mm 3 50,00 8 72,73 7 53,85 0.624
espécies noxia '
2 6,0mm 3 50,00 3 27,27 6 46,15
0,999
acnes | + Il
2 6,0mm 2 40,00 2 2857 3 42,86
Prevotella 4,0 a5,0mm 3 7500 8 66,67 5 4545
melaninogenica 0,569
2 6,0mm 1 2500 4 33,33 6 54,55
Gemella 4,0 a5,0mm 2 66,67 7 6364 4 57,14
. 0,999
morbillorum
2 6,0mm 1 3333 4 36,36 3 42,86
inhi 4,0 a5,0mm 3 7500 8 80,00 5 41,67
Leptotrlqh|a 0.175
buccalis
2 6,0mm 1 2500 2 20,00 7 58,33

(*) Teste do Qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher; Estatisticamente significativo se p <

0,050

Nota: Foram consideradas apenas as bactérias com cddigo igual ou acima de 3
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N&o houve associagdo estatisticamente significante entre presenca de bactérias
com o nivel de insercao clinico entre as regifes. Portanto, ter bactéria presente

e nivel de insercéo clinico de 4,0 ou mais independe das regides (Tabela 8).

TABELA 8: ASSOCIAGCAO DAS BACTERIAS PRESENTES E NOS COMPLEXOS
MICROBIANOS COM NIVEL DE INSERCAO CLINICO ENTRE AS REGIOES

(CONTINUA)
Categoria Regiao
Complexo Bactéria do nivel de Imolante Dente Dente Valor
P insercéo P proximal distal p*
clinico n % N % N %
40a
Porphyromonas 5.0mm 3 60,00 6 50,00 4 36,36 0.691
gingivalis >60mm 2 4000 6 50,00 7 6364
4,0a
vermelho Téi%%giga 5,0mm 3 60,00 7 63,64 4 50,00 0,868
2 6,0mm 2 40,00 4 36,36 4 50,00
4
Tannerella 5 O?n?n 2 100,00 5 6250 3 50,00 0.790
forsythia >60mm O 000 3 3750 3 50,00
4,0a
Streptococcus 5 Omm 5 62,50 8 66,67 3 42,86 O 615
constellatus ' :
2 6,0mm 3 37,50 4 33,33 4 57,14
40a
Eubacterium 50mm 2 66,67 5 45,45 3 37,50 0.850
nodatum ' :
2 6,0mm 1 33,33 6 5455 5 62,50
40a
F.n. ] Somm 5 5556 9 6420 7 4375 0,557
sp.vincentii
(sp ) >60mm 4 4444 5 3571 9 5625
4,0a
Campylobacter 5.0mm 3 6000 6 5455 3 4286 0.999
rectus ’
2 6,0mm 2 40,00 5 45,45 4 57,14
4,0a
Parvimonas somm 6 7500 8 6154 5 4167
micra ' ’
2 6,0mm 2 25,00 5 38,46 7 58,33
Prevotella w08 3 5000 7 5385 8 5333 006
nigrescens ' ’
g >60mm 3 5000 6 4615 7 46,67
40a
IF.n. (SE 5.0mm 4 57,14 6 54,55 4 44,44 0.999
olymorphum '
polymorphum) 6 omm 3 4286 5 4545 5 5556
4,0a
Campylobacter 5.0mm 5 6250 7 53,85 4 4444 0.806
showae !

26,0mm 3 3750 6 46,15 5 5556

(*) Teste do qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher; Estatisticamente significativo se
p < 0,050
Nota: Foram consideradas apenas as bactérias com codigo igual ou acima de 3
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TABELA 8: ASSOCIACAO DAS BACTERIAS PRESENTES E NOS COMPLEXOS
MICROBIANOS COM NIVEL DE INSERGAO CLINICO ENTRE AS REGIOES

(CONTINUACAO)

Categoria do Regido
. nivel de Dente , Valor
Complexo Bactéria insercio Implante proximal Dente distal p*
clinico n % N % n %
Fusobacterium 4,0 a 5,0mm 5 71,43 6 50,00 7 58,33 0738
periodonticum '
= 6,0mm 2 2857 6 50,00 5 41,67
Fusobacterium 40a50mm 2 6667 4 4000 4 66,67
nucleatum (sp. 0,577
nucleatum) 2 6,0mm 1 3333 6 6000 2 33,33
.. 40a50mm O 000 O 0,00 0,00
Campylobacter gracilis -
> 6,0mm 1 000 1 100,00 2 100,00
) ) 40a50mm 3 6000 7 5385 6 46,15
Prevotella intermedia 0,999
> 6,0mm 2 40,00 6 46,15 7 53,85
Streptococcus 4,0 a 5,0mm 3 75,00 6 60,00 2 28,57 0323
sanguinis ,
> 6,0mm 1 2500 4 4000 5 71,43
) 40a50mm 3 4286 2 5000 5 4545
Streptococcus oralis 0,999
> 6,0mm 4 57,14 2 50,00 6 5455
Streptococcus 4,0 a 5,0mm 3 60,00 6 5455 5 55,56 0999
intermedius '
> 6,0mm 2 40,00 5 4545 4 44,44
. 40a50mm 6 7500 6 5000 4 50,00
Streptococcus gordonii 0,621
= 6,0mm 2 2500 6 50,00 4 50,00
" 40a50mm 2 66,67 4 6667 2 50,00
Streptococcus mitis 0,999
= 6,0mm 1 3333 2 3333 2 50,00
. 40a50mm 9 64,29 11 64,71 8 47,06
Veillonella parvula 0,612
= 6,0mm 5 3571 6 3529 9 5294
Roxo
Actinomyces 4,0a5,0mm 4 66,67 9 60,00 5 55,56 0999
odontolyticus '
2 6,0mm 2 3333 6 40,00 4 44,44
~Aggregatibacter 40a50mm 1 5000 6 6000 2 40,00
actinomycetemcomitans 0,793
sorotipo a. 2 6,0mm 1 5000 4 40,00 3 60,00
Verde
Capnocytophaga 40a50mm 3 50,00 8 6154 6 46,15 0.896
ochraceae '
2 6,0mm 3 5000 5 3846 7 53,85

(*) Teste do qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher; Estatisticamente significativo se

p < 0,050

Nota: Foram consideradas apenas as bactérias com cédigo igual ou acima de 3
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TABELA 8: ASSOCIACAO DAS BACTERIAS PRESENTES E NOS COMPLEXOS
MICROBIANOS COM NIVEL DE INSERGCAO CLINICO ENTRE AS REGIOES

(CONCLUSAO)
Categoria do Regido
Complexo Bactéria nivel de Implante Dente Dente Valor
P insercao P proximal distal p*
clinico N % n % n %
Capnocytophaga 4,0a50mm 6 66,67 5 4545 3 4286 0623
gingivalis >6,0mm 3 3333 6 5455 4 57,14
Verde Elker;ella 40a50mm 3 50,00 5 5556 2 40,00 0.999
corrodens >6,0mm 3 50,00 4 4444 3 60,00
Capnocytophaga 4,0a50mm 4 50,00 6 50,00 6 46,15 0.999
sputigena >6,0mm 4 50,00 6 5000 7 5385
Actinomyces 40a50mm 8 80,00 9 6000 6 4286 0.207
naeslundii | > 6,0mm 2 2000 6 4000 8 57,14
Actinomyces 40a50mm 2 50,00 6 5000 5 41,67 0999
ol gerencseriae >6,0mm 2 5000 6 5000 7 5833
Actinomyces 40a50mm 3 7500 6 50,00 4 40,00 0520
israelii >6,0mm 1 2500 6 5000 6 60,00
Actinomyces oris 40a50mm 3 50,00 8 6154 5 41,67 0.725
>6,0mm 3 50,00 5 3846 7 58,33
Treponema 4,0 a5,0mm 6 75,00 8 57,14 4 50,00 0710
socranskii >6,0mm 2 2500 6 42,86 4 50,00
Eubacterium  4.0a50mm 1 108'0 1 5000 2 6667 oo
saburreum >60mm O 000 1 5000 1 3333
100,0
Streptococcus 4,0 a5,0mm 2 0 6 60,00 3 4286 0438
angmnosus >60mm 0 000 4 4000 4 5714
Neisseria mucosa  #0250mm 8 66,67 8 57,14 5 50,00 0.769
>6,0mm 4 3333 6 42,86 5 50,00
OUFFQS Selenomonas 40a50mm 3 5000 7 6364 7 5385 0801
especies i ’
. noxia > 6,0mm 3 50,00 4 3636 6 46,15
Propionibacterium 4,0a50mm 3 6000 3 4286 4 5714 oo
acnes |+l >60mm 2 4000 4 5714 3 42,86
Prevotella 40a50mm 3 7500 7 5833 5 4545 .
melaninogenica >6,0mm 1 2500 5 41,67 6 5455
Gemella 4,0 a5,0mm 2 66,67 5 4545 4 57,14 0.999
morbillorum >60mm 1 3333 6 5455 3 42.86
Leptotrichia 40a50mm 3 7500 6 60,00 5 41,67 0.659
buccalis >60mm 1 2500 4 40,00 7 5833

(*) Teste do qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher; Estatisticamente significativo

se p < 0,050

Nota: Foram consideradas apenas as bactérias com codigo igual ou acima de 3
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As bactérias Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Streptococcus
constellatus, Eubacterium nodatum, F. n. (sp.vincentii), Campylobacter rectus,
Parvimonas micra, Prevotella nigrescens, F.n. (sp. polymorphum),
Campylobacter showae, Fusobacterium periodonticum, Fusobacterium
nucleatum (sp. nucleatum), Prevotella intermedia, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus intermedius, Streptococcus gordonii, Veillonella parvula,
Actinomyces odontolyticus, Aggregatibacter actinomycetemcomitans sorotipo a.,
Capnocytophaga sputigena, Actinomyces naeslundii I, Actinomyces
gerencseriae, Actinomyces israelii, Actinomyces oris, Treponema socranskii,
Neisseria mucosa, Selenomonas noxia, Propionibacterium acnes | + |lI,
Prevotella melaninogenica e Leptotrichia buccalis apresentaram diferencas
estatisticamente significantes com as quantidades de placa visivel (IPV) entre as
regides dos dentes proximal e distal obtiveram maiores valores de IPV, com
excecdo da bactéria Aggregatibacter actinomycetemcomitans sorotipo a, onde

esta obteve maior quantidade de IPV para a regido do dente distal (Tabela 9).

TABELA 9: COMPARACAO DAS QUANTIDADES DE INDICE DE PLACA
VISIVEL RELACIONADA COM CADA BACTERIA DO COMPLEXO
MICROBIANO ENTRE AS REGIOES

(CONTINUA)
Média dos postos
Complexo Bactéria Regido do indice de placa  Valor p*
visivel
Poroh Implante 3,802
orphyromonas Dente proximal 15,42b < 0,001
gingivalis i
Dente distal 20,46b
T Implante 4,402
Vermelho reponema Dente proximal 15,33b 0,005
denticola i
Dente distal 16,11b
T I Implante 2,75
annerelia Dente proximal 9,83 0,106
forsythia .
Dente distal 11,00
Implante 5,132
Streptococcus  po e proximal 17,23b <0,001
constellatus
Dente distal 21,25b

(*) Teste de Kruskal-Wallis; abc. Letras diferentes indicam diferencas entre as
médias dos postos (Teste de comparacdes mdltiplas de Duncan); (**) Teste de
Mann-Whitney; Estatisticamente significativo se p < 0,050

Nota: Foram consideradas apenas as bactérias com cédigo igual ou acima de 3



TABELA 9: COMPARACAO DAS QUANTIDADES DE INDICE DE PLACA
VISIVEL RELACIONADA COM CADA BACTERIA DO COMPLEXO
MICROBIANO ENTRE AS REGIOES

(CONTINUACAO)

Média dos postos

Complexo Bactéria Regido do indice de Valor p*
placa visivel
Eub ) Implante 2,67a
ubacterium .
nodatum Dente proximal 11,83b 0,002
Dente distal 16,67b
Implante 6,28a
PN Dente proximal 24,93b < 0,001
(sp.vincentii)
Dente distal 25,32b
Implante 3,70a
Campylobacter oo proximal 14,33b 0,001
rectus ]
Dente distal 16,81b
) Implante 5,63a
Parr\r/]l:?%nas Dente proximal 20,04b < 0,001
Dente distal 23,42b
Implante 4,58a
Prevotella e proximal 21,11b 0,001
nigrescens
Dente distal 21,44b
Implante 4,79a
F.n. (sp. .
Dente proximal 17,33b < 0,001
polymorphum) i
Dente distal 19,35b
Implante 5,19a
Campylobacter oo proximal 19,57b <0,001
showae
Dente distal 21,25b
) Implante 5,50a
Fusobacterium o0 brovimal 19,81b 0,001
periodonticum ]
Dente distal 20,38b
Fusobacterium Implante 3,17a
nucleatum (sp.  Dente proximal 10,60b 0,020
nucleatum) Dente distal 13,50b
Dente proximal 1,50
Campylo_pacter p ! 0,999%*
gracilis Dente distal 1,50
I Implante 4,50a
Prevotella Dente proximal 19,71b 0,003
intermedia i
Dente distal 18,75b
Implante 3,00a
Streptocpgcus Dente proximal 12,23b 0,001
sanguinis
Dente distal 16,19b

(*) Teste de Kruskal-Wallis; abc. Letras diferentes indicam diferencas entre as
médias dos postos (Teste de comparagfes mdltiplas de Duncan); (**) Teste de
Mann-Whitney; Estatisticamente significativo se p < 0,050

Nota: Foram consideradas apenas as bactérias com codigo igual ou acima de 3



TABELA 9: COMPARACAO DAS QUANTIDADES DE INDICE DE PLACA

VISIVEL
MICROBIANO ENTRE AS REGIOES

RELACIONADA COM CADA BACTERIA DO COMPLEXO

(CONTINUACAO)

Média dos
- x postos do "
Complexo Bactéria Regiéao indice de Valor p
placa visivel
Dente 514
Streptococcus oralis proximal ’ 0,276**
Dente distal 7,50
Implante 3,902
S.treptococ_:cus Dente 15.17b 0,002
intermedius proximal
Dente distal 17,65b
Implante 5,312
Streptococcus gordonii Def‘te 19,35b < 0,001
proximal
Dente distal 19,00b
Implante 3,00
Streptococcus mitis Def“e 9,00 0,080
proximal
Dente distal 9,60
Implante 8,712
Veillonella parvula Def‘te 31,78b < 0,001
proximal
Dente distal 32,28b
Roxo
Implante 4,672
Actmomy_ces Dente 18.22b 0,002
odontolyticus proximal
Dente distal 20,85b
Implante 1,508
Aggregatibacter Dente
actinomycetemcomitans . 9,36b 0,015
) proximal
sorotipo a.
Dente distal 14,00c
Implante 4,422
Capnocytophaga Dente 20.29b 0,001
ochraceae proximal
Dente distal 20,32b
Verde
Implante 5,442
Capn.ocytophaga Dente 18,50b <0,001
gingivalis proximal
Dente distal 20,50b
Implante 3,832
. Dente
Eikenella corrodens proximal 13,10b 0,001
Dente distal 16,50b

(*) Teste de Kruskal-Wallis; abc. Letras diferentes indicam diferencas entre as
médias dos postos (Teste de comparacdes mdltiplas de Duncan); (**) Teste de

Mann-Whitney; Estatisticamente significativo se p < 0,050

Nota: Foram consideradas apenas as bactérias com cédigo igual ou acima de 3
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TABELA 9: COMPARACAO DAS QUANTIDADES DE INDICE DE PLACA

VISIVEL RELACIONADA COM CADA BACTERIA DO COMPLEXO
MICROBIANO ENTRE AS REGIOES
(CONCLUSAOQ)
Média dos postos
Complexo Bactéria Regido do indice de placa Valor p*
visivel
Implante 5,312
Verde Capsnouct?/tgﬂZaga Dente proximal 22,50b < 0,001
putg Dente distal 21,07b
Actinomyces Implantg 6,50%
naeslundii | Dente prqual 25,34b < 0,001
Dente distal 26,03b
Actinomyces Implantg 4,25°
gerencseriae Dente prqual 16,81b 0,018
Azl Dente distal 17,65b
Implante 3,752
Actinomyces israelii Dente proximal 14,88b 0,009
Dente distal 17,95b
Implante 4,582
Actinomyces oris Dente proximal 19,00b 0,002
Dente distal 20,58b
Implante 5,192
Treponema socranskii Dente proximal 20,00b < 0,001
Dente distal 20,72b
_ Implante 2,00
Eubacterium Dente proximal 5,00 0,298
saburreum i
Dente distal 3,00
Implante 2,50
Streptiococcus Dente proximal 10,86 0,066
anginosus ]
Dente distal 13,31
Implante 7,212
Neisseria mucosa Dente proximal 23,73b < 0,001
Dente distal 27,14b
Implante 3,922
Outras . .
espécies Selenomonas noxia Dente prO_X|maI 19,29b 0,001
Dente distal 19,50b
o _ Implante 4,00a
Propionibacterium Dente proximal 13,13b 0,012
acnes | + I
Dente distal 13,25b
Implante 4,632
Pre_votella_ Dente proximal 15,54b 0,021
melaninogenica i
Dente distal 17,88b
Implante 3,50
Gemella morbillorum Dente proximal 13,17 0,055
Dente distal 13,44
Implante 3,882
Leptotrichia buccalis Dente proximal 15,23b 0,013
Dente distal 17,15b

(*) Teste de Kruskal-Wallis; abc. Letras diferentes indicam diferencas entre as
médias dos postos (Teste de compara¢des mdltiplas de Duncan); (**) Teste de
Mann-Whitney; Estatisticamente significativo se p < 0,050
Nota: Foram consideradas apenas as bactérias com codigo igual ou acima de 3
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As comparagdes com as quantidades de sangramento a sondagem em relacéo
as bactérias dos complexos microbianos foram consideradas semelhantes entre

as regides (Tabela 10).

TABELA 10: QOMPARAC}AO DAS  QUANTIDADES DE
SANGRAMENTO A SONDAGEM RELACIONADO COM CADA
BACTERIA DOS COMPLEXOS MICROBIANOS ENTRE AS REGIOES

(CONTINUA)
Média dos postos do
Complexo Bactéria Regido indice de R Valor p*
sangramento a
sondagem
Porphvromonas Implante 17,40
gin)g/givalis Dente proximal 14,69 0,837
Dente distal 15,58
Treponema Implante 12,90
Vermelho de?mticma Dente proximal 13,63 0,980
Dente distal 13,67
Implante 8,00
Tannerella forsythia Dente proximal 10,17 0,837
Dente distal 9,07
s Implante 18,19
treptococeus Dente proximal 13,23 0,405
constellatus i
Dente distal 14,69
b ) Implante 12,67
Eubacterium — po 0 broximal 12,42 0,998
nodatum )
Dente distal 12,56
Implante 22,11
F. n. (sp.vincentii) Dente proximal 19,17 0,749
Dente distal 22,03
lob Implante 14,50
Campylobacter o0 roximal 13,75 0,609
rectus .
Dente distal 10,94
Implante 20,31
Parvimonas micra  Dente proximal 16,61 0,705
Dente distal 18,08
b el Implante 19,00
revotetia Dente proximal 18,25 0,989
nigrescens i
Dente distal 18,53
Implante 16,14
F.n. (sp. .
Dente proximal 15,63 0,763
polymorphum) i
Dente distal 13,45

(*) Teste de Mann-Whitney; Estatisticamente significativo se p < 0,050
Nota: Foram consideradas apenas as bactérias com cédigo igual ou acima de 3



TABELA 10: COMPARACAO DAS QUANTIDADES DE SANGRAMENTO A
SONDAGEM RELACIONADO COM CADA BACTERIA DOS COMPLEXOS
MICROBIANOS ENTRE AS REGIOES

(CONTINUACAO)

Média dos postos do

Complexo Bactéria Regido indice de R Valor p*
sangramento a
sondagem
Implante 16,31
Campylobacter o e broximal 16,79 0,088
showae
Dente distal 16,25
. Implante 16,14
Fusobacterium o broimal 18,85 0,654
periodonticum
Dente distal 15,62
Fusobacterium Implante 12,17
nucleatum (sp. Dente proximal 11,90 0,305
nucleatum) Dente distal 7,79
Dente proximal 1,50
Campqut_)acter p . 0,999**
gracilis Dente distal 1,50
Implante 17,40
Prevotella intermedia Dente proximal 17,96 0,841
Dente distal 15,89
Implante 11,25
Streptococeus e proximal 12,50 0,938
sanguinis
Dente distal 11,69
. Dente proximal 6,29
Streptococcus oralis : 0,697**
Dente distal 5,50
Implante 14,80
S.treptococl:cus Dente proximal 14,75 0,796
intermedius
Dente distal 12,70
Streptococcus Implantg 16,88 0.494
gordonii Dente prqual 16,62 ,
Dente distal 12,67
Implante 10,17
Streptococcus mitis  Dente proximal 9,00 0,227
Dente distal 5,30
Implante 27,79
Veillonella parvula  Dente proximal 23,92 0,747
Dente distal 25,31
Roxo Implante 15,92
Actmomy_ces Dente proximal 17,34 0,869
odontolyticus
Dente distal 15,50

(*) Teste de Mann-Whitney; Estatisticamente significativo se p < 0,050

Nota: Foram consideradas apenas as bactérias com cédigo igual ou acima de 3
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TABELA 10: COMPARAGAO DAS QUANTIDADES DE SANGRAMENTO A
SONDAGEM RELACIONADO COM CADA BACTERIA DOS COMPLEXOS
MICROBIANOS ENTRE AS REGIOES

(CONTINUACAO)

Média dos postos
do indice de

Complexo Bactéria Regido R Valor p*
sangramento a
sondagem
Aggregatibacter Implante 10,00
actinomycetemcomitans  Dente proximal 10,91 0,654
sorotipo a. Dente distal 8,33
c h Implante 19,00
apnocytophaga Dente proximal 17,82 0,864
ochraceae i
Dente distal 16,54
c h Implante 15,44
Verde apn.ocytop. aga Dente proximal 15,71 0,821
gingivalis .
Dente distal 13,44
Implante 11,17
Eikenella corrodens Dente proximal 12,85 0,604
Dente distal 9,58
c h Implante 20,38
apnocytophaga Dente proximal 18,85 0,556
sputigena .
Dente distal 15,86
Implante 21,10
Actinomyces naeslundiil  Dente proximal 20,72 0,992
Dente distal 21,23
Act Implante 15,50
ctinomyces Dente proximal 16,08 0,943
gerencseriae .
Azul Dente distal 14,92
Implante 13,88
Actinomyces israelii Dente proximal 14,88 0,969
Dente distal 14,27
Implante 16,67
Actinomyces oris Dente proximal 17,89 0,894
Dente distal 16,19
Implante 16,69
Treponema socranskii Dente proximal 17,17 0,878
Dente distal 15,22
Implante 5,00
Outras . .
. Eubacterium saburreum  Dente proximal 4,75 0,207
espécies i
Dente distal 2,17
Implante 11,50
Streptococcus anginosus  Dente proximal 11,41 0,921
Dente distal 10,31

(*) Teste de Mann-Whitney; Estatisticamente significativo se p < 0,050
Nota: Foram consideradas apenas as bactérias com cédigo igual ou acima de 3
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TABELA 10: COMPARACAO DAS QUANTIDADES DE SANGRAMENTO A
SONDAGEM RELACIONADO COM CADA BACTERIA DOS COMPLEXOS
MICROBIANOS ENTRE AS REGIOES

(CONCLUSAOQ)
Média dos postos do
Complexo Bactéria Regido sar:,g(rjé(;:r?ei?o 3 Valor p*
sondagem
Implante 21,50
Neisseria mucosa  Dente proximal 19,00 0,722
Dente distal 18,00
Implante 19,83
Selenomonas noxia Dente proximal 16,75 0,534
Dente distal 14,86
Implante 9,40
Propionibacterium 5o e brovimal 13,50 0,327
acnes | + Il
Outras Dente distal 9,50
especies Implante 14,00
megr?m%tge(!ﬁica Dente proximal 15,19 0,966
Dente distal 15,13
Implante 12,17
Gemella morbillorum Dente proximal 13,38 0,509
Dente distal 9,88
Implante 17,38
Leptotrichia buccalis Dente proximal 14,14 0,743
Dente distal 13,92

(*) Teste de Mann-Whitney; Estatisticamente significativo se p < 0,050
Nota: Foram consideradas apenas as bactérias com cédigo igual ou acima de 3

Houve diferencas significantes das porcentagens de bactérias entre as regiées
para os periodontopatdgenos: Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Eubacterium nodatum, F. n. (sp.vincentii), Prevotella nigrescens, Prevotella
intermedia, Streptococcus oralis, Actinomyces odontolyticus, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans sorotipo a.; Capnocytophaga ochraceae, Actinomyces
gerencseriae, Actinomyces israelii, Actinomyces oris, Streptococcus anginosus,
Selenomonas noxia, Prevotella melaninogenica, Gemella morbillorum e
Leptotrichia buccalis foram maiores para as regides dos dentes proximal e distal
(Gréfico 1).
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Gréfico 1: Comparacado das porcentagens de bactérias com categoria igual ou acima de 3 entre
as regides de implante, dente proximal e dente distal; (*) Significante (p<0,050) pelos testes do
qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher

Houve diferencas significantes das porcentagens de bactérias entre as regides
para os periodontopatdégenos: Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola,
Tannerella forsythia, Eubacterium nodatum, Prevotella nigrescens,
Fusobacterium nucleatum (sp. nucleatum), Prevotella intermedia, Streptococcus
oralis, Actinomyces odontolyticus, Aggregatibacter actinomycetemcomitans
sorotipo a., Capnocytophaga ochraceae, Actinomyces naeslundii I, Actinomyces
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gerencseriae, Actinomyces israelii, Actinomyces oris, Streptococcus anginosus,

Selenomonas noxia, Prevotella melaninogenica, Gemella morbillorum e

Leptotrichia buccalis foram maiores para as regides dos dentes proximal e distal

agrupados (Grafico 2).
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Gréfico 2: Comparacao das porcentagens de bactérias com categoria igual ou acima de 3 entre
as regides de implante e dentes proximal e distal agrupados; (*) Significante (p<0,050) pelos
testes do qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher




77

O complexo laranja em relacdo ao total de todos os complexos microbianos
juntos foi o de maior porcentagem de bactérias com 31,22% na regido com
implante, 30,19% na regido do dente proximal e 31,19% na regido do dente
distal. Quando se avaliou cada quantidade de bactérias em cada complexo
microbiano entre as regides percebeu-se que a regido com implante obteve
menores porcentagens de bactérias em relacdo as regides dos dentes proximal
e distal para o complexo vermelho (16,22%), complexo laranja (20,35%),
complexo amarelo (18,87%), complexo verde (24,39%), complexo roxo
(22,30%), complexo azul (18,18%) e em outras espécies (19,57%) (Gréfico 3).
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Gréfico 3: Porcentagens de bactérias por complexo e regido. AB — Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,050) entre as porcentagens (teste
binomial para duas propor¢des).

Nota: Gréfico de setores o total das porcentagens é em relacdo ao total de cada regido e o grafico de barras o total das porcentagens € em relagédo ao total de
cada complexo. Foram consideradas apenas as bactérias com cédigo igual ou acima de 3
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6 DISCUSSAO

No presente estudo ndo foram observadas mudancas com relacdo a profundidade de
sondagem (PS) e o nivel de insercdo clinico (NIC) ao redor de implantes instalados,
apesar de haver associacao significante entre profundidade de bolsa e dente proximal
(78,95%). De acordo com Pokrowiecki et al. (2017), os parametros clinicos PS e NIC
fazem parte de um debate universal em relacdo aos implantes dentarios no sentido
de se adotar um marcador clinico padrdo-ouro. Deve ser mencionado que a
profundidade de sondagem de um implante sadio pode variar e seus valores estéao
relacionados ao tipo de sistema de implante usado, profundidade e angulacdo do
implante, tipo de conexdo do abutment-implante, perfil de emergéncia do abutment,
biotipo do tecido mole peri-implantar e rugosidade da superficie do implante
(POKROWIECKI et al., 2017). Além disso, diferencas na composicao do tecido mole,
sua organizacdo e insercdo da gengiva fazem com que as condicdes das
mensuracdes de profundidade de sondagem ao redor de dentes e implantes nao
sejam totalmente comparaveis (POKROWIECKI et al., 2017). Esses aspectos sdo
importantes, pois as caracteristicas clinicas da nossa amostra consistem,
exclusivamente de condi¢des de saude peri-implantar, ou seja, nenhum dos pacientes
tinha a condicdo de peri-implantite, apenas alguns apresentaram leve inflamacéo
(sangramento), porém sem edema, sem eritema gengival ou presenca de supuracao.
Além disso, observou-se nos implantes instalados uma baixa porcentagem de placa,
porém nos dentes foi mais significante, mas o sangramento a sondagem mostrou-se
semelhante entre estes. Estas condicfes clinicas podem ser reflexas dos pacientes
terem recebido terapia de suporte periodontal intensa, uniforme, e, pelo nivel de
higiene oral alcancado nos programas de periodontia da Ufes previamente a
instalacdo dos implantes. Por outro lado, o sangramento presente em alguns sitios
pode, de uma maneira geral estar associado as faltas das visitas periddicas de
manutencdo destes pacientes. Este resultado de baixa prevaléncia de placa e de
sangramento difere também do estudo de Renvert et al. (2007), onde a higiene oral
deficiente colaborou com uma alta prevaléncia de sangramento a sondagem. Outro
aspecto a ser considerado quanto a este sangramento, refere-se ao tempo de
instalacdo dos implantes. Todos os individuos foram reabilitados proteticamente no
periodo entre 2015 a 2018, porém, alguns dos individuos receberam carga protética

em periodo mais recente, ou seja, superior a 30 dias, periodo minimo estabelecido
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para avaliacdo microbiologica destes pacientes. O prazo adotado neste protocolo se
deve ao periodo exigido para maturacao do biofilme dental e o assentamento passivo
da coroa protética nos implantes nos grupos com terapia periodontal. Vale ressaltar
gue o nosso estudo transversal nao oferece aspectos comparativos entre os diferentes
tempos de cargas protéticas nos implantes avaliados, mas oferece uma analise
guanto aos niveis de deteccdo de patdégenos periodontais suspeitos nos implantes e
nos dentes. Neste contexto, o estudo de Quirynem et al. (2006) estabeleceu que a
colonizagdo de microrganismos periodontopatogénicos na regido marginal do
implante ocorre dentre de sete a 14 dias, ou ainda em um prazo de 30 dias, e com a
maioria dos implantes colonizados com P. intermedia, P. micra, F. nucleatum,
indicando assim, que estas bactérias orais comensais sédo colonizadores primarios de
bolsas peri-implantares em pacientes parcialmente edéntulos. Verifica-se, portanto,
no nosso estudo (grafico 1) que os niveis de deteccdo de colonizacdo destes mesmos
patdogenos periodontais sédo relativamente diferentes e com tendéncia a maior
concentracdo nos dentes proximal e distal. Muito embora o nimero (%) e limite de
deteccdo de periodontopatdégenos nos implantes e nos dentes ndo sejam critérios
estabelecidos aqui para definir valor preditivo de futuras doencas periodontais ou peri-
implantares, o numero de potenciais patdogenos periodontais pode ou nao
desempenhar um papel nos implantes e nos dentes aqui analisados. Isto é
nitidamente observado no grafico 3 onde os niveis destes periodontopatégenos, seja
nos implantes seja nos dentes expressam consideraveis aspectos bioldgicos da
microbiota que contribuiem para uma maior severidade de infeccdo. No presente
estudo, o nivel de deteccéo (cut-off point) de colonizacdo adotado destes supostos
periodontopatégenos ao redor dos implantes e dos dentes compreendeu uma carga
bacteriana (contagem bacteriana/percentagem do total de DNA bacteriano) nos niveis
de 10° 10° a 108, e >10° (gréaficos 1; 2 e 3). Assim, observou-se uma diferenca
significante encontrada nos dentes para a prevaléncia de P.gingivalis e
A.actinomycetemcomitans quando se adotou tal limite (grafico 1). Isto confirma os
resultados de Quirynen e Van Assche (2011), os quais demonstraram que 0S
implantes mostraram uma reducdo na colonizacdo das bactérias, especialmente
agueles dos complexos vermelho e laranja. Isto também pode ser observado por
Raffaini et al. (2018) onde verificaram que as mais baixas contagens de
microrganismos foram encontradas nos implantes em funcao, ou seja, jA com carga

protética, e que esta colonizacdo aumentava com o passar do tempo. Afirmaram
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também que os patdégenos P.gingivalis, T.forsythia, T.denticola, Aggregatibacter spp.
e Prevotella spp. foram encontradas ambos em zirconia e titdnio apds sete dias dos
implantes em func¢do. Contudo, a busca por marcadores bacterianos de infecgédo ao
redor dos implantes tem sido enorme. Para corroborar com isto, Furst et al. (2007)
relataram que a colonizacéo bacteriana ao redor dos implantes ocorre bem cedo, ou
seja, 30 minutos apos a instalacdo do implante. Em nosso estudo transversal verifica-
se que a prevaléncia dos patdgenos periodontais potenciais ao redor de implantes,
tais como P.gingivalis e A.actinomycetemcomitans é relativamente baixa (graficos 1 e
2), e mesmo o sulco peri-implantar sadio pode ser colonizado ocasionalmente pelos
periodontopatégenos F.nucleatum, P. intermedia, P.gingivalis e
A.actinomycetemcomitans, conforme POKROWIECKI et al. (2017). No entanto, o
nosso estudo destaca a colonizagdo dos periodontopatdégenos P.gingivalis e A.
actinomycetemcomitans na composicdo da microbiota ao redor dos implantes com
limite de deteccéo de carga bacteriana de nivel 10°. O limite de detec¢do usado com
adocdo do escore 3 (10°) do Checkerborard demonstra uma alta carga bacteriana
presente e ndo apenas meramente a presenca da bactéria. De acordo com
Charalampakis et al. (2013), isto nos leva a uma discussdo quanto ao conceito de um
complexo, pois espécies bacterianas que ndo estdo em um determinado complexo,
tais como, o vermelho podem ser responsaveis por danos em um determinado sitio
especifico. Além disso, afirmam que a escolha do limite de deteccdo da carga
bacteriana efetivamente reflete o estado de doenca e também reduz a influéncia de
fracas correlagBes cruzadas e de resultados falso positivos (CHARALAMPAKIS et al.,
2013), Contudo, outros estudos relatam que a microbiota da cavidade oral antes da
instalacdo de implantes influéncia a composicéo da microbiota ao redor dos implantes
e identificam uma alta prevaléncia de patégenos periodontais supostos ao redor de
implantes em pacientes com histérico de doenca periodontal e edéntulos e que
persistem por um longo perido de tempo na cavidade oral (QUIRYNEN; VAN
ASSCHE, 2011). Os microrganismos F. nucleatum ou P. intermedia séo considerados
patogenos periodontais oportunistas com uma larga distribuicdo mesmo em individuos
periodontalmente sadios (SOCRANSKY et al.,1998). Acredita-se em geral que altas
concentracdes destes patdogenos devem estar presentes por longos periodos para se
ter um impacto patogénico significante sobre os tecidos periodontais (SOCRANSKY
et al.,1998).
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O perfil microbiolégico dos nossos resultados também se apresenta de especial
interesse. Verifica-se no nosso estudo que as bolsas periodontais dos dentes
proximais também abrigaram maior porcentagem significante de P.gingivalis, T.
forsythia, S.oralis, Actinomyces odontolyticus, P.intermedia, A.
actinomycetemcomitans sorotipo a, C.ochraceae, A. gerencseriae, A. israelii, A. oris,
S.anginosus, P.melaninogenica e Gemella morbilorum concordando com o estudo de
QUIRYNEN et al. (2006). Ja a prevaléncia nas bolsas periodontais dos dentes distais
foi constituida pelos microrganismos F.nucleatum, P.nigrescens, P.intermedia,
C.ochraceae, S.noxia e Leptotrichia bucallis. Isto difere dos resultados de Renvert et
al. (2007) que encontraram para 0s dentes uma microbiota composta por mais de
50,0% por N.mucosa e F.nucleatum ssp. polymorphum, e por altas porcentagens de
F.nucleatum ssp. nucleatum, C.sputigena, E.saburreum, P.nigrescens, e M.micros.
Nos implantes do nosso estudo ndo houve nenhuma predominancia significante em
sua composicao, porém foram observadas altas procentagens de V.parvula (70,0%)
e N.mucosa (60,0%). V.parvula foi o mais predominante nos implantes (52,6%) e os
periodontopatdgenos F.nucleatum ssp. polymorphum e F.nucleatum ssp. nucleatum
estavam em altas concentracfes (44,7%), respectivamente, e com carga bacteriana
no nivel 105 (RENVERT et al., 2007). Outro aspecto de relevancia no nosso estudo é
gue ndo houve na amostra individuos com peri-implantite, e isto, abre uma discusséo
quanto a via de translocacdo dos microrganismos P.gingivalis (20,0%) e A.
actinomycetemcomitans sorotipo a (10,0%), presentes no sulco peri-implantar. Isto
pode ou ndo promover chances de riscos futuros de perda de insercao peri-implantar
ou em associacdo com outros fatores de risco, caso nao se institua um programa de
terapia de manutencao, uma vez que 0 periodontopatégeno
A.actinomycetemcomitans sorotipo a alcancou 40,0% de colonizacdo nos dentes
(p<0,017), sugerindo que as bolsas periodontais destes dentes podem servir como
fontes de infec¢do para os implantes, conforme esclarecem QUIRYNEN et al. (2006).
Isto corrobora com os resultados de que patégenos periodontais encontrados em
sitios com periodontite s&o frequentemente encontrados em implantes com peri-
implantite (QUIRYNEM et al., 2006). Contudo, estudos transversais e caso-controle
sugerem que a microbiota ao redor de implantes com peri-implantite € muito mais
complexa e diversa do que aquela encontrada em dentes com periodontite
(QUIRYNEN; VAN ASSCHE, 2011; RAKIC et al., 2018).
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O nosso estudo mostra diferencas de porcentagens em relacdo ao total dos
complexos microbianos destacando-se o complexo laranja (31,22%) nos implantes e
menor porcentagem de bactérias nos implantes em relacdo aos dentes (Grafico 3),
enquanto o complexo vermelho variou apenas entre 10,0% a 25,0% e o grupo dos
Actinomyces variou de 20,0% a 50,0% (Graficos 1 e 2). Estes resultados séo
concordantes com o estudo de Narvaja et al. (2018) onde o complexo laranja e o grupo
Actinomyces apresentaram altas proporcdes (28,7%; 24,8%) nos implantes,
respectivamente, enquanto o grupo do complexo vermelho mostrou a mais baixa
proporcao (5,2%). Os dados microbiolégicos do presente estudo sugerem uma
composicao bacteriana peri-implantar e subgengival bastante diferente (Gréficos 1, 2
e 3). Observa-se, de maneira geral, que a microbiota dos dentes comporta-se com
mais consisténcia, uniforme, mais estavel e mais predominante do que nos implantes
(Gréficos 1 e 2). Por outro lado, evidencia-se também uma maior predominancia do
S. gordonii do grupo dos estreptococos nos implantes (Graficos 1 e 2), conferindo a
este um papel mais protetor na microbiota peri-implantar como colonizador primario.
Verifica-se no nosso estudo, que existe uma diversidade microbiana com distintas
diferencas qualitativas e quantitativas. Neste sentido, Quirynen et al. (2006) relatam a
colonizacéao inicial dos implantes em pacientes com histérico de periodontite com
presenca das bactérias do complexo vermelho associada a peri-implantite, isto € P.
gingivalis, T. forsythia e T. denticola, detectados no sulco peri-implantar dentro de uma
semana apos a instalacdo do abutment. Outro aspecto de fundamental importancia é
a auséncia de qualquer associacdo dos 40 patdégenos avaliados com as variaveis
clinicas profundidade de sondagem e nivel de insercéo clinico (Tabelas 7 e 8). Esta
questdo do nimero de espécies avaliadas pela técnica do Checkerboard DNA-DNA
Hybridization também mostra diferencas nas pesquisas aqui relatadas, a saber: para
4 periodontopatdgenos chaves, Quirynen e Van Assche (2011); para 25 espécies
bacterianas, Charalampakis et al. (2013); para 35 espécies, Martinez-Hernandez;
Olivares-Navarrete e Almaguer-Flores (2016); para 40 espécies, o trabalho classico
de Socransky et al. (1998), Quirynen et al. (2006), Furst et al. (2007), Renvert et al.
(2007), Narvaja et al. (2018), e, finalmente para 42 espécies, o estudo de Raffaini et
al. (2018). Quanto ao perfil da microbiota subgengival das bolsas periodontais (dente
distal e proximal), evidencia-se significancia para as bactérias, F.nucleatum ssp.
vincentii (80,0%; p<0,009) e A.naeslundii | (cerca de com 78,0%; p<0,042),

P.nigrescens (75,0%; p<0,002) enquanto V.parvula (90,0%) foi a bactéria mais
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predominante mas sem significancia. O fato da microbiota dos dentes ser mais
intensa qualitativamente e quantitativamente pode ser devido a condi¢céo clinica da
profundidade de sondagem e pelo ambiente mais anaerobico destes sitios permitindo
assim uma maior carga bacteriana. Assim, a importancia de um programa de
manutencdo de terapia periodontal € mandatéria no sentido de estabilizar a saude
periodontal ou peri-implantar e de reduzir as espécies bacterianas no sentido de evitar
0 aparecimento de sinais de inflamacdo que podem levar falhas nos implantes
(ARMITAGE; XENOUDI, 2016). O intervalo apropriado de visita dos pacientes néo é
0 mesmo para todos. Em alguns individuos com um alto risco de recorréncia ou
progressdo da doenca, intervalos curtos (2 a 3 meses) sdo necessarios, enquanto,
para outros, longos intervalos séao suficientes para evitar a recorréncia dos problemas.
Deste modo, os intervalos de chamadas devem ser ajustados ao conjunto de
necessidades do paciente, segundo ARMITAGE e XENOUDI (2016). Assim, sitios
clinicamente sadios ou ndo afetados podem conter comunidades microbianas em um
estado pré-disbiotico (HAJISHENGALLIS; LAMONT, 2016). Portanto, o que se vé no
nosso estudo é uma predominancia elevada e significativa das bactérias
periodontopatogénicas do complexo vermelho, P. gingivalis, T.forsythia, T.denticola e
de A. actinomycetemcomitans nas bolsas periodontais e de cinco
periodontopatégenos do complexo laranja tentando romper a homeostasia normal
(Grafico 2). Quando interpretamos os resultados deste estudo, é importante,
primeiramente considerar a extensdo do estado inflamatério dos sitios peri-
implantares (nem todos apresentaram inflamacdo e nenhum tinha peri-implantite); a
limitacdo do tamanho da amostra; o método de coleta das amostras, bem como, a
duracdo da terapia periodontal realizada. No presente estudo determinamos as
principais diferencas microbianas entre os sitios peri-implantares e subgengivais.
Além disto, os sitios subgengivais foram fortemente colonizados por patdgenos
tradicionais, tais como as espécies do complexo vermelho, concordando com Perez-
Chaparro et al. (2014) e igualmente, S.gordonii e V. parvula foram altamente
abundantes nos sitios peri-implantares e dentarios (PEREZ-CHAPARRO et al., 2014).

Além disto, a dinamica da colonizacdo bacteriana na cavidade bucal depende
inteiramente do ambiente supragengival quando se considera a instalacdo de
implantes, assim também como o tratamento de periodontite. Portanto, um patégeno

chave pode colonizar bolsas periodontais recentes dentro de pouco tempo e isto pode
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agir como infeccao cruzada, principalmente quando bolsas periodontais néo tratadas
permanecem apos debridamento mecanico parcial (QUIRYNEN; VAN ASSCHE,
2011).
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7 CONCLUSAO

Considerando as condicOes especificas deste trabalho, com base nos resultados
obtidos no estudo clinico em adultos e com o uso da técnica do Checkerboard DNA-

DNA Hybridization, € licito afirmar que:

1. Os parametros clinicos Profundidade de Sondagem, Nivel de Insercao Clinico
e Sangramento a Sondagem ndo mostraram significAncia com a microbiota
subgengival dos dentes proximais, dentes distais e dos implantes. Houve
significancia somente com o indice de placa visivel relacionada a presenca de
33 espécies bacterianas;

2. Das 40 espécies bactérias analisadas, 18 espécies apresentaram significancia
nos dentes comparada aos implantes. Nenhuma bactéria apresentou
significancia nos implantes isoladamente;

3. Nos dentes, as bactérias mais significantes foram P.gingivalis, T.forsythia,
E.nodatum, F.nucleatum ssp.vincentii, P.nigrescens, P.intermedia, S.oralis, A.
odontolyticus,  A.actinomycetemcomitans  sorotipo a, C.ochraceae,
A.gerencseriae, A.israelii, A.oris, S.anginosus, S.noxia, P.melaninogenica,
G.morbillorum, e, Leptotrichia buccalis. Nos implantes, ndo houve significancia
com nenhuma espécie bacteriana. Quanto aos complexos microbianos, o

complexo Laranja foi mais predominante nos implantes do que nos dentes.
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APENDICE A - QUESTIONARIO DE COLETA DE DADOS
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1) Identificacdo da unidade amostral: |

NUmero do prontuario |

2) Nome do paciente:

3) Profisséo:

Telefones de contato

4) Datade Nascimento| | J/|_ |||

5) Sexo: 1.Feminino 2.Masculino |

6) Nivel de escolaridade | |

1. Ensino superior completo
2. Ensino superior incompleto
3. Ensino médio completo

4. Ensino médio incompleto
5. Ensino fundamental

7) Estado civil | |

1. Casado (a)

2. Solteiro (a)

3. Divorciado (a)
4. Viavo (a)

8) Qual é a sua renda individual mensal? |

1. Até 1 salario

2. De 1 a 3 salarios

3. De 3 a 5 salarios

4. Acima de 5 salérios

9) Qual é renda familiar mensal? |

1. Até 1 salario

2. De 1 a3 salarios

3. De 3 a 5 salarios

4, Acima de 5 salarios

10) Fumo  0.ndo 1.Sim | |

Numero de cigarros por dia | |

11) Ex Fumante. 0. ndo 1. Sim | |

Parou ha quanto tempo?

12) Presenca de habitos parafuncionais. | |

0. Ausente 1. Presente

13) Faz uso de placa miorelaxante?
0.ndo 1.Sim | |

14) Em relacdo a saude geral | |

15) Como considera sua salde oral

0. Paciente diabético a época do tratamento 0. Boa
1. Paciente ndo € diabético 1. Regular
2. Paciente diabético a época da reavaliacao 2. Ruim
16) Quantas escovacdes diarias | | 17) Faz uso de fio dental | |
1. la2vezes 1. Sim
2. 3advezes 2. Néo

3. Maisde 4

18) Frequéncia: | | vezes ao dia
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20) Data da cirurgia para colocacdo do implante | | |[/|__| V|| | Regido:
21) Razdo da perda dentaria | | 22) Leito 6sseo | |
1. Fratura ¢/ pino metalico 2. Fratura sem pino 0. préprio

3. Insucesso endodontico
5. Traumatismo
7. Doenca periodontal

4. Reabsorc¢do radicular
6. Cérie secundaria
8. Outros

1. enxerto- area doadora intra bucal
2. enxerto-area doadora extra bucal
3. outro enxerto (alégeno)

23) Fabricante do implante

24) Comprimento do implante: | |

25) Diametro do implante: | |

26) 26) Quanto a aplicagdo da carga: | |

0. Imediata
1. Apos a osseointegracdo

27) Quanto a instalagdo do implante: | |
0. Imediata
1. Apds a cicatrizacdo

28) Data da colocacdo do provisério

29) Data da cimentacgdo da prétese

[ I 4 ' O [ I/ 2 O

30) Dados do Implante - Face vestibular Face lingual / palatina
PV |_|MV |__|CV |__|DV IPV |_|ML |__|CL |__|DL
ISG |_|MV |__|CV |__|DV ISG |_|ML |__JCL |__|DL
PS | IMV |__|CV |__|DV PS | |ML |__|CL |__|DL
NCI |__ MV |__|CV |__|DV NCI |_|ML |__|CL |__|DL
SS | |MV |__|CV |__|DV SS | |ML |__|CL |__|DL
SUP |_|MV |__|CV |__|DV SUP |__|ML |__|CL |__|DL

36) Presenca de gengiva ceratinizada: | |
0. Ausente 1. Presente

37) Necessidade de enxerto gengival: | |
0. Ausente 1. Presente

Largura: Altura: Sitio selecionado para coleta:

38) Dente Mesial Face vestibular 39) Dente Contra-lateral Face vestibular
PV | _|MV | _|CV | _|DV PV | _|MV]|_|CV | _|DV
ISG |_|MV |__|CV |__|DbV ISG |_|MV |__|CV |__|DV
PS | IMV |__|CV |__|DV PS | IMV |__|CV |__|DV
NCI | [MV |__|CV |__|DV NCI | _[MV | __|CV | _|DV
SS | |MV |__|CV |__|DV SS | |MV |__|CV |__|DV
SUP | _|MV | _ |CV | _|DV SUP | _ MV | _|CV | _|DV

Face lingual / palatina Face lingual / palatina
PV |_|ML|__|CL |__|DL IPV |_|ML|__|CL |__|DL
ISG |_|ML|__|CL|__|DL ISG |_|ML|__|CL|__|DL
PS | _|ML|__|CL |__|DL PS | |ML |__|CL|__|DL
NCI | _|ML|__|CL |__|DL NCI | _|ML|__|CL |__|DL
SS | _|ML|__|CL |__|DL SS | |ML |__|CL|__|DL
SUP |_|ML|__|JCL |__|DL SUP |_|ML|__|JCL |__|DL

Sitio selecionado para coleta:

Sitio selecionado para coleta:
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

O (A) Sr.(a) ,
fui convidado (a) a participar da pesquisa intitulada “Analise da microbiota peri-
implantar em pacientes com e sem histérico de doenca periodontal reabilitados no
Curso de Odontologia da UFES”, sob a responsabilidade dos professores: Dr. Alfredo
Carlos Rodrigues Feitosa, Dr2. Selva Maria Goncalves Guerra e Dr2. Stefania Carvalho
Kano e da mestranda Lorrany de Barros Del Piero.

JUSTIFICATIVA

A realizacdo desta pesquisa é de extrema relevancia por se tratar de uma auséncia de
estudos que analisam a participacao de bactérias potencialmente patogénicas da boca
ao redor de implantes e de dentes vizinhos que receberam tratamento gengival.

OBJETIVO DA PESQUISA

Avaliar a quantidade e os tipos de bactérias potencialmente patogénicas encontradas ao
redor dos dentes e dos implantes instalados nos pacientes sem historico de doenca
periodontal e com histérico de doenca periodontal tratada e finalizada que foram
reabilitados no Curso de Odontologia da Universidade Federal do Espirito Santo.

PROCEDIMENTOS

Caso decida aceitar o convite, o(a) senhor(a) sera submetido(a) ao(s) seguinte(s)
procedimentos: exame da boca através da sondagem da gengiva ao redor do dente e do
implante, coleta da placa dental e exame das bactérias da placa dental.

DURACAO E LOCAL DA PESQUISA
A pesquisa serd desenvolvida nos Ambulatérios 2 e 5 do IOUFES do Curso de
Odontologia da Universidade Federal do Espirito Santo.

O (A) senhor (a) sera avaliado (a) uma Unica vez e o exame clinico e coleta de placa
dental terd duracdo média de 30 minutos.

Ressaltamos que as coletas de dados serdo realizadas durante as consultas regulares
de atendimento e acompanhamento, evitando o seu deslocamento desnecessario.

RISCOS E DESCONFORTOS

Sua participacdo envolve o risco de incébmodos, como sensibilidade ou desconforto
durante o exame de sondagem de gengiva. Entretanto, essa é a Unica forma de se
realizar o exame. Os incOmodos serdo minimizados pela realizagcéo, de forma suave, do
procedimento de sondagem, nédo gerando danos a sua gengiva.

A quebra de sigilo serd minimizada pela garantia do termo assinado no TCLE.
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BENEFICIOS

Como beneficio direto a todos os participantes do estudo sera oferecido um programa
de terapia periodontal de suporte (TPS) a cada semestre letivo gratuitamente pela equipe
de Professores, alunos e/ou monitores de Periodontia, consistindo de: controle de placa,
profilaxia, orientacdo de higiene oral, aplicacéo tépica de fldor, e controle radiogréfico
periapical anual na Clinica de Periodontia a ser realizado no Ambulatério 2 ou na Clinica
Integrada do Ambulatério 5 do IOUFES/UFES durante 24 meses.

GARANTIA DE RECUSA EM PARTICIPAR DA PESQUISA E/OU RETIRADA DE
CONSENTIMENTO

Entendo que nédo sou obrigado (a) a participar desta pesquisa, podendo deixar de
participar dela em qualquer momento de sua execucdo, sem que haja penalidades ou
prejuizos decorrentes da minha recusa. Caso decida retirar seu consentimento, o(a)
Sr.(a) ndo mais sera contatado (a) pelos pesquisadores.

GARANTIA DE MANUTEC;AO DO SIGILO E PRIVACIDADE

Todas as informacdes obtidas serdo sigilosas e seu home nao sera identificado em
nenhum momento. Os dados serdo guardados em local seguro e a divulgacdo dos
resultados sera feita de forma a néo identificar os voluntarios.

Os pesquisadores se comprometem a resguardar sua identidade durante todas as fases
da pesquisa, inclusive apés publicacéo.

GARANTIA DE RESSARCIMENTO FINANCEIRO

Como os exames serdo realizados no mesmo local para tratamento, ndo havera
nenhuma despesa adicional para participar da pesquisa. Portanto ndo havera o
ressarcimento.

GARANTIA DE INDENIZACAO
Em qualquer momento, se houver algum dano, comprovadamente decorrente desta
pesquisa, vocé tera direito a indenizacao.

ESCLARECIMENTO DE DUVIDAS

Em caso de duvidas sobre esta pesquisa ou para relatar algum problema, o (a) Sr.(a)
pode contatar o pesquisador Dr. Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa, ou a mestranda
Lorrany de Barros Del Piero nos telefones (27)3335-7273/3335-7228/3335-7236 ou (27)
99734-6618 ou (27) 9 9999-4793. O(A) Sr.(a) também pode contatar o Comité de Etica
em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo
(CEP/CCS/UFES) através do telefone (27) 3335-7211, e-mail cep.ufes@hotmail.com ou
correio: Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, Prédio Administrativo do
CCS, Av. Marechal Campos, 1468, Maruipe, CEP 29.040-090, Vitéria - ES, Brasil. O
CEP/CCS/UFES tem a funcao de analisar projetos de pesquisa visando a protecao dos
participantes dentro de padrdes éticos nacionais e internacionais. Seu horario de
funcionamento é de segunda a sexta-feira, das 8h as 14h.
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Declaro que fui verbalmente informado e esclarecido sobre o presente documento,
entendendo todos 0s termos acima expostos, e que voluntariamente aceito participar
deste estudo. Também declaro ter recebido uma via deste Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, de igual teor, assinada pelo(a) pesquisador(a) principal ou seu
representante, rubricada em todas as paginas.

LOCAL / DATA

Participante da pesquisa / Responsavel legal

Na qualidade de pesquisador responsavel pela pesquisa “Anélise da microbiota
periimplantar em pacientes com e sem histérico de doenca periodontal
reabilitados no Curso de Odontologia da UFES”, sob a responsabilidade dos
professores: Dr. Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa, eu, Lorrany de Barros Del Piero,
declaro ter cumprido as exigéncias do(s) item(s) IV.3 e IV.4, da Resolucdo CNS 466/12,
a qual estabelece diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres
humanos.

Prof. Dr. Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa Lorrany de Barros Del Piero
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APENDICE D - PERIODONTOGRAMA
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ANEXOS

ANEXO A: PARECER DO COMITE DE ETICA

UFES - CENTRO DE CIENCIAS

DA SAUDE DA UNIVERSIDADE wﬂn
FEDERAL DO ESPIRITO

PARECER COMSUBSTANCIADO DD CEP

haDOE D PROJMETO DE PESCILIIG &

Titule da Pesquiea; Andlies da micrabiala pafiimglardar am pesianias Com a 3am hisbdios da doance
prbdontal reakiliadas ne aeed Ge graduacia de Odanlakegia da UFES

Pasquisader: LORRANY DE BARROE DEL PERD

Aran Tamblica:

Varado: 2

CAAE: BRAEETIT.I.0000 5060

IraSfuican Preponante: Ceniro ce Clrcos da Saids

Patrocinades Principal: Francamenic Pripna

haD0s D FARECER

Mo do Parecar: 20070, 1534
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e contamporanaidade os mplanias dentarios wim s corfigurands como uma allamativa de aicakrcia
acs dispoaiivos 8 relamemias do sdeniubsma parcial ou bolal, Enlrstango. refers g sutorn desle projeio
complicapies adsindas das condiphes esiruiwrais a oste procedmenio podem sor frequenies, UMa vez que
A evdonizacis Dadarmng gus Soone ned implanias onging-es 40 biallng que redige ne mucida oral ng
momenio da corexfio do piar prolilicn. Oe ura manaim ssmslhanie aos iscidos percdoniais, os leodos
perimplantarns podem desanvolar wna reagdo inlamaldiia am nsposia a0 biofilme acumulade nas
ragiauracios protilicas schea implanias (LISTGARTEMN; LAL 1953)° & padic desls problamalisagas &
pesquizadons propde um eshudo analitico obsersacdonal e Iranseensal com wma amosira de 20 a 30 sujsios
distribuidos am dois grupca: Grups 1 - supdios gua thamm hisideia da implanes osseoniegrados, mas sam
higtina de doarga perodontal & Grops 2 - supstos que foram tratacos. penodontalments [lerapdulics
cirirgica ou nig). O esfudo mpdica @m consulias de avalagio cindca, mensuracio dos parimetros
panimplaniams & oolala 99 beehima subgergival, B &0 ealzeda por um Oneo asamineds calitrada & nha
envolvde na fAss anirgics s'oy proisica da reabifscio dos sueilos mysstigecios.

Enderega:  fo Merechsl Cemzos 1463

Bawrs ZaM CE* 35043081
uF: £5 Beniciphs: WTTORIA
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UFES - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DO ESPIRITO
il 0 Poradr 506 TH

Gihjetive da Peagquisa;
CInElyo PFimano
Bvaliar b pravalincia de Backrias paiodoniais an ador o implanias apdos e pacanias com Rigdrco da

doanga penodontal iratada;

Ciijaireas Secunidarics

Detarminar & prevaléncia de baciriss penodonias ao redor dos implankes em paceniss sem hishinco des
doanga peridontal;
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subgenvival dos pacientes com 8 sem Fesldnco ds doenca perdodonial.
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higiene oral, aplicago iopica de ddor & conlrole radiogralicos penapical anual,
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pafipdanial da supana por pafte da professcras @ esbudantes da Clirca Pesicdanial do Insliluga
Odortoldgico da irettuichs de snomo superior.
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ANEXO B: CERTIFICADO DE CALIBRACAO DA PIPETA

Q DR s—— Certificado de Calibragéo

Laboratorio Medigao Vitéria
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12
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AVENDA CENTRAL, 1430, SERRA LS
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Destricle.  PIPETA AUTOMATICA VOLUME VARIAVEL Kenifcagho 135530
Nacce: BOPET
N* Sene 1353900
Condigles Ambieatas
Servo mopcutndo rons iratalaches purmanenie 30 Latoradino
Temperoua. 202Cs1°C Limvckeche: 62 Wour £ S%ur
Procadimantos
Cattengcho Exmcutaca conforme:  ITTECONS Revsdo 3
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::'3:3 mw&gmfs ) PICOEST 160617 o AN
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P03 CALIBRADOR PORTATL SCL T ECLCALIS AN
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VOLUME
Foxa de o 100 & WO
Faixa de ndcaho. 100 » 10004 Resclugdo W ™
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‘—-——5," T L 7 (43 T | e |
500 5005 018 an [X7] 100 | ek
1o 1000 58 0.5 L (A 200 [
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A SEPROOUCAD TOTAL O PARCIAL DO MESKIO SEM A AUTORZACAS DO EMITENTL
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ANEXO C: COMPARAGAO DAS PORCENTAGENS DE BACTERIAS COM CATEGORIA IGUAL
OU ACIMA DE 3 ENTRE AS REGIOES DE IMPLANTE, DENTE PROXIMAL E DENTE DISTAL

Imolante Dente Dente
P proximal distal Val*or Complexo
% n % n % P

250 13 650 12 60,0 0,022
250 12 60,0 9 450 0,081 Vermelho
10,0 9 450 7 350 0,045
400 13 650 8 40,0 0,189
150 12 600 9 450 0,013
450 15 75,0 17 85,0 0,018
250 12 60,0 8 40,0 0,079
400 14 70,0 13 65,0 0,119
30,0 14 70,0 16 80,0 0,003
350 12 60,0 10 50,0 0,281 Laranja
400 14 70,0 10 50,0 0,153
350 13 650 13 65,0 0,089

150 10 50,0 7 350 0,062

00 1 5,0 1 50 0,437
250 14 70,0 14 70,0 0,004
2000 11 550 8 40,0 0,074
00 7 350 4 20,0 0,016
250 12 60,0 10 50,0 0,072 Amarelo
40,0 13 650 9 450 0,247
150 7 350 5 250 0,344

Porphyromonas gingivalis
Treponema denticola
Tannerella forsythia
Streptococcus constellatus
Eubacterium nodatum
F. n. (sp.vincentii)
Campylobacter rectus
Parvimonas micra
Prevotella nigrescens
F.n. (sp. polymorphum)
Campylobacter showae
Fusobacterium periodonticum

Fusobacterium nucleatum (sp.
nucleatum)

Campylobacter gracilis
Prevotella intermedia
Streptococcus sanguinis
Streptococcus oralis
Streptococcus intermedius
Streptococcus gordonii
Streptococcus mitis

WO U1O A~OTO W NOWNOOOU O©WwOoIN O UgffS

Veillonella parvula 14 6,3 18 90,0 18 45 0,163 ROXO
Actinomyces odontolyticus 6 30,0 16 80,0 10 50,0 0,006
_ Aggregatibacter 2 100 11 550 6 30,0 0,009
actinomycetemcomitans sorotipo a.
Capnocytophaga ochraceae 6 300 14 70,0 14 70,0 0,013
Capnocytophaga gingivalis 9 450 12 600 8 400 0420 Verde
Eikenella corrodens 6 30,0 10 50,0 6 30,0 0,317
Capnocytophaga sputigena 8 40,0 13 650 14 70,0 0,119
Actinomyces naeslundii | 10 50,0 16 80,0 15 75,0 0,092
Actinomyces gerencseriae 4 20,0 13 650 13 65,0 0,005 Azul
Actinomyces israelii 4 200 13 650 11 55,0 0,011
Actinomyces oris 6 300 14 70,0 13 650 0,022
Treponema socranskii 8 40,0 15 750 9 450 0,056
Eubacterium saburreum 1 50 2 100 3 15,0 0,574
Streptococcus anginosus 2 10,0 11 550 8 40,0 0,010
Neisseria mucosa 12 60,0 15 75,0 11 55,0 0,393 Outras
Selenomonas noxia 30,0 12 60,0 14 70,0 0,031 espécies

Propionibacterium acnes | + I 250 8 40,0 8 40,0 0,517
Prevotella melaninogenica 200 13 650 12 60,0 0,008
Gemella morbillorum 150 12 60,0 8 40,0 0,014
Leptotrichia buccalis 4 20,0 11 550 13 65,0 0,011

(*) Teste do qui-quadrado para uma amostra; (-) Estatistica ndo computada porque s6 a casos em
um grupo; Estatisticamente significativo se p < 0,050
Nota: Foram consideradas apenas as bactérias com cédigo igual ou acima de 3

w b~ oo
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ANEXO D: COMPARAGCAO DAS PORCENTAGENS DE BACTERIAS COM CATEGORIA IGUAL
OU ACIMA DE 3 ENTRE AS REGIOES DE IMPLANTE E DENTES (PROXIMAL E DISTAL)

Dente
Implante  (proximal  valor
e distal) p* Complexo

% n %

250 25 62,5 0,006

250 21 525 0,043 Vermelho
10,0 16 40,0 0,034
40,0 21 525 0,419
150 21 525 0,011
450 32 80,0 0,009
25,0 20 50,0 0,096
40,0 27 67,5 0,055
30,0 30 75,0 0,002
350 22 550 0,177
40,0 24 60,0 0,176
350 26 650 0,053
15,0 17 425 0,044
00 2 50 0,548
25,0 28 70,0 0,002
20,0 19 475 0,051
00 11 275 0,011
25,0 22 550 0,063 Amarelo
40,0 22 55,0 0,412

150 12 30,0 0,343

Porphyromonas gingivalis
Treponema denticola
Tannerella forsythia
Streptococcus constellatus
Eubacterium nodatum
F. n. (sp.vincentii)
Campylobacter rectus
Parvimonas micra
Prevotella nigrescens
F.n. (sp. polymorphum)
Campylobacter showae
Fusobacterium periodonticum
Fusobacterium nucleatum (sp. nucleatum)
Campylobacter gracilis
Prevotella intermedia
Streptococcus sanguinis
Streptococcus oralis
Streptococcus intermedius
Streptococcus gordonii
Streptococcus mitis

Laranja

WO UTODhOUTO WNOWWNOOOLOU © WOoN OO S

Veillonella parvula 14 70,0 36 90,0 0,070 ROX6
Actinomyces odontolyticus 6 30,0 26 650 0,014
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 2 100 17 425 0017
sorotipo a.
Capnocytophaga ochraceae 6 30,0 28 70,0 0,005
Capnocytophaga gingivalis 9 450 20 50,0 0,788 Verde
Eikenella corrodens 6 30,0 16 40,0 0,573
Capnocytophaga sputigena 8 40,0 27 67,5 0,055
Actinomyces naeslundii | 10 50,0 31 77,5 0,042
Actinor_nyces gergncsgriae 4 20,0 26 650 0,002 Azul
Actinomyces israelii 4 200 24 60,0 0,006
Actinomyces oris 6 30,0 27 67,5 0,012
Treponema socranskii 8 40,0 24 60,0 0,176
Eubacterium saburreum 1 50 5 125 0,653
Streptococcus anginosus 2 10,0 19 475 0,009
Neisseria mucosa 12 60,0 26 65,0 0,780
Selenomonas noxia 6 30,0 26 650 0,014 OUifré_\S
- . espécies
Propionibacterium acnes | + 1l 5 25,0 16 40,0 0,390
Prevotella melaninogenica 4 20,0 25 625 0,003
Gemella morbillorum 3 150 20 50,0 0,011

Leptotrichia buccalis 4 200 24 60,0 0,006

(*) Teste do qui-quadrado para uma amostra; (-) Estatistica ndo computada porque s a casos em
um grupo; Estatisticamente significativo se p < 0,050
Nota: Foram consideradas apenas as bactérias com codigo igual ou acima de 3
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ANEXO E: PORCENTAGENS DE BACTERIAS POR COMPLEXO E REGIAO

Dente Dente
Implante ) ) Valor p*
proximal distal
Dentre
Implante Implante .
proximal
% % % x Dente  x Dente
i i x Dente
proximal  distal )
distal
Complexo vermelho 16,22 45,95 37,84 <0,001 0,003 0,318
Complexo laranja 20,35 42,48 37,17 <0,001 <0,001 0,158
Complexo amarelo 18,87 47,17 33,96 <0,001 0,013 0,051
Complexo verde 24,39 41,46 34,15 0,028 0,170 0,334
Complexo roxo 22,30 43,17 3453 <0,001 0,024 0,140
Complexo azul 18,18 42,42 39,39 <0,001 <0,001 0,617
Outras espécies 19,57 43,04 37,39 <0,001 <0,001 0,216

(*) Teste Binomial para duas proporcgoes.

Nota: O total das porcentagens é em relacdo ao total de cada complexo
apenas as bactérias com cédigo igual ou acima de 3

. Foram consideradas



