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RESUMO

GOMES, J.A. Acompanhamento clinico, radiografico e microbiolégico de pacientes com
historico de doenca periodontal que receberam prdtese total mandibular
implantossuportada. 2021. Tese (Doutorado em Odontologia — Reabilitacdo Oral) —
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeiréo Preto, 2021.

A literatura sugere que a manutencdo de uma microbiota associada com a periodontite cronica
aumenta o risco de infeccbes e reacBes inflamatdrias nos tecidos de suporte. Técnicas
moleculares de diagnoéstico, como o método de hibridizacdo Checkerboard DNA-DNA
Hybridization, contribuem para a identificacdo dos patégenos frequentemente envolvidos nas
infeccdes peri-implantares em individuos com historia prévia de doenca periodontal. O objetivo
do presente estudo foi caracterizar, apos 5 anos de fun¢do mastigatoria, a microbiota peri-
implantar de pacientes com histéria prévia de doenca periodontal e que receberam protese fixa
total mandibular implantossuportada. Uma anélise dos indicadores clinicos de profundidade de
sondagem e sangramento a sondagem, bem como a reabsorcao 6ssea marginal, também foram
avaliados ao longo do tempo. Doze individuos com historico de periodontite cronica receberam
5 implantes imediatos e foram reabilitados com uma protese total fixa mandibular. Dados
microbiolégicos (contagem microbiana, perfil microbiano e diversidade microbiana) e
indicadores clinicos (profundidade de sondagem, sangramento a sondagem e reabsorcdo
marginal éssea) foram avaliados apds 4 e 5 anos de funcdo dos implantes. Trinta e cinco
espécies microbianas distintas incluindo bactérias e Candida, foram detectadas e quantificadas
pelo método Checkerboard DNA-DNA Hybridization. Os resultados mostraram que a
microbiota peri-implantar foi significantemente modificada ap6s 5 anos de fungdo, com um
aumento na abundancia de patégenos periodontais e alta diversidade microbiana; o perfil
microbiano foi significantemente diferente daquele encontrado nos dentes remanescentes no
inicio do estudo (baseline). Entretanto, ndo foram encontradas correlacdes entre os achados
microbiolégicos (contagem e perfil microbiano) e os indicadores clinicos ao longo do tempo.
Concluiu-se que, apdés 5 anos de funcdo, a microbiota peri-implantar apresentou diferencas
significantes de contagem de células e perfil microbiano quando comparadas aos dentes
remanescentes, com um aumento de espécies consideradas periodontopatogénicas. A
microbiota ndo influenciou os indicadores clinicos, que foram compativeis com a condicdo de

salde ao longo to tempo.



Palavras chave: Implantes Dentéarios, Biofilmes, Biologia molecular, Protese Dental
implantossuportada.
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ABSTRACT

GOMES, J. A. Clinical, radiographic and microbiological monitoring of patients with a
history of periodontal disease who received implant-supported total mandibular
prostheses. Tese (Doutorado em Odontologia — Reabilitacdo Oral) — Faculdade de Odontologia
de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Literature suggests that maintenance of specific oral bacteria associated with chronic
periodontitis may increase the risk of adverse health outcomes in the implant-supported
restorations. The aim of this study was to characterize the microbiota of implant-supported full-
mandible restorations during 5 years of function on patients with a previous history of chronic
periodontitis. We also assessed the impact of microbioma on the clinical outcomes. Twelve
individuals with history of chronic periodontitis received 5 immediate implants and a fixed
complete-arch mandibular prosthesis. Microbiota (microbial counts, microbial profile, and
diversity) and clinical outcomes (probing depth, bleeding on probing, and bone resorption) were
examined before teeth extraction and up to 5 years post-loading. Thirty-five microbial species
including bacteria and Candida were detected and quantified by DNA checkerboard analysis.
Microbiota of dental implants has significantly modified after 5 years of loading, with increased
abundance of periodontal pathogens and high microbial diversity; microbial profile of implants
was quite different to that found in the remaining teeth at baseline. Nevertheless, no correlations
between microbial taxa/counts and clinical outcomes were observed. Microbiota of dental
implants and remaining teeth presented different microbial profile and genome counts after 5
years of function; both microbial counts and diversity were shown increased after the entire
experimental period. Microbiota did not impact the clinical outcomes, which were consistent

with a healthy condition over time.

Keywords: Dental Implants, Biofilms, Molecular Biology, Implant-supported Dental

Prosthesis.
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1. INTRODUCAO

A partir da descoberta e estabelecimento dos principios da osteointegracdo por Per
Ingvar Branemark (BRANEMARK et al., 1969), o uso dos implantes tem se tornado uma opg&o
amplamente utilizada para reabilitacdo parcial ou total de individuos que tiveram perda de
elementos dentérios, atingindo, nos dias de hoje, uma alta previsibilidade e taxas de
sobrevivéncia que variam de 90-97% em acompanhamentos de 5 a 10 anos (ESPOSITO et al.,
1998; BERGLUNDH; PERSSON; KLINGE, 2002; FERRIGNO et al., 2002; ROOS-
JANSAKER et al., 2006a; ROOS-JANSAKER et al, 2006b; WINDAEL et al., 2018;
WERBELOW,; WEISS; SCHRAMM, 2020). Kern et al., em uma revisdo sistematica com meta-
analise de 2016, relataram taxas de 97,9% a 98,9% de sobrevivéncia em acompanhamento de 5
anos de proteses fixas e removiveis sobre implantes em maxilares edéntulos. Um outro estudo
(MORASCHINI et al., 2015) relatou sobrevivéncia de 94,6% com seguimento minimo de 10
anos, e as taxas médias de sucesso também foram consideradas relevantes, de 89,7%
considerando-se um tempo de seguimento médio de 14,6 anos. Ravald et al. (2013),
demonstraram baixa incidéncia de perda 6ssea marginal ao redor dos implantes e 95,1% de

sobrevivéncia com um periodo de 12-15 anos de seguimento.

Entretanto, apesar dos altos indices de sucesso e sobrevivéncia, a literatura reporta que
um histérico prévio de doenca periodontal pode representar um fator de risco para o
desenvolvimento da peri-implantite, e comprometer o sucesso em longo prazo dos implantes
(SGOLASTRA et al., 2015; MONJE et al., 2016; FERREIRA et al., 2018; BELIBASAKIS;
MANOIL, 2021). Uma parcela significativa dos implantes pode apresentar falhas, seja precoce,
resultado da incapacidade de integracdo a estrutura dssea (ALSAADI et al.,, 2007;
CHRCANOVIC et al., 2016; KORSH et al., 2021), ou tardia, influenciada pelo ambiente
microbiano oral, habitos parafuncionais e fatores locais e sistémicos (CHRCANOVIC;
ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2014; DO et al., 2020). Na fase tardia da terapia com
implantes dentéarios pode aparecer a mucosite peri-implantar, definida como uma reacao
inflamatdria reversivel dos tecidos moles sem evidéncia radiografica de perda Ossea
(ALBREKTSSON; ISIDOR, 1994). Os sinais clinicos da mucosite peri-implantar incluem
eritema e edema associado a sondagem > 4mm e sangramento a sondagem suave. Outra
complicacdo, a peri-implantite, se evidencia como um processo inflamatorio progressivo e
irreversivel associado a placa que ocorre em torno dos tecidos peri-implantares com
subsequente perda progressiva dos tecidos de suporte (LANG; BERGLUNDH, 2011; SANZ;
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CHAPPLE, 2012) e que afeta mais de 14% dos implantes ap6s 5 anos em funcdo
(BERGLUNDH; PERSSON; KLINGE, 2002; NOROWSKI; BUMGARDNER, 2009;
MOMBELLI, 2002; MOMBELLI; MULLER; CIONCA, 2012).

Apo6s a instalacdo, os implantes sdo expostos a saliva e formacdo de biofilme da
cavidade oral que contém um grande nimero de espécies de micro-organismos, incluindo os
potencialmente patogénicos para a doenca periodontal (CASADO et al., 2011). Estudos tém
demonstrado que diversos micro-organismos presentes na cavidade oral, em especial 0s
relacionados a doenca periodontal, sdo responsaveis pelos maiores indices de insucesso dos
implantes (SBORDONE et al.,, 1995, ROCCUZZO et al., 2014; COMPARIN; CORO;
CLAUDINO, 2014; CORTES-ACHA et al., 2017; HAMMERLE et al., 2018). A presenca de
bactérias periodontopatogénicas nos sulcos peri-implantares sdo considerados fatores de risco
para 0 sucesso dos implantes, e sua presenca pode ser resultado de dentes com periodontite
proximos aos implantes, em pacientes parcialmente edéntulos (GOUVOUSSIS;
SINDHUSAKE; YEUNG, 1997; ROCCUZZO et al., 2014; JERV@ZE-STORM et al., 2015;
RAFFAINI et al., 2018). De acordo com a literatura, ha uma semelhanca entre a microbiota
formada em torno dos implantes dentarios com os dentes comprometidos remanescentes
(MOMBELLI; DECAILLET, 2011). O desequilibrio da microbiota oral seguida do aumento
de patdgenos oportunistas pode levar a destruicdo inflamatdria dos tecidos peri-implantares
(POKROWIECKI et al., 2017). O perfil microbioldégico de implantes que falharam ¢
comparavel as espécies encontradas em locais saudaveis, mas com uma quantidade maior de
anaerébios Gram-negativos (AUGTHUN; CONRADS, 1997; SALCETTI et al., 1997,
MENINI et al., 2020).

A literatura tem demonstrado que o desenho da conexdo do implante e 0s espagos
existentes com seus pilares intermediarios tem forte influéncia na penetracdo microbiana e na
consequente inflamacao do tecido peri-implantar (GROSS; ABRAMOVICH; WEISS, 1999;
VERDUGO et al., 2014; LAURITANO et al., 2020), principalmente quando conexdes de
hexagono externo sdo usadas (ALBREKTSSON et al., 1986; PERSSON et al., 1996;
VERDUGO et al., 2014; SEN; SERMET; GURLER, 2019). Esses espagos existentes nos
implantes e seus pilares atuam como reservatérios para a colonizacdo e crescimento bacteriano
(SAKKA; BAROUDI; NASSANI, 2012). A penetracdo microbiana por meio da interface
implante-pilar ja foi intensamente observada em varios estudos in vitro (AL-JADAA et al.,
2015; do NASCIMENTO et al., 2015; GHERLONE et al., 2016; KOUTOUZIS; GADALLA,;
LUNDGREN, 2016) e in vivo (SUBRAMANI et al., 2009; PIMENTEL et al., 2014; do
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NASCIMENTO et al., 2016). Estudos demonstram que as conexdes internas dos implantes
apresentam menores taxas de infiltracbes quando comparadas as conexdes externas (DIBART
et al., 2005; LARRUCEA VERDUGO et al., 2014). Mesmo com 0 avango dos sistemas de
conexdo implante-pilar visando aumentar a estabilidade dos componentes, a contaminagao
interna através dos pilares é esperada devido ao didmetro médio das menores bactérias orais
variarem de 0,3 a 0,7 micrometros (LOVE; JENKINSON, 2002; WEART et al., 2007 ); e os
espacos de desajustes para implantes de conexdo interna e externa podem variar de 2,3 a 100
micrometros (TSUG; HAGIWARA; MATSUMURA, 2008; do NASCIMENTO et al., 2015).

Outro fator importante, e que deve ser considerado nos casos de infecdo, sdo as
diferencas fisioldgicas entre os dentes naturais e implantes. Enquanto os dentes naturais sdo
inseridos no alvéolo por meio do ligamento periodontal, os implantes sdo ancorados
diretamente ao 0sso. A auséncia de ligamento periodontal nos implantes limita o suprimento
sanguineo, restringindo dessa forma a quantidade de nutrientes e a chegada de células imunes
para combater os estagios iniciais da infec¢do bacteriana, tornando a regido mais susceptivel as
infeccdes (BELIBASAKIS, 2014; BELIBASAKIS et al., 2015). A colonizacdo bacteriana do
biofilme ja estd presente 30 minutos apds a insercdo do implante na cavidade oral
(BELIBASAKIS et al., 2015). Um estudo mostra que nos primeiros meses apos a instalacdo do
implante a microbiota apresenta uma diversidade microbiana menor em relacdo aos dentes
vizinhos remanescentes (PAYNE et al., 2017). Neste estdgio pode haver um equilibrio
simbidtico com o hospedeiro compativel com a saude peri-implantar, na ocorréncia de uma
ruptura deste equilibrio, o0 microambiente pode ser alterado por fatores que favorecem o inicio
da inflamacéo dos tecidos adjacentes (BELIBASAKIS, 2014; HEITZ-MAYFIELD; TELES,
LANG, 2015).

A metodologia de diagnostico Checkerboard DNA-DNA hybridization utilizada o
material genético das amostras de biofilme e tem sido extensivamente usada para a detec¢édo e
quantificacdo de espécies microbianas que habitam a cavidade oral (DAHLEN et al., 2012;
HALLSTROM et al., 2012, DO NASCIMENTO et al., 2011; DO NASCIMENTO et al., 2012;
DO NASCIMENTO et al., 2013; DO NASCIMENTO et al., 2014; DO NASCIMENTO et al.,
2016; GOMES et al., 2017; BELIBASAKIS; MANOIL, 2021). Utiliza sondas feitas a partir de
DNA gendmico (SOCRANSKY et al., 1994), e apresenta como principal vantagem a
possibilidade de identificar e quantificar varias espécies microbianas em um grande namero de
amostras da cavidade oral simultaneamente. Além disso, como a metodologia consiste na

identificacdo através do material genético, permite a deteccdo de células viaveis e ndo viaveis.
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Resultados relacionados a reabilitacdo de arco completo com implantes imediatos em
pacientes com historico de periodontite crénica em acompanhamentos mais longos ainda sdo
escassos e ndo apresentam resultados completamente definidos ou conclusivos. Ainda ndo esta
claro se a microbiota dos dentes remanescentes comprometidos e que foram removidos
interferem na formagéo da nova microbiota ao redor dos implantes e, ainda, se esta microbiota
se mantém por periodos prolongados. A literatura mostra que a incidéncia de peri-implantite
pode aumentar apés 5 anos de carga funcional em pacientes com historia prévia de
comprometimento periodontal (PANDOLFI et al., 2020). Neste contexto, monitorar a
microbiota de individuos com histérico de periodontite crénica ao longo do tempo mostra ser
importante para 0 sucesso e sobrevivéncia das proteses totais fixas implantossuportadas. Desta
forma, com base nas limita¢6es do conhecimento atual, este estudo clinico objetivou abordar as
seguintes questdes de pesquisa: (1) A microbiota formada ao redor dos implantes sera similar
aquela presente nos dentes remanescentes que foram removidos?; (2) Como essa microbiota
varia ao longo do tempo?; e (3) Qual a implicacéo clinica (avaliada por meio dos indicadores
clinicos de inflamacdo dos tecidos moles e duros), em longo prazo (apos 4 e 5 anos), da
colonizacdo microbiana associada aos implantes? A diversidade microbiana e as potenciais
alteracdes ao longo do tempo foram avaliadas pela hibridizagdo Checkerboard DNA-DNA
hybridization. Foi testada a hipotese de que a microbiota dos implantes dentarios permanece
similar ao longo do tempo & microbiota dos dentes remanescentes extraidos (as contagens
microbianas e as comunidades em torno dos implantes dentarios permaneceriam semelhantes
as encontradas no inicio do estudo até o acompanhamento de 4 e 5 anos), e isso pode se refletir

nos indicadores clinicos de acompanhamento.

Os resultados microbioldgicos e clinicos, observados em longo prazo, contribuirdo para
uma melhor compreensao do papel do biofilme na manutencéo da satde ou no desenvolvimento
de potenciais lesbes inflamatdrias nos tecidos suportes peri-implantares, podendo orientar no
desenvolvimento de recomendacdes clinicas que possam evitar ou minimizar a proliferacdo dos
micro-organismos, desenvolvimento de doencas e consequente perda dos implantes. Os dados
obtidos poderdo contribuir para o desenvolvimento de estratégias preventivas e terapéuticas em
pacientes com histérico de doenca periodontal crdnica que necessitardo de reabilitacdo com
implantes e ajudardo a compreender melhor o papel das bactérias periopatogénicas nas
infeccOes peri-implantares. Os resultados obtidos neste estudo também poderé&o fornecer bases

cientificas para futuras investigacGes envolvendo a avaliagdo do impacto do biofilme
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microbiano no sucesso, em longo prazo, das restauragfes implantossuportadas em pacientes

com histdria prévia de doenca periodontal.






2. Proposicdo
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2. PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo avaliar o perfil microbiolégico do biofilme
formado no sulco peri-implantar dos implantes de pacientes com histéria prévia de doenca
periodontal e que receberam prétese fixa total mandibular implantossuportada ap6s 4 e 5 anos
de funcdo. Uma analise dos indicadores clinicos de profundidade de sondagem, sangramento a

sondagem, bem como a reabsorcao ¢ssea marginal, serdo também avaliados ao longo do tempo.

2.2 Objetivos especificos

v Identificar e quantificar, por meio do método de hibridizagdo DNA Checkerboard, a
presenca de até 35 espécies microbianas colonizando os sulcos peri-implantares apos

4 e 5 anos de funcgéo.

v/ Avaliar os indicadores de profundidade de sondagem, sangramento a sondagem

e reabsorcéo 6ssea marginal dos implantes apos 4 e 5 anos de funcao.
2.3 Hipotese nula

A hipdtese nula testada neste estudo foi de que as contagens microbianas e as
comunidades em torno dos implantes dentarios permaneceriam semelhantes as encontradas no
inicio do estudo até o acompanhamento de 4 e 5 anos e ndo teriam efeito sobre os indicadores

clinicos de saude dos tecidos de suporte.






3. Material e Metodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do estudo

Este estudo clinico consistiu em uma avaliagdo observacional prospectiva da
colonizacdo microbiana ao redor de implantes utilizados como pilares de préteses totais fixas
mandibulares parfusadas para a reabilitacdo de individuos com histéria prévia de doenca
periodontal crénica, avaliando o efeito do biofilme formado sobre os indicadores clinicos de
salde tecidual ao longo do tempo. Trata-se da continuagdo de um estudo clinico intervencional
onde foi constituido um Unico grupo de estudo, por amostragem de conveniéncia, com
individuos que apresentavam indicacdo de extracao dos remanescentes dentarios e possibilidade
de instalagdo imediata de implantes (GOMES et al., 2017). Os participantes do estudo
receberam préteses totais fixas mandibulares parafusadas (tipo protocolo) suportadas por cinco
implantes, com carregamento imediato. Foram definidos como desfecho priméario para este
estudo a Avaliacdo Microbiologica, e como desfecho secundario a Avaliacdo dos Indicadores
Clinicos. As amostras dos biofilmes formados ao redor dos implantes, assim como os dados
referentes aos indicadores clinicos, foram avaliados imediatamente antes da extracdo dos dentes
remanescentes (T1 - Baseline) e ap6s 4 (T2) e 5 (T3) anos de funcdo mastigatéria. Este estudo
apresentou cegamento para as etapas clinicas, microbiologicas e analises dos dados. O desenho
experimental do estudo, em sua etapa inicial, foi realizado conforme a declaragdo CONSORT
para ensaios clinicos (MOHER et al., 2001, BOUTRON et al., 2008).

3.2 Selecéo dos participantes

Foram selecionados para o estudo 16 pacientes que procuraram por tratamento
reabilitador no Instituto Latino Americano de Ensino e Pesquisa (Faculdade ILAPEO, Curitiba-
PR), no ano de 2014, e apresentavam indicacdo de extracdo dos dentes remanescentes por
motivo de doenca periodontal crénica. Todos os participantes deveriam ter indicacdo clinica
para reabilitacdo por meio de proteses totais fixas mandibulares implantossuportadas (tipo
Protocolo). O tamanho do N amostral foi calculado com o auxilio do software PASS 2005
(NCSS, Kaysville, EUA). Foi selecionado o parametro contagem de células bacterianas como
variavel priméria para a determinacdo do N amostral, com medidas repetidas realizadas nos trés
tempos de investigacdo propostos (T1 = baseline, T2, T3). Foi considerado um desvio-padréao
de 1,53 nas medidas de tempo inter-individuos (valores dos desvios estimados a partir do
observado em estudos da literatura). O poder estatistico (power) foi de 90% para o fator tempo,

com nivel de significancia igual a 5% e magnitude do efeito (effect size) de 1,69.
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Foram considerados 0s seguintes critérios de inclusdo: (1) individuos maiores de 18
anos; (2) dentes inferiores com comprometimento periodontal e indicagcdo de extracdo e
reabilitacdo com implantes dentérios; (3) possuir proteses totais maxilares clinicamente
satisfatdrias; (4) apresentar espaco adequado na mandibula anterior para a inser¢do de cinco
implantes; (5) serem capazes de manter higiene bucal adequada e higienizar suas proteses; (6)
apresentar um estado de salde sistémica que possibilite procedimentos cirdrgicos; (7) Serem
capazes de fornecer um consentimento livre e esclarecido. Os critérios de exclusdo foram:
gravidez, lactacdo, tratamento periodontal ou antibiético nos ultimos 3 meses, presenca de
qualquer condigéo sistémica que possa influenciar o curso da doenga periodontal ou que exigem
pré-medicacdo para procedimentos e fumantes. Os pacientes foram informados sobre a
participacdo no estudo e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. Aos
voluntérios foi facultado o direito de decidir sobre sua participacdo ou ndo na fase experimental
desse estudo, durante o primeiro contato com os pesquisadores, e orientacdes foram dadas
quanto aos procedimentos da pesquisa. O presente estudo foi realizado com a devida apreciagédo
e aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto
(CAAE 63508116.0.1001.5419).

3.3 Intervencdes cirurgicas e protéticas

Os procedimentos para a colocacdo dos implantes incluiram exames pré-operatérios e
radiograficos para determinar as condicGes anatémicas relativas ao volume 0sseo e a mucosa
da area de suporte de cada individuo. Radiografias panoramicas e tomografias adicionais foram
realizados individualmente conforme a necessidade clinica. Foi prescrita antibioticoterapia
profilatica (Amoxicilina 2g, 1 h antes da cirurgia ) e Ibuprofeno 200 mg duas vezes diarias por
dois dias (ESPOSITO et al., 2008). Como medicacéo alternativa, Acetaminophen (650 a 1000
mg diarios) ou Naproxeno Sédico (375 a 1000 mg por dia) foram prescritos. As informacdes
relacionadas ao exame clinico, os tipos, doses e frequéncias de medicamentos usados no trans
e pés-operatorio foram registradas nos prontuérios clinicos dos individuos e arquivados no
ILAPEO. A sequéncia clinica do ato cirargico e instalacdo das prétese estéa ilustrada na Figura
1, consistindo, apés visualizado em radiografia panoramica (A) nas extracGes dos dentes
remanescentes (B), aplainamento do rebordo para remocdo das espiculas 6sseas (C e D),
localizacdo dos forames mentuais direito e esquerdo e perfuracdo para instalacdo dos 5
implantes interforame (E). As duas primeiras perfuracoes foram feitas medialmente aos forames
e, em seguida, a perfuracdo medial (F). Foi conferido o posicionamento das perfuragdes com

0s pinos e guia cirurgico em posicao (G). Em seguida foi executado as duas tltimas perfuracdes.
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Todos os implantes usados apresentavam conexao do tipo Cone Morse (NEODENT, Curitiba,
Brasil) com didmetros e comprimentos variando de 3,5 mm a 5,0 mm e 9,00 mm a 13,00 mm,
respectivamente. Nos pacientes que apresentavam uma estrutura éssea mais cortical foi inserido
um implante com desenho que facilitava o corte sseo em sua inser¢do (Titamax Cone Morse
NeoPoros). Aqueles que apresentavam 0sso mais trabeculado, foi inserido um implante com
maior capacidade de travamento (Drive Cone Morse, Curitiba, Brasil). Um torque minimo de
35N durante a inser¢do do implante foi conseguido para garantir a carga imediata com a
instalagdo da protese total fixa inferior do tipo protocolo (H e I). Os implantes foram instalados
ao nivel 6sseo ou até 2 mm abaixo (J). Apds a instalacdo de todos os implantes e intermediarios
(K), a moldagem foi executada imediatamente ap6s o término da cirurgia com o guia
multifuncional previamente confeccionado (L, M e N) e os implantes/intermediarios foram
recobertos com protetores até a instalacdo das préteses (O). As proteses definitivas foram
instaladas num prazo maximo de uma semana (P). Ap0s a instalacdo das proteses e ajustes
clinicos, instrugdes de higiene e manutencdo foram fornecidas a cada participante e reforcadas

em todos os retornos clinicos e de avaliagdes do estudo.
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Figura 1. Sequencia cirdrgica dos pacientes do projeto de pesquisa: (A) Radiografia panoramica mostrando os
remanescentes dentarios a serem extraidos no arco mandibular; (B) Remogdo dos remanescentes dentérios; (C)
Aplainamento do rebordo 6sseo; (D) Rebordo 6sseo apds a sua regularizacdo; (E) Frezagem com a broca 2.0 para
marcacdo do posicionamento dos implantes distais e medio; (F) Posicionamento dos pinos guias nas pefuracoes
distais e medial; (G) Prova do guia cirurgico; (H) Instalacdo dos 5 implantes; (1) Torque minimo de 32N durante
a insercdo dos implantes; (J) Visdo da disposicdo dos implantes instalados; (K) Visdo dos intermediarios
instalados; (L e M) Fixagdo do guia multifuncional nos cilindros parafusados nos intermediarios; (N) Moldagem
com o guia multifuncional em posic¢ao; (O) Protetores instalados nos 5 intermediarios ao término da cirurgia; (P)
Instalacdo da protese definitiva.

Fonte: Propria (201)
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3.4 Avaliagéo dos indicadores clinicos e radiograficos

Exames clinicos peri-implantares e exames por imagens radiograficas foram realizados
durante todo o periodo proposto de investigacdo dos implantes. As avaliagdes da profundidade
de sondagem e sangramento a sondagem foram realizadas com presséo controlada usando uma
sonda periodontal manual (Hu-Friedy, EUA; Figura 2). Para a profundidade de sondagem, foi
avaliada a distancia, em milimetros, entre a margem gengival livre e a por¢cdo mais apical
sondavel do sulco peri-implantar. Em cada implante, tanto as medicGes de sondagem quanto o
sangramento foram realizados em seis sitios (mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular,
mesio-lingual, lingual e disto-lingual). Radiografias periapicais foram realizadas com um
dispositivo que garantia 0 mesmo posicionamento da tomada radiografica em todas as etapas
do estudo com o objetivo de avaliar a reabsorcéo 6ssea marginal (SARTORI et al., 2014; Figura
3). As radiografias periapicais dos implantes foram digitalizadas e a mensuracdo da reabsorcéo
6ssea marginal foi realizada utilizando o software Image J 1.43 (NIH, EUA). Todas as medicdes
foram realizadas nas faces mesial e distal de cada um dos 5 implantes, e os valores de reabsor¢éo
para um determinado periodo foram definidos com uma média destas duas medidas. Para
orientar as medicdes, um ponto fixo foi definido de forma aleatéria na parte superior da
plataforma de cada implante como um ponto de referéncia inicial, e um segundo ponto foi
posicionado sobre a regido mais alta da crista 6ssea marginal do lado a ser aferido.

Figura 2. Sondagem dos implantes com sonda manual.

b
Fonte: Propria (2021).
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Figura 3. Tomada radiografica com o auxilio do dispositivo de padronizagao.

Fonte: Propria (2021).

3.5  Avaliacdo microbiolégica
3.5.1 Coleta das Amostras de Biofilme

Amostras do fluido crevicular dos sulcos dentarios e peri-implantares foram colhidas com
o0 auxilio de cones de papel #30 (Figura 4 e 5). Previamente a coleta, os sitios de coleta foram
secos com gaze esterilizada e isolados com o auxilio de roletes de algoddo. Ao todo, foram
utilizados 6 cones para constituir a amostra de biofilme de cada elemento investigado (dentes
remanescentes no baseline-T1 e implantes no T2-T3), 3 posicionados no sulco vestibular e 3 no
sulco lingual/palatino (regido mesial, central e distal), sendo misturados ao final em um mesmo
microtubo e constituindo uma Unica amostra para o elemento. Apos a coleta, 0s cones foram
inseridos em microtubos contendo 150uL de solucdo tampdo TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 7,6), adicionados com 150uL de solucdo NaOH 0,5M e armazenados em

temperatura de 4°C até o processamento laboratorial.
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Figura 4. Coleta microbioldgica com o auxilio de cones de papel na face
vestibular dos dentes antes das extraces para instalacdo dos implantes.

Fonte: Propria (2021).

Figura 5. Coleta microbiolégica dos implantes com o auxilio de cones de
papel absorvente posicionados nas faces vestibular e lingual

Fonte: Propria (2021).

3.5.2. Processamento microbioldgico pela técnica de hibridizacdo Checkerboard DNA-
DNA Hybridization

A técnica de hibridizacdo de sondas de DNA gendmico, Checkerboard DNA-DNA
Hybridization, foi utilizada para a avaliacdo dos desfechos microbiolégicos do estudo. Esta
técnica permite a identificacdo e quantificacdo de até 45 espécies distintas de micro-organismos
em um grande namero de amostras, de forma simultanea (SOCRANSKY et al., 1994). Todas
as etapas de processamento das amostras pela técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization
foi realizada no Laboratério de Diagndstico Odontoldégico Molecular do Departamento de
Materiais Dentarios e Prétese da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto/USP, conforme
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inicialmente descrito por Socransky et al. (1994) e modificada por do Nascimento et al. (2010).

Trinta e cinco espécies microbianas, incluindo bactérias colonizadoras primarias do
biofilme oral e patdgenos associados a doenca periodontal/peri-implantar, e trés espécies de
Candida frequentemente encontradas na microbiota oral de individuos saudaveis e doentes
foram selecionadas para serem alvo neste estudo: Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Bacteroides fragilis, Capnocytophaga gingivalis, Campylobacter rectus, Escherichia coli,
Eikenella corrodens, Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum, Klebsiella
pneumoniae, Lactobacillus casei, Mycoplasma salivarium, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida, Peptostreptococcus anaerobius, Porphyromonas endodontalis,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica, Prevotella
nigrescens, Parvimomas micra, Staphylococcus aureus, Strepetococcus gordonii,
Strepetococcus mitis, Strepetococcus mutans, Strepetococcus oralis, Strepetococcus
parasanguinis, Strepetococcus sanguinis, Strepetococcus salivarius, Strepetococcus sobrinus,
Solobacterium moorei, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Veillonella parvula,

Candida albicans, e Candida dubliniensis.
3.5.3 Confeccao das Sondas de DNA gendmico

O DNA gendmico das espécies foram comprados da empresa ATCC (American Type
Culture Collection, Virginia, EUA). Os DNAs gendmicos foram obtidos na forma liofilizada e
ressuspendidos em solugdo tampao TE até uma concentracéo final de 0,25 pg/pL. A confeccéo
das sondas gendmicas das 35 espécies-alvo de deteccdo deste estudo foi realizada de acordo
com o protocolo estabelecido pelo fabricante do marcador gendémico (AlkPhos Direct Labelling
and Detect System, GE Healthcare, Buc- kinghamshire, Reino Unido). O protocolo baseia-se
na marcacdo de 100 ng do DNA gendmico da espécie-alvo alvo, atingindo uma concentragédo
final de 1 ng/uL. Em microtubos individuais, o0s DNAs foram diluidos até uma concentracéo
de 10 ng/pL, para um volume final de 10 puL de solucdo. Apds a diluicdo, os DNAs foram
desnaturados em agua fervente por 5 minutos e resfriados em gelo por 5 minutos. No gelo,
foram adicionados os componentes do kit de marcacdo na seguinte sequéncia: 10 pL de
Reaction buffer, 2 uL de Labelling reagent e 10 pL de Cross-linker solution (1:4). Os
microtubos foram agitados para homogenizacdo da solucdo constituida e incubados por 30
minutos a 37°. Em seguida, foram estocados com glicerol (50% v/v) em -20°C até o

processamento laboratorial.
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3.5.4 Reacao de Hibridizacao

A sensibilidade da técnica foi ajustada para permitir a observagdo de reacdes de
hibridizagdes positivas para a presenca de 10° e 10° células de cada uma das espécies
microbianas propostas como alvo do estudo. Estas quantidades séo utilizadas como padrdes de
referéncia para a quantificacdo dos micro-organismos presentes nas amostras de biofilme ap6s
as reacoes de hibridizacdo. Neste contexto, foram preparados dois microtubos para serem
utilizados como padrdes de quantificagdo, contendo quantidades equivalentes a 10° ou 10°

células de cada uma das espécies-alvo.

Previamente ao processamento, 0s microtubos contendo as amostras de biofilme dental
e peri-implantar foram homogeneizados durante 3 minutos em um agitador de tubos (AP 56,
Phoenix Luferco, Araraquara, Brasil) para a desagregacédo de todo o biofilme contido nos cones
de papel, e na sequéncia, os cones foram todos removidos. Tanto os microtubos contendo as
amostras de biofilme quanto os microtubos contendo as quantidades padrdes de quantificagdo
foram fervidos em temperatura de 95°C, durante 5 minutos, para a desnaturacdo das fitas de

DNA e resfriados imediatamente em gelo por 5 minutos (Figura 6).

Figura 6. Desnaturacdo das fitas de DNA (A) e resfriamento imediato em gelo (B).

Fonte: Propria (2021).

As amostras desnaturadas do DNA dos biofilmes e padrdes de quantifica¢do, ainda
resfriadas, foram aplicadas sobre uma membrana de nylon de 15 cm?, carregada positivamente
(Hybond N+, GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) e posicionada no aparelho
Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA), especifico para esta técnica de hibridizagdo

e que permite a disposicdo paralela e individualizada de 30 amostras de DNA genémico (28
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amostras clinicas de biofilmes e os 2 padrdes de quantificagdo 10° e 10° células de cada espécie-

alvo; Figura 7).

Cada amostra de biofilme e os padrdes de comparacdo foram depositados no interior
das canaletas com auxilio de pipetas automaticas de precisdo. Apds 5 minutos, com o auxilio
de uma bomba a vacuo conectada ao aparelho Minislot 30, a solu¢édo liquida remanescente foi
totalmente removida e a membrana armazenada em estufa a 120°C (SX 1.2 DTME, Sterilifer
Ind. e Com. Ltda., Diadema, SP, Brasil) por 20 minutos, para a fixacdo dos DNAs gendmicos

das amostras de biofilme e padrdes de quantificacdo a membrana.

Figura 7. A: Minislot 30 aberto com amostras para aplicacdo; B: Posicionamento da membrana de nylon sobre a
placa do Minislot; C e D: Aplicacdo das amostras de DNA e os padrdes de comparagio 10° e 105 E:
Aparelho Minislot fechado para drenagem da solucao liquida remanescente.

Fonte: Propria (2021).
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Apos a fixacdo dos DNAs das amostras de biofilme e dos padrGes de comparagdo, uma
solugéo contendo NaCl 1 M (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e Blocking reagent
(GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) diluidos em 30 mL de Hybridization Buffer
(GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) foi preparada e aplicada sobre a membrana e
embalada em um involucro de plastico e pré-hibridizada no forno de hibridizacdo em 63,5°C,
durante 6 horas.

Apds a etapa de pré-hibridizacdo, a membrana foi posicionada em um dispositivo de
acrilico denominado Miniblotter 45 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA) para aplicacdo das
sondas marcadas. O dispositivo apresenta 45 canaletas individuais de hibridiza¢do, permitindo
a aplicacdo simultanea de até 45 sondas distintas. Para tanto, a membrana foi posicionada de
forma que as amostras de DNA previamente fixadas a membrana ficassem orientadas em um
angulo de 90° com as canaletas do Miniblotter 45, formando um xadrez (Checkerboard) no
padrdo de 30 (amostras de DNA e padrdes 10° e 10%) x 45 (sondas gendmicas). Cada canaleta
foi utilizada como uma camara para reac6es de hibridizacdo independentes. Foram aplicadas,
individualmente no interior de cada canaleta, 160 pL de sonda gendmica das 35 espécies- alvo.
Apos a aplicacdo das sondas, o Miniblotter 45 foi envolvido em filme de PVC e embalado em
saco pléastico para evitar o ressecamento da membrana. Todo o conjunto foi levado para a reagdo
de hibridizacao no forno de hibridizacdo em temperatura de 63,5°C, sob agitacéo suave, durante
16 horas.

Apos a reacdo de hibridizacdo, as membranas passaram por um processo de lavagem
para remocao das sondas que ndo hibridizaram completamente (ligacdes inespecificas entre 0s
DNAS). Inicialmente, foram realizadas duas lavagens de 30 minutos cada, em 67,5°C, com 500
mL de uma solugédo contendo Urea 2 M (Sigma Chemical Co.), Dodecil Sulfato de Sodio (SDS)
0,1% (Sigma Chemical Co.), NaH2PO4 50 mM (pH=7; Sigma Chemical Co.), NaCl 150 mM
(Sigma Chemical Co.), MgCI2 1mM (Sigma Chemical Co.) e Blocking Reagent (GE
Healthcare). Adicionalmente, foram realizadas mais duas lavagens de 15 minutos, em
temperatura ambiente, com 500 mL de uma solucdo contendo Tris 1 M (Sigma Chemical Co.),
NaCl 2 M (Sigma Chemical Co.) e MgCI2 1M (Sigma Chemical Co.). Todas as lavagens foram

realizadas sob agitacao vigorosa, em forno de hibridizacao.

A deteccdo dos sinais de hibridizacdo provenientes do cruzamento dos DNAs das
amostras de biofilme coletadas com os DNAs das sondas gendmicas marcadas de cada uma das
35 espécies-alvo foi realizada por meio de uma reagdo de quimiluminescéncia. Apds as

lavagens, foram aplicados 3 mL do reagente de deteccdo CDP-Star® (GE Healthcare,
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Buckinghamshire, Reino Unido) sobre a membrana, deixando-o em contato com toda sua
superficie durante 30 minutos, protegido da luz. Em seguida, o excesso do reagente de detec¢do
foi removido e a membrana foi embalada com filme plastico de PVC para posterior exposi¢cdo

em cassete de autorradiografia.

Cada membrana foi posicionada dentro de um cassete de autoradiografia (Hypercassete,
Buckinghamshire, Reino Unido), em camara escura, onde permaneceu em contato com um
filme para autorradiografia (HyperFilm, GE Healthcare), durante 1 hora. Apds esse periodo, 0s
filmes expostos foram revelados e fixados em solucBes de processamento radiogréfico
convencional (Kodak, Rochester, NY, EUA). Ao final, sdo obtidos filmes autorradiogréaficos
onde podem ser observados os sinais positivos de hibridizacdo nas regifes de interseccao entre
as amostras e sondas cruzadas, caso ocorra o pareamento das cadeias de DNA, confirmando a
presenca de determinada espécie-alvo investigada. A Figura 8 representa uma reacdo de
hibridizagdo de uma membrana, na qual as linhas horizontais representam as 35 sondas
marcadas e as linhas verticais representam as 28 amostras e os 2 padrdes de quantificagdo (10°

e 10° células microbianas).

Figura 8. llustracdo de uma reacdo de hibridizacdo pelo método Checkerboard DNA-DNA Hybridization.
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Fonte: Propria (2021).

3.5.5 Analise dos dados clinicos e microbiolégicos

Apos a obtencdo dos filmes autorradiograficos com os sinais de hibridizacdo, estes
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foram fotografados e as imagens obtidas foram analisadas no software CLIQS — Core
Laboratory Image Quantification Software (Totallab, Newcastle, Inglaterra), que possibilitou a
determinacdo do nimero aproximado de células microbianas (contagem microbiana) presentes
em cada amostra de biofilme avaliada, a partir da comparagédo da intensidade dos sinais de
hibridizacdo obtidos pela interseccdo das amostras contra as sondas marcadas em relacdo a
intensidade dos padrdes contendo 10° 10° células de cada uma das 35 espécies-alvo. (Figura
9).

Figura 9. A: Imagem da membrana vista no software CLIQS 1D®; B: Delimitacdo das canaletas em que foram
aplicadas as sondas; C: Delimitac&o dos sinais de hibridizacdo a serem quantificados; D: Comparacdo dos sinais
delimitados com os padrdes contendo 10° e 106 células de cada espécie-alvo para obtengio dos resultados.

Fonte: Propria (2021).

A diversidade de espécies da microbiota dos implantes foi avaliada inicialmente
medindo-se a abundancia relativa de cada uma das espécies microbianas-alvo, e comparada
com a microbiota presente nos dentes previamente a extracdo para reabilitacdo protética. Os
indices de diversidade alfa, Shannon-Weaver e Simpson, foram utilizados para avaliar a
composicdo das comunidades microbianas presentes nos biofilmes ao longo do tempo de
investigacdo. E por fim, o coeficiente de similaridade de Jaccard, referente a diversidade beta,
também foi utilizado para avaliar a variacdo na composicdo de espécies nos sitios ao longo do

tempo.

Todos os dados referentes aos desfechos microbioldgicos e clinicos registrados durante

o0 periodo do estudo foram analisados com estatistica descritiva e de inferéncia. Os resultados
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dos desfechos microbiologicos foram apresentados como mediana, intervalo interquartil e
valores maximo e minimo. Os resultados dos desfechos clinicos foram apresentados como
média e desvio-padrdo da média. Considerando-se a presenca de multiplos fatores de variacdo
e a dependéncia longitudinal dos dados, foi utilizado o modelo ndo-paramétrico de regressdo
linear mista Brunner and Langer nonparametric analysis of longitudinal data in factorial
experiments (BRUNNER; LANGER, 1999). Desta forma, avaliou-se o efeito de cada um do
fatores de variacdo (localizacdo dos implantes, espécies-alvo e tempo) e suas interacdes sobre
a formagdo da microbiota peri-implantar e indicadores clinicos, considerando-se cada
participante voluntério do estudo como efeito aleatorio para a andlise. Este modelo estatistico
utiliza os testes Wald-Type Statistic (WTS) e ANOVA-Type Statistic (ATS) para investigar a
hipdtese de auséncia de interacdo entre os fatores de variacdo. O modelo estatistico Generalized
Estimating Equations (GEE) foi utilizado para avaliar, por meio de multiplas comparacGes,
quais fatores de variagdo foram significantemente associados com cada tempo de avaliacdo. As
diferencas de diversidade microbiana foram avaliadas por meio de ANOVA seguida do teste
Tukey’s Honest Significant Difference (HSD). Andlises de correlacGes entre a microbiota e os
indicadores clinicos foram avaliados pelo teste Spearman's rank correlation coefficient. As
diferencas foram consideradas significantes para valores de p<0,05. Os dados foram analisados
utilizando o software estatistico R (R. software 4.0.0; R Foundation for Statistical Computing,

Viena, Austria).
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4. RESULTADOS

De um total de 16 voluntérios participantes incluidos na etapa inicial da pesquisa,
somente 12 completaram o periodo avaliativo de 5 anos de funcdo mastigatoria das proteses
implantossuportadas; quatro participantes ndo puderam ser contactados para as coletas dos
periodos T2 e T3. A média de idade dos participantes foi de 60,14 (+ 7,69) anos. Um total de
180 amostras clinicas de biofilme, incluindo biofilmes periodontais e peri-implantares, foram
avaliadas durante os trés periodos de investigacdo (5 dentes/implantes x 12 individuos x 3
periodos), resultando em um total de 6.300 reacdes de hibridizacdo de DNA (x35 espécies
microbianas). O conjunto de dados dos indicadores clinicos compreendeu um total de 360
registros (5 dentes/implantes x 6 sitios x 12 individuos).

4.1 Contagem Microbiana Total

Os dados referentes & contagem microbiana total de micro-organismos consistiu na
analise de um pool das 35 espécies-alvo propostas para serem investigadas no estudo. A
contagem de células microbianas em cada biofilme foi realizada sem discriminar entre as
diferentes espécies presentes, resultando, desta forma, em um indicador da carga microbiana
total presente em cada amostra. A Figura 10 ilustra o efeito relativo do fator “tempo de coleta™
sobre a contagem microbiana total considerando-se um intervalo de confianca de 95% e sem
discriminar entre os diferentes sitios de coleta (5 implantes). O grafico do tipo box plot (A)
representa a mediana, primeiro quartil, terceiro quartil e os valores minimo e maximo
registrados no baseline (T1), e ap6s 4 (T2) e 5 (T3) anos de funcdo dos implantes,
respectivamente. Estes resultados indicam que as distancias medidas aumentaram apds o
periodo de 4 anos, confirmando que o fator tempo teve um efeito significante para 0 aumento
da contagem total dos micro-organismos. O grafico apresentado no lado direito (B), representa
o intervalo de confianca de 95% das medianas, indicando o limite minimo, o ponto-estimado e
o limite maximo para cada um dos 3 periodos de investigacdo. A mediana aumenta
significantemente ap0s o periodo de 4 anos, indicando que quanto maior o periodo de avaliagcdo
maior a contagem de micro-organismos presente nas amostras. O efeito relativo do fator tempo
foi avaliado por meio dos testes estatisticos Wald-Type Statistics (WTS) e ANOVA-Type
Statistics (ATS); ambos demonstraram efeito significante do fator tempo sobre a contagem total
de micro-organismos, com valores de p 1,89x10° ¢ 8,59x107, respectivamente. Os testes
complementares de multiplas comparac6es corrigidos por Bonferroni mostraram diferencas
significantes entre as contagens registradas para os periodos de 4 e 5 anos (WTS/ATS: p=
1,22x10%).
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Figura 10. Efeito relativo do fator “tempo de coleta" sobre a contagem microbiana total. Em A, grafico box plot
representando a mediana, primeiro quartil, terceiro quartil e valores minimo e méximo registrados no baseline
(T1), T2 e T3. Em B, representagéo do intervalo de confianca de 95% das medianas.
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Fonte: Propria (2021).

A Figura 11 ilustra a contagem microbiana total registrada nos 3 periodos de
investigacdo considerando-se os 5 diferentes sitios (implantes) de coleta de amostras. Os
gréficos do tipo box plot e de intervalo de confianca de 95% das medianas estdo representados
pelas letras A e B, respectivamente. Os testes estatisticos mostraram ndo haver efeito
significante do fator “sitio de coleta” (WTS: p= 0,9815; ATS: 0,9787). Também néo foi
encontrada uma interacao estatistica entre os fatores “sitios" e “tempo” (WTS: p=0,8209; ATS:
p= 0,8531). Diferentemente, o fator tempo foi altamente significante para o aumento da
contagem microbiana, conforme comprovado pelos testes estatisticos WTS (p= 4,06x10%%) e
ATS (p= 4,06x102%). O intervalo de confianca de 95% das medianas (B) comprova que a
contagem aumentou ap0s o periodo de 4 anos, independentemente do sitio de coleta do

bioiflme.
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Figura 11. Contagem microbiana total nos trés periodos de investigagdo. A: grafico Box Plots com os 5
diferentes sitios de coleta das amostras. B: graafico com efeito relativo e intervalo de confiaca de 95%.
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Fonte: Propria (2021).

4.2 Contagem Microbiana Individual

Os testes estatisticos aplicados considerando-se o aspecto multi-fatorial do estudo
mostraram um efeito significante do fator “espécies de micro-organismos”. Tanto o teste WTS
quanto o teste ATS indicaram uma forte interacao entre as espécies e o fator tempo, com valores
de p de 5,92x10°23¢ 2,16x10°, respectivamente. Os efeitos relativos do fator tempo e espécie
foram, respectivamente, p= 2,00x10® e p= 0,0001. O modelo estatistico Generalized
Estimating Equations (GEE) foi aplicado para avaliar a significancia dos efeitos dos fatores de
variacao investigados, considerando-se o aspecto longitudinal e dependéncia dos dados. Das 35
espécies-alvo investigadas no estudo, 19 espécies apresentaram contagens aumentadas no
periodo de 5 anos (T3). Os valores das contagens microbianas individuais e a significancia para
cada uma das 35 espécies investigadas estdo representados na Figura 12. Nado foram encontradas
diferencas significantes comparando-se as espécies entre os periodos baseline (T1) e 4 anos
(T2); p> 0,05. As espécies patogénicas mais comumente encontradas nas doencas
periodontais/peri-implantares foram observadas em niveis elevados no periodo de 5 anos
(mediana, x10° células): P. gingivalis (4,89; p= 2,11x10®), T. forsythia (4,90; p= 5,30x107%), e
T. denticola (4,97; p= 0,0035). Outras espécies relevantes e frequentemente encontradas nas
condi¢des de doencas peri-implantares foram também observadas em niveis elevados no
periodo de 5 anos: P. intermedia (5,10; p= 0,0246), F. nucleatum (6,20; p< 2,00x10%), e A.
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actinomycetemcomitans (6,34; p= 2,84x10%). As medianas (valores minimos e maximos; x10°

células) variaram de 2,74 (minimo: 0; maximo: 15,77) a 3,93 (minimo: 0; maximo: 6,67).

Figura 12. Os valores das contagens microbianas individuais e a significancia para cada uma das 35 espécies
investigadas
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Fonte: Propria (2021).
4.3 Diversidade e Similaridade das Comunidades Microbianas

A diversidade dos biofilmes investigados foi representada pela abundancia relativa das
espécies presentes em cada amostra e pelos indices de diversidade alfa Shannon e Simpson.
Todos os dados de diversidade estdo representados na Figura 13. As maiores abundancias
relativas foram encontradas nas amostras coletadas no periodo de 5 anos, independentemente
do sitio de investigacdo (p= 1,32x10?!). Todas as espécies-alvo apresentaram valores
moderados a alto de abundancia relativa. Os maiores valores (média de abundancia relativa >
70%) registrados no periodo T3 foram para as espécies A. actinomycetemcomitans, F.
nucleatum e P. melaninogenica. De uma forma geral, o valor médio de abundancia relativa das
espécies no periodo de 5 anos foi de 61,4%. A abundancia relativa das espécies no periodo T2
(4 anos) foi maior do que no periodo baseline (T1), porém, sem diferenca significante (p>0.05).
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Corroborando com os resultados de abundancia relativa, o teste ANOVA seguido de Tukey
HSD confirmou que a diversidade alfa, avaliada pelos indices de Shannon e Simpson, foi maior
no periodo e 5 anos de investigacdo (p= 3,60x107' e p= 0,0152 para Shannon e Simpson,
respectivamente). Os valores do indice Shannon variaram de 3,47 a 3,55, indicando alta
diversidade para todas as amostras, independentemente dos tempos e amostragem. Da mesma
forma, os valores de indice Simpson também foram altos, variando de 0,96 a 0,97, com um
valor médio de 0,96. Estes resultados de grande diversidade sugerem que ndo existem espécies
dominantes na microbiota dos participantes do estudo em nenhum dos tempos investigados.

Figura 13. Representacdo da abundancia relativa das espécies (A), indice de diversidade Shannon (B) e indice
de diversidade de Simpson (C)
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Fonte: Propria (2021).

O numero de espécies compartilhadas entre as amostras e suas abundancias relativas
foram avaliadas usando-se o coeficiente de similaridade de Jaccard (diversidade beta).
Baseando-se nas métricas de Jaccard, diferentes padrdes de similaridade e dissimilaridade
foram observados analisando-se as amostras nos diferentes tempos (Figura 14). Foram
encontradas diferencas significantes na composicdo e estrutura das comunidades microbianas
ao longo do tempo. A microbiota peri-implantar apés 5 anos de funcdo mastigatoria ndo
apresentou similaridades com as microbiotas encontradas nas amostras do baseline e 4 anos.
De forma geral, os dados comparativos de similaridade foram os seguintes: T1-T2 (63%); T1-
T3 (43%); e T2-T3 (53%). A similaridade das comunidades microbiana reduziu ao longo do
tempo; apos 5 anos de funcdo (T3), a microbiota dos implantes compartilhou menos do que a
metade das espécies presentes nos dentes no baseline. Os colonizadores inicias do biofilme,

pertencentes ao género Streptococcus spp. € 0s colonizadores tardios, principalmente
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representados por géneros Gram-negativos (incluindo patdgenos periodontais como P.
gingivalis, T. forsythia, T. denticola, e A. actynomycetemcomitans) foram encontrados em
maiores abundancias apds o periodo de 5 anos. Ndo foram encontradas diferencas significantes
na microbiota comparando-se os diferentes sitios dos implantes (variaram de 90% a 99%).

Figura 14. Padres de similaridade e dissimilaridade de Jaccard.
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Fonte: Propria (2021).
4.4 Indicadores Clinicos e Correlagdo com os Achados Microbiologicos

Né&o foram observadas ou reportadas complicacdes clinicas ao longo do tempo de
investigacdo do estudo. Nao foram detectados sinais de infecdo bacteriana localizada, mucosite
ou peri-implantite. De uma forma geral, os cuidados de higiene pessoal dos participantes foram
considerados satisfatdrios. Os valores das medianas, intervalo interquartil, valores minimo e
maximos para os indicadores de profundidade a sondagem (mm), sangramento a sondagem (%)
e reabsorcao 0ssea marginal (mm) dos dentes e implantes estdo representados na Figura 15. Os
valores de profundidade a sondagem registrados para os dentes e implantes ao longo do estudo
foram compativeis com a condicéo de satde dos tecidos suporte. Os valores médios, nos tempos
T1 e T2, variaram de 3,04 £ 0,92 mm para os dentes e 1,74 + 0,45 mm para os implantes. Os
valores médios de porcentagem de sangramento a sondagem foram 81,66% para os dentes e

63,33% para os implantes ap6s 5 anos. A perda 6ssea total (mm, + desvio-padréo) ao redor dos
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implantes apds 5 anos foi de 1,39 +0,73. O valores de significAncia estatistica para as
comparacgdes entre os periodos foram registrados como seguem: Profundidade de Sondagem:
T1-T2: p= 1,30x10%; T1:T3: p= 0,0006; T2-T3: p= 1,27x1078; Sangramento a Sondagem: T1-
T2: p= 0,0005; T1-T3: p= 0,0111; T2-T3: p= 0,89; Reabsorcdo Ossea Marginal T2-T3: p=
0,038).

Figura 15. Valores das medianas, intervalo interquartil, valores minimo e maximos para os indicadores de

profundidade a sondagem (mm) (A), sangramento a sondagem (%) (B) e reabsorcédo éssea marginal (mm) dos
dentes e implantes (C).
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Fonte: Prépria (2021).

O teste de correlacdo de Spearman (Spearman's rank correlation test) foi aplicado para
analisar a associacdo entre a contagem microbiana e os indicadores clinicos ap0s 5 anos.
Nenhum dos indicadores clinicos apresentaram correlacdo significante com a microbiota
encontrada: Profundidade de Sondagem (R= 0,26; p= 0,23), Sangramento a Sondagem (R= -
0,31; p= 0,14), e Reabsorcio Ossea Marginal (R= 0,28; p= 0,21).
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5. DISCUSSAO

A instalacdo imediata de implantes com carregamento imediato tem sido utilizada de
forma bastante previsivel em individuos com histérico de doencas periodontais, e a maioria dos
estudos na literatura relatam altas taxas de sobrevivéncia, confirmando que os implantes s&o
osseointegrados com sucesso e mantidos na cavidade oral (MALO et al., 2014;
CHRCANOVIC; MARTINS; WENNERBERG, 2015). Entretanto, ainda séo bastante escassos
na literatura estudos com um maior periodo de acompanhamento avaliando as mudancas
microbianas que podem ocorrer ao longo do tempo nestes individuos, e qual o potencial impacto
da composicdo das comunidades bacterianas nos indicadores clinicos e sucesso em longo prazo
do tratamento reabilitador com proteses implantossuportadas. A disbiose da microbiota oral,
comumente caracterizada pela perda da diversidade dos micro-organismos e crescimento
excessivo de espécies potencialmente patogénicas, tem sido considerado o principal fator
etiologico da peri-implantite (KROGER et al., 2018).

Embora o mecanismo pelo qual a disbiose ocorre nos casos de peri-implantite ainda ndo
seja totalmente esclarecido, a compreensdo das interacbes dinamicas entre a microbiota
instalada e os tecidos de suporte periodontal/peri-implantar do hospedeiro ao longo do tempo
s80 cruciais para se reduzir os riscos relacionados aos potenciais desequilibrios microbianos e
para alcancar modelos previsiveis de diagnostico e tratamento. Portanto, o objetivo deste estudo
clinico longitudinal foi investigar prospectivamente a microbiota oral formada ao redor de
implantes dentarios pilares de reabilitaces totais mandibulares fixas em individuos com
historia prévia de periodontite cronica, e avaliar como esta microbiota se correlaciona com o0s

indicadores clinicos ap6s 5 anos de carga funcional.

A hipdtese testada neste estudo foi rejeitada, uma vez que os resultados demonstraram
gue a microbiota observada nos dentes remanescentes no inicio do estudo, previamente as suas
extracOes, foi significantemente diferente da microbiota presente nos implantes apds 5 anos de
funcdo mastigatdria; ou seja, houve uma grande alteracdo no perfil microbiano ao longo do
tempo do estudo. As contagens microbianas (totais e individuais) e as comunidades de espécies
presentes ao redor dos implantes dentéarios permaneceram semelhantes as encontradas no inicio
do estudo (dentes remanescentes) até o periodo de andlise de 4 anos. ApOs o periodo de
avaliacdo de 5 anos, tanto as contagens quanto as diversidades microbianas aumentaram
significantemente. As espécies bacterianas consideradas como principais patdgenos para a
doenca periodontal/peri-implantar, T. denticola, F. nucleatum, P. gingivitis e A.

actinomycetemcomitans, foram encontradas em altos niveis e abundancia, sugerindo que a
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historia anterior de periodontite tem um impacto relevante na determinacdo da formacdo da
microbiota peri-implantar tardia, e que as contagens de micro-organismos podem aumentar
quanto mais tempo os implantes estiveram em funcéo, conforme reportado previamente (LEE
et al., 1999; SMITH et al., 2017). Vérios estudos tém demonstrado que a peri-inplantite tem
sua frequéncia maior de aparecimento a partir do quinto ano de carga funcional, com pico de
incidéncia apds o 7° ano em pacientes com comprometimento periodontal (DERKS, 2012;
SANZ; CHAPPLE, 2012; DERKS; TOMASI, 2015; TOMASI; PANDOLFI et al., 2020).
Ainda, pacientes que apresentam mais de 4 implantes em um tratamento reabilitador tém maior
probabilidade de desenvolver a peri-implantite (DERKS et al., 2016;PANDOLFI et al., 2020).
Portanto, os resultados microbioldgicos do presente estudo estdo em consonancia com os dados
reportados na literatura, confirmando que essas alteragdes no perfil microbiolégico observadas
ao longo do tempo podem estar envolvidas na progresséo das doencas peri-implantares e podem
representar um risco potencial para o sucesso em longo prazo dos implantes dentarios
(RENVERT; QUIRYNEN, 2015). Outro dado relevante do estudo e que pode justificar o ndo
aparecimento de reac6es inflamatorias clinicas nos participantes deste estudo, ao contrario do
que € frequentemente reportado pela literatura, foi que a diversidade microbiana também
aumentou significantemente ao longo do tempo, o que pdde ter inibido o crescimento excessivo
dos micro-organismos patogénicos, a0 mesmo tempo em que favoreceu a manutencdo do
equilibrio da microbiota peri-implantar. Nesse estudo, a microbiota instalada nao foi capaz de
refletir em mudancas clinicas ao longo do tempo; todos 0s participantes ndo apresentaram sinais
de infeccdo/inflamacéo e os dados dos indicadores clinicos durante todo o periodo experimental
foram compativeis com uma situacdo de satde dos tecidos de suporte. Ndo foram encontradas
correlacdes significantes entre os achados microbioldgicos e os indicadores clinicos de
progressao da mucosite ou peri-implantite. Dentro das condi¢cdes estabelecidas neste estudo, 0s
resultados observados sugerem que a presenca de espécies microbianas potencialmente
patogénicas para a doenca periodontal/peri-implantar, em niveis moderados a altos, ndo esta
necessariamente associada ao desenvolvimento de doencas peri-implantares e falha dos
implantes, conforme observado em outros estudos similares da literatura (SBORDONE et
al.,1999; GRAETZ et al., 2018).

Os dados preliminares deste estudo de individuos com histéria prévia de periodontite
cronica, relativos a avaliagdo por um periodo curto de 8 meses, demonstraram que a microbiota
peri-implantar nos estagios iniciais de carga funcional era composta, principalmente, por

bactérias Gram-positivas pertencentes ao género Streptococcus e espécies Gram-negativas
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pertencentes aos géneros Veillonella, Porphyromonas e Prevotella. Algumas espécies
consideradas periodontopatogénicas, T. denticola, F. nucleatum, P. gingivalis e A.
actinomycetemcomitans, também foram observadas, porém em niveis reduzidos a moderados
(GOMES et al., 2017). Nesse curto periodo de investigacdo, concluimos que a microbiota dos
implantes dentarios era bastante semelhante aquela encontrada nos dentes remanescentes
extraidos para a colocacdo dos implantes, apresentando padrées microbianos de uma microbiota
saudavel. A literatura tem demonstrado que espécies comensais e patogénicas podem estar
presentes em niveis moderados ou altos, mesmo em biofilmes iniciais e condi¢Ges de saude
(DO NASCIMENTO et al., 2015; DE OLIVEIRA SILVA et al., 2020), confirmando que a
microbiota presente nos dentes remanescentes influencia significantemente a formagéo de uma
nova microbiota, mesmo que o0s dentes sejam previamente removidos para a instalagdo dos
implantes. Os resultados desta avaliagdo de 5 anos sugerem que tanto a microbiota dos dentes
remanescentes quanto o tempo de carregamento dos implantes podem ter um impacto relevante
na formacéo da microbiota peri-implantar de individuos com histérico de doencas periodontais.
Em outras palavras, o fator tempo pode determinar até que ponto a microbiota dos dentes
remanescentes pode consolidar o biofilme formado ao longo do tempo. Portanto, parece
extremamente relevante prevenir o desequilibrio da microbiota oral, nestes individuos com
historico de doenca periodontal prévia, por meio da modulacdo do crescimento excessivo das
espécies patogénicas com medidas de controle do biofilme. A presenca de sulcos gengivais
profundos favorece a proliferacao de espécies anaerdbias e a literatura destaca a importancia de
protocolos de higiene de suporte na manutencdo de implantes para estes individuos com
historico de doencas periodontais (SMITH et al., 2017). De acordo com estudos prévios, o
aumento da profundidade do sulco peri-implantar estd fortemente correlacionado com
mudancas do perfil microbiano, podendo resultar no aumento dos niveis de disbiose (KROGER
et al., 2018). Em nosso estudo, realizamos um protocolo de higiene de suporte durante todo o
tempo experimental e os participantes foram inseridos no programa da instituicdo onde sdo
chamados a cada 6 meses para profilaxia da protese e instrugfes para continuar a manutengéo
da terapia de higiene. Provavelmente, o programa de higienizacdo aplicado foi o responsavel
por manter a alta diversidade microbiana e equilibrio da microbiota ao longo do tempo, o que
pode ter impactado positivamente na saude dos tecidos peri-implantares. Independentemente
dos niveis elevados de espécies patogénicas apos 5 anos de carregamento, a alta abundancia de
varias espécies comensais (microflora normal) inibiu a proliferacdo das espécies patogénicas,
impedindo o desequilibrio da microbiota e desenvolvimento de doencas dos tecidos de suporte.

Micro-organismos comensais e patogénicos sdo comumente encontrados abrigando a cavidade
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oral em uma capacidade simbidtica; os comensais atuam como barreiras bloqueando a adeséo
de espécies patogénicas as superficies mucosas (AVILA; OJCIUS; YILMAZ, 2009). Apbs o
periodo experimental de 5 anos, o valor médio da profundidade de sondagem dos implantes
nesta investigacdo mostrou-se inferior a 1,8 mm, compativel com a situacdo de salde peri-

implantar.

Outro fator relevante e que pode ter contribuido para o ndo desenvolvimento de doencas
inflamatorias nos tecidos ao longo do tempo foi o tipo de conexdo dos implantes utilizados. Em
nosso estudo, todos os participantes foram reabilitados com implantes e conexdes internas do
tipo Cone Morse, que apresentam uma melhor adaptacdo da interface implante-conector
protético e diminuem a infiltracdo de fluidos e nichos de proliferacdo bacteriana (DO
NASCIMENTO et al., 2012; AL-JADAA et al., 2015; GHERLONE et al., 2016). Implantes de
conexdo interna apresentam diminuicdo do infiltrado bacteriano quando comparados aos
implantes de conexédo externa (DIBART et al., 2005; VERDUGO et al., 2014). Isto pode ter

influenciado positivamente os resultados clinicos encontrados ao longo do estudo.

Apesar dos avancos desta pesquisa e das informacdes relevantes obtidas, esta
investigacdo também apresentou algumas limitacdes. Uma lacuna deste estudo foi ndo avaliar
as amostras de biofilme dos dentes remanescentes antes da terapia periodontal de suporte,
realizada previamente ao tratamento cirdrgico e reabilitador. Também, ndo investigamos as
amostras de biofilme formado sobre as proteses maxilares dos participantes. A amostragem
desses sitios poderia contribuir com informacdes importantes sobre a microbiota patogénica
envolvida na perda dos elementos dentarios pela periodontite, e também estabelecer um
parametro de comparacdo adicional com os achados microbiologicos ao longo do tempo. De
acordo com a literatura, a microbiota dos dentes remanescentes atua como fonte de espécies
patogénicas e influenciam diretamente na microbiota dos implantes (ONG et al., 2008). Os
resultados do nosso estudo, provavelmente também refletem uma translocacdo de micro-
organismos presentes no biofilme formado sob as estruturas das préteses superiores e mucosa
de suporte. A mucosa oral € considerada um reservatorio de bactérias em pacientes totalmente
desdentados que podem ser transferidos aos implantes posteriormente (MOMBELLI et al.,
1988; DANSER et al., 1994; DEVIDES; FRANCO, 2006; KOCAR; SEME; HREN, 2010).
Além disso, ndo investigamos o efeito da variacdo interpessoal nas contagens microbianas e na
diversidade da microbiota; dados sobre essas questdes podem ser relevantes, uma vez que a
literatura descreve que a variacao interpessoal influencia a composicao geral da microbiota (YU

et al., 2019). Outra limitacdo esta relacionada ao método molecular usado para identificar e
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quantificar as espécies-alvo. A técnica de hibridizacdo Checkerboard DNA-DNA hybridization
permitiu a avaliagdo de um grande nimero de espécies microbianas, desde as formadoras
iniciais do biofilme até as espécies relacionadas as doencas periodontais/periimplantares; mas
a metodologia possui um limite de deteccdo de células, que deve ser maior do que 10* micro-
organismos, e também podem ocorrer reagdes cruzadas entre espécies com material genético
muito semelhante. Neste estudo, a sensibilidade foi ajustada para detectar quantidades de DNA
correspondentes a 10° e 10° células, mantendo especificidade suficiente para discriminar entre
os diferentes géneros. Os sinais de hibridizacdo equivalentes a 10* células ndo foram detectados

ou reproduzidos.

Considerando os resultados desta investigag@o longitudinal de 5 anos, podemos supor
que a reversao da microbiota peri-implantar para um perfil compativel com a condi¢do de
doenca dos tecidos peri-implantares pode ocorrer de forma lenta e pode ndo se refletir nos
indicadores clinicos, provavelmente devido ao impacto relevante de um protocolo efetivo de
manutengdo da higiene oral. Os resultados também confirmam a relevancia das terapias de
higiene para a manutencdo do controle do biofilme oral em longo prazo, principalmente nas
reabilitagdes de arco total, uma vez que um estudo recente mostrou que 1/3 dos individuos com
historico de periodontite e reabilitados com este tipo de protese, assim como 1/5 de todos os
implantes instalados, foram diagnosticados com peri-implantite (KORDBACHEH
FINKELSTEIN; PAPAPANOQU, 2019). Estudos adicionais, envolvendo um maior nimero de
participantes e incluindo periodos de tempo mais longos de avaliacdo, podem ajudar a entender
esses achados, investigando se as mudancas presentes no perfil microbiano ao longo do tempo

podem se refletir nos indicadores clinicos de sucesso e sobrevivéncia dos implantes.






6. Conclusoes
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6. CONCLUSOES

A microbiota peri-implantar apresentou um perfil microbiano semelhante & microbiota
presente nos dentes previamente as extragdes até o periodo de 4 anos de carga funcional. Apos
5 anos em funcéo, alteracGes microbianas significantes ocorreram, resultando em um aumento
das contagens microbianas (totais e individuais), e um aumento dos niveis de abundancia e
diversidade das espécies. No entanto, as alteracGes microbianas quantitativas e qualitativas nao

resultaram em disbiose da microbiota e ndo influenciaram os resultados clinicos.
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COM HISTORICO DE DOENGA PERIODONTAL

Pesquisador: Cassio do Nascimento

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 63508116.0.1001.5419

Instituicao Proponente: Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.903.541

Apresentagao do Projeto:

& projeto propde a execugdo de um estudo clinico longitudinal prospectivo com uma avaliacdo
microbiologica e clinica em 3 tempos distintos em um grupo de 16 individuos que ja foram investigados em
um estudo prévie de curto prazo. As amostras de biofilme provenientes dos sulcos periimplantares e os
dados dos pardmetros clinicos serdo comparados nos tempos: TO= Instalacdo dos implantes/protese
(Baseling), & apds 36 (T1) e 48 meses da instalacdo dos implantes e proteses (T2).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O presente estudo tem como objetivo avaliar, em longo prazo, a microbiota per-implantar de individuos com
historia prévia de doenga periodontal e que foram reabilitados com proteses totais fixas mandibulares.
Objetivo Secundario:

Por meic de um ensaic clinico longitudinal prospectivo, as sequintes varidveis de desfecho serdo
investigadas:+ Identificacdo e quantificacao,

por meio do método de hibridizagdo DNA Checkerboard, dos micro-organismos presentes no sulcos peri-
implantares ao longo do tempo (TO:Baseline, T1: 36 meses e T2: 48 meses);=
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Avaliacio dos pardmetros clinicos (profundidade de sondagem, sangramento 3 sondagem e
reaborc3odssea marginal nos tempos TO, T1 e T2

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A metodologia proposta para este presente estudo ndo trard nenhum custo adicional ao tratamento dos
participantes. Nao ha previsdo de desconfortos ou riscos em participar deste estudo. Pelo contrario, o
comportamento clinico dos implantes e proteses sera monitorado durante todo o periodo do
estudoftratamento.

Beneficios:

O maior beneficio deste estudo sera a idenfificacdo das bactérias presentes nos implantes e proteses, e
desta forma, avaliar a importncia clinica da presenca destes micro-organismos e contribuir para sua
redugdo em tratamentos futuros, auxiliando no desenvolvimento de métodos de higienizag3o/
descontaminacdo dos implantes/proteses, reduzindo desta forma o risco de desenvolvimento de reagdes
inflamatarias e perda dos

implantes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante, de interesse clinico e com perspectivas de desdobramentos futuros.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Foram apresentados os termos obrigatorios requeridos. No TCLE, com papel timbrado do ILAPED, ha a
men¢3o de que o CEP da FORP/USP foi designado pela COMEP para acompanhamento ético da pesquisa,
portanto, indicativo de que foi enviado 3 CONEP, provavelmente pelo fato de ter sido considerado
Multicgnirico. Se assim o for, esta cometo, no entanto, gostaria que fosse vernificado se este projeto pode ser
realmente caracterizado como multicéntrico, tendo em vista que os procedimentos realizados ndo serdo os
mesmos em ambas as instituigdes.

Recomendagbes:
Aprovado.

Conclusies ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Aprovado.

Consideracdes Finais a critério do CEP:
Projeto de pesquisa aprovado conforme deliberado na 200° Reunido do CEPIFORPIUSP, em 25/01/2017.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Capitulo IV, itens 1 a 3 da Resolucdo 466/2012 — Conselho Nacional de Saade)

Mos, Prof. Dr. Cassio do Nascimento (pesquisador responsavel) e Jefferson Antonio Gomes
{pesquisador colaborador), convidamos vocé,
a participar da pesguisa “Acompanhamente clinico, radiografico e microbiolégico de paclentes
que receberam protese mandibular implantossuportada com histérico de doenga pericdontal”

O uso dos implantes dentarios tem-se tornado cada vez mais frequente nas clinicas
odontoldgicas. Sobre o parafuso colocado no osso (implante), sdo colocadas priteses (dentes
artificiais) para repor os dentes perdidos. Este estudo avaliara, por meio de identificacdo de DNA, as
bactérias que se formam ao redor dos implantes e proteses e que podem causar problemas de salde
e perda dos implantes.

Vocé participante esta sendo selecionado denfre os pacientes que ja estdo em tratamento
nas clinicas do ILAPEO e que se enquadram no objetivo deste estudo. Vocé participante continuara o
tratamento que lhe foi proposto na clinica do ILAPEQ sem nenhuma alteracdo ou prejuizo no seu
planejamento e execugdo. Para participar desta pesquisa, somente serd realizada a coleta de placa
bacteriana aoc redor dos dentes e implantes e acompanhamento clinico e radiografico. A placa
bacteriana sera coletada com cones de papel absorvente gue serdo colocados em contato com a sua
gengiva por 30 segundos. © acompanhamento clinico sera realizado por meio da verificagdo da
saude do tecido gengival ao redor dos implantes. O acompanhamento radiografico sera feito por meio
de radiografias dos implantes. Estas andlises serdo realizadas em 2 consultas, apds os periodos de
36 e 48 meses da cirurgia de colocacdo dos implantes e proteses. Estas analises ndo lhe trardo
complicacdes nem prejuizos, uma vez que serdo realizadas nos mesmos dias das consultas
programadas para o seu tratamento. O tempo meédio necessario para a coleta da placa e avaliagoes
clinicas e radiograficas sera de aproximadamente 15 minutos. Este estudo ndo tem nenhuma relagdo
com o seu tratamento no ILAPEO. Vocé pariicipanie que aceitar participar deste projefo de pesquisa
nao terd nenhum custo adicional. Todos os gastos relacionados a realizacdo deste estudo (materiais
para coleta da placa bacteriana, radiografias e analises microbiologicas) serdo custeados por nos
pesquisadores.

M3o ha previsdo de desconforios ou riscos em participar deste estudo. Pelo contrario, o
comportamento clinico dos implantes e proteses sera monitorado durante todo o periodo do
estudo/tratamento. O maior beneficio deste estudo serd a identificacdo das bactérias presentes nos
implantes e priteses, e desta forma, avaliar a importdncia clinica da presenca destes micro-
organismos e confribuir para sua reducdc em tratamentos futuros, auxiliando no desenvolvimento de
métodos de higienizacdo/ descontaminacdo dos implantes/proteses, reduzindo desta forma o risco de
desenvolvimento de reacies inflamatorias e perda dos implantes.

As coletas serdo realizadas nas consultas rotineiras de atendimenio evitando assim que
algum cusio desnecessario, além do programado, seja gerado para vocé. Caso haja alguma condigdo
excepcional de necessidade de comparecimento, vocé sera informado e, apenas nesse caso, as
despesas de transporte serdo custeadas por nos pesguisadores.

Wocé tera acompanhamento e assisténcia dos pesquisadores durante toda a realizacdo do
estudo, inclusive no caso de necessidade de interrupgdo da pesquisa, e também garantia de
indenizagdo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.

Todos os dados relacionados com vocé serdo confidenciais e sua identidade sera mantida em
sigilo. A divulgacdo dos resultados sera realizada, preservando a sua identidade, pois ndo serdo
publicadas fotografias, nomes efou documentos dos paricipantes, nos artigos a serem publicados ou
apresentados em reunides cientificas.

A sua participacdo nao & obrigatoria, e vocé podera desistir a qualguer momento, retirando o
seu consentimento. A ndo participacdo neste projeto de pesquisa ndo trara prejuizo algum em sua
relacdo com os pesquisadores ou com o ILAPEO.




106 | Apéndice

S
<

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO

)
m
X
B
o

]

<. &0\‘

Vocé pode entrar em contato com a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto - USP (Designade pelo CONEF para
acompanhamento ético desta pesquisa), caso necessite de algum esclarecimento. Telefone:
(16) 3315-0483, e-mail: cep@forp.usp.br e horario de atendimento: das 8h as 12h, de segunda a
sexta-feira (exceto feriados e pontos facultativos).

Este termo sera confeccionado em duas vias de igual teor, sera assinado na Utlima pagina e
rubricado nas demais pelos pesquisadores e pelo participante da pesquisa, ficando uma via com os
pesquisadores e a outra com o participante da pesquisa.

ProF. DR. CASS10 DO NASCIMENTO

Telefones para contato: (16) 3315-4085  E-mail: cassionasc@forp.usp.br

Jefferson Antdnio Gomes

Telefones para contato: (41) 3595-6051 E-mail: jvgo@uai.com.br

Endereco e telefone do ILAPEQ: Rua Jacarezinho, 656, Mercés, Curitiba-PR
{41) 3595-6051

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa e concordo
em participar.

Participante da pesquisa
RG:
Telefone:{ )
Endereco:
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