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RESUMO

Os implantes dentarios sdo importantes formas de reabilitacdo oral. Embora a maioria dos implantes
apresentem sucesso, uma pequena parcela dos pacientes podem apresentar alteracdes peri-implantares,
a mucosite peri-implantar e a peri-implantite, alteracdes aliadas ao biofilme dental, composto por uma
grande diversidade microbiana, associada a fatores intrinsecos ao hospedeiro. O objetivo do presente
estudo foi o de avaliar a presenga de Porphromonas gingivalis (P.g), Prevotella intermedia (P.i),
Fusobacterium nucleatum(F.n) e Scardovia wiggsiae (S.w) em FCP de pacientes que receberam
implantes dentarios h4 12 meses e associar com historico de periodontite e dados clinicos. Para tanto,
amostras de 44 voluntérios foram coletadas e analisadas por ensaios de PCR, com primers especificos
para cada bactéria. Os resultados mostraram que Pg foi detectada em 34%, Fn e Pi, 81,8% e Sw 75%
dos voluntarios. Pg foi frequentemente detectada em pacientes que tinham histérico de periodontite
(p<0.05, g=8.19). Por outro lado, ndo houve associacdo entre a presenca de Fn, Pi e Sw e historia de
periodontite (p>0.05, <0.61). A gengivite e periodontite foram mais frequentemente detectadas em
pacientes com histérico de periodontite (p<0.05, g>9.81). Pg foi detectada em 58,3% dos voluntérios
que tinham dentes previamente aos implantes (n=12) e sua presenca esteve associada com a
periodontite (p<0.05, g=5.31) e gengivite (p<0.05, q=4.31), Ndo houve diferencas estatisticamente
significantes entre a presencga prévia de dentes, de periodontite e/ou gengivite e detecgcdo das demais
bactérias analisadas (p>0.05). Todos os pacientes cujas profundidades de sondagem foram maiores
gue 3 mm apresentaram Fn em niveis detectaveis (p<0.05, g=4.56). Em concluséo, o envolvimento da
Sw nas alteracBes peri-implantares ndo foi evidente neste trabalho. Pi e Fn ndo se relacionaram a
gengivite, periodontite, histérico de periodontite e mucosite. Fn esteve presente em bolsas periodontais
acima de 3 mm, sugerindo seu envolvimento no agravamento das alteracGes peri-implantares. Pg foi
detectada em pacientes com histérico de doenca periodontal, gengivite e periodontite e naqueles que

possuiam dentes no nicho do implante.

Palavras-chaves: Biofilmes; Implantagdo dentéria; Mucosite Peri-Implantar; Peri-implantite.
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ABSTRACT

Dental implants are important forms of oral rehabilitation. Although most implants are successful, a
small portion of patients may present peri-implant alterations, peri-implant mucositis and peri-
implantitis, alterations allied to the dental biofilm, composed of a great microbial diversity, associated
with intrinsic factors to the host. . The aim of the present study was to evaluate the presence of
Porphromonas gingivalis (Pg), Prevotella intermedia (Pi), Fusobacterium nucleatum (Fn) and
Scardovia wiggsiae (Sw) in HCP of patients who received dental implants 12 months ago and to
associate it with a history of of periodontitis and clinical data. For that, samples from 44 volunteers
were collected and analyzed by PCR assays, with specific primers for each bacterium. The results
showed that Pg was detected in 34%, Fn and Pi, 81.8% and Sw 75% of the volunteers. Pg was
frequently detected in patients who had a history of periodontitis (p<0.05, g=8.19). On the other hand,
there was no association between the presence of Fn, Pi and Sw and history of periodontitis (p>0.05,
0<0.61). Gingivitis and periodontitis were more frequently detected in patients with a history of
periodontitis (p<0.05, g>9.81). Pg was detected in 58.3% of volunteers who had teeth prior to implants
(n=12) and its presence was associated with periodontitis (p<0.05, g=5.31) and gingivitis (p<0.05,
g=4.31), There were no statistically significant differences between the previous presence of teeth,
periodontitis and/or gingivitis and detection of the other analyzed bacteria (p>0.05). All patients
whose probing depths were greater than 3 mm had Fn at detectable levels (p<0.05, q=4.56). In
conclusion, the involvement of Sw in peri-implant alterations was not evident in this work. Pi and Fn
were not related to gingivitis, periodontitis, history of periodontitis and mucositis. Fn was present in
periodontal pockets larger than 3 mm, suggesting its involvement in the worsening of peri-implant
alterations. Pg was detected in patients with a history of periodontal disease, gingivitis and

periodontitis and in those who had teeth in the implant niche.

Keywords: Biofilms; Dental implantation; Peri-Implant Mucositis; Peri-implantitis.
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1 INTRODUCAO

Os implantes dentérios se tornaram uma ferramenta revolucionaria na odontologia
reconstrutiva, substituindo dentes perdidos e restaurando as funcGes estéticas, mastigatorias e oclusais
(BELIBASAKIS; MANOIL, 2021). Com o avanco da odontologia e a demanda dos pacientes pela
busca de estética e dentes artificiais cada vez mais parecidos com 0s naturais, 0s implantes estdo se
tornando cada vez mais atrativos, exigindo mais conhecimento e habilidade dos cirurgides-dentistas.
A prevaléncia dos implantes dentarios se torna cada vez maior, aumentando 14% ao ano com uma
projecdo de se chegar a 23% em 2026. (MORASHINI et al., 2015).

Os implantes dentérios sdo definidos como dispositivos com fungdo de reabilitacdo oral
(OGLE, 2015). Esses sdo utilizados desde 1965, quando se iniciaram os estudos de Branemark
(ALBREKTSSON; ISIDOR, 1994) e estdo se tornando vidveis e eficazes para substituir regides
parcialmente ou totalmente edéntulas (WANG et al.; 2017), com a funcdo de substituir dentes que ndo
puderam ser mantidos na cavidade oral, mesmo com o tratamento periodontal ou pelos fracassos
protéticos, endodonticos, fraturas, caries, traumatismos, agenesias e iatrogenias (FRANCISCHONE et
al., 2006). Basicamente, sdo constituidos por um parafuso metalico e um pilar, representando
analogamente, a raiz dentaria (PETKOVIC-CURCIN et al.; 2011), e sobre eles, é confeccionada uma
coroa protética. O implante dentério € composto, em sua maioria, de titanio ou liga de titanio, que sao
materiais que apresentam alta resisténcia a corrosdo, forca, resisténcia, resiliéncia, baixa densidade e
estabilidade (OTTRIA et al.; 2018; DE OLIVEIRA et al.; 2017) e é instalado por cirurgia em um
rebordo dsseo residual (AMERICAN ACADEMY OF IMPLANT DENTISTRY, 2016).

Apos a instalacdo dos implantes ocorre a osteocondugao, com o recrutamento e a migragcao
de ceélulas osteogénicas; posteriormente ocorre a formagcdo de uma matriz mineralizada, seguido do
processo de remodelacdo 6ssea (OLIVEIRA et al.; 2013). A relagdo entre implante e 0sso, ocorre por
intermédio da osseointegracdo, quando 0 0sso estd em contato intimo com o implante de forma
previsivel e duradoura para estabelecer uma ancoragem do implante (MENDES e DAVIES, 2016).

Alguns fatores podem aumentar ou inibir a osseointegracdo. Os que aumentam estdo

relacionados ao implante, seu design, composicdo, topografia, material, comprimento,
forma, diametro, tratamento da superficie do ante, o estado do tecido dsseo do paciente,
estabilidade mecénica, enxerto 6sseo e agentes farmacoldgicos. Dentre os fatores que podem inibir,
tem-se a mobilidade excessiva do implante, porosidade inadequada de sua estrutura, terapia de
radiacdo, farmacos e fatores relacionados ao proprio paciente, como o acimulo de biofilme
(MAVROGENIS et al.; 2009).

A mucosa peri-implantar é o tecido mucoso que circunda os implantes dentérios e que se
estabelece durante o processo de cicatrizagdo, possuindo caracteristicas clinicas e histoldgicas

semelhantes a gengiva que rodeia os dentes naturais (LINDHE e KARRING, 2010). Desta forma, este
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tecido pode inflamar como o tecido gengival quando ocorrer o acimulo de biofilme bacteriano
(ZITZMMAN et al., 2001). Os tecidos fibrosos inseridos nos implantes séo diferentes dos tecidos
inseridos nos dentes, pois tem menos vascularizagdo e a direcdo das fibras colagenas séo paralelas,
resultando numa fenda mais profunda do que no sulco gengival, possibilitando a penetragdo mais facil
de microrganismos (MOLINA, 2016). Os implantes dentarios sdo mais susceptiveis a infeccoes
enddgenas devido a estas diferencas histoldgicas e imunofisiologicas em relacdo aos dentes naturais
(BELIBASAKIS, 2014).

O sucesso da osseointegracdo dos implantes mostra auséncia de sinais clinicos de
inflamacdo e supuracdo, bem como profundidades de sondagem inferiores a 2 mm (SANZ e
CHAPLE., 2012). Por outro lado, o insucesso dos implantes dentarios pode ocorrer por diferentes
causas, como as doencas inflamatdrias peri-implantares, como a mucosite e a peri- implantite, que sdo
alteracOes patologicas periodontais que afetam o funcionamento dos implantes (DERKS; TOMASI,
2015; LINDHE; MEYLE, 2008). As mucosites podem ser definidas como alteragdes inflamatdrias
reversiveis dos tecidos gengivais peri-implantares que ndo sofreram perda 6ssea; enquanto, a peri-
implantite é definida como reagGes inflamatorias com perda de suporte 6sseo nos tecidos ao redor de
um implante funcional.

A mucosite peri-implantar é causada pelo acimulo de biofilme que interrompe a homeostase
do hospedeiro-microbio, na interface implante-mucosa, resultando em uma lesdo inflamatéria. A
mucosite peri-implantar € uma condicdo reversivel ao nivel saudavel do hospedeiro (HEITZ-
MAYFIELD; SALVI, 2016). O diagnostico da mucosite deve ser baseado na presenca de sinais de
inflamacéo peri-implantar (vermelhiddo, edema, diminui¢do de sangramento dentro de 30 segundos
apos a sondagem), combinado com nenhuma perda 6ssea adicional (RENVERT et al., 2018).

A peri-implantite é uma das principais causas de insucesso dos implantes (DE OLIVEIRA
et al.; 2015) e causa perda de suporte 6sseo levando a perda do implante (DIOGENES et al.; 2018).
Esta lesdo ocorre por um desequilibrio entre o hospedeiro e microrganismo associado a formagédo do
biofilme na regido peri-implantar (PITA, 2015), devido a uma piora da mucosite. Mudancas
ecoldgicas nos locais da submucosa peri-implantar podem levar a mudangas da microbiota,
favorecendo a dishiose, com o supercrescimento de bactérias patogénicas potenciais, aumentando
assim a possibilidade de desenvolvimento de peri- implantite (KROGER et al., 2018). Algumas
caracteristicas clinicas podem ser observadas nesse processo inflamatério, tais como: sangramento a
sondagem, exsudato, profundidade de sondagem aumentada e edema (MARTINS et al.; 2019).
Clinicamente, a peri-implantite é caracterizada pela formacdo de bolsa peri-implantar com
profundidade acima de 3 mm, além de sangramento & sondagem e/ou supuracdo. Radiograficamente,
é diagnosticada pela visualizacdo de perda Ossea ao redor do implante, representada por
radioluscéncia peri-implantar (HEITZ-MAYFIELD et al.; 2008). J& em outro estudo foi considerada

peri-implantite como a perda dssea horizontal maior ou igual a 3mm em volta do implante e perda
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Ossea fisioldgica de 1 a 1,5 mm (CASADO et al.; 2011; OLIVEIRA et al., 2013).

H& uma controvérsia muito grande sobre a composi¢do do biofilme nas infecgdes peri-
implantares; se esta é diferente da composi¢ao dos biofilmes nos locais afetados pela periodontite, ou
se é propria da microflora ao redor de implantes dentarios saudaveis (SAHRMANN et al., 2020). A
colonizagdo microbiana da regido peri-implantar, logo ap6s a instalagdo dos implantes, parecem se
assemelhar aos de sitios periodontais saudaveis, com uma menor diversidade (HEITZ-MAYFIELD;
SALVI, 2018). Assim, a colonizagdo microbiana dos dentes naturais pode servir como reservatorio
para a formacdo do biofilme ao redor dos implantes (VALENTE; ADREANA, 2016; YAN et al.,
2020). Kocar e colaboradores (2010) mostraram que o sulco peri-implantar e periodontal de pacientes
parcialmente edéntulos, ndo tinham diferencas na microbiota, apresentando as mesmas espécies
periodontopatogénicas, enquanto nenhuma dessas bactérias foram encontradas nos sulcos peri-
implantar de pacientes completamente desdentados. Portanto, as evidéncias apontam para a
importancia da eliminagdo desses micro-organismos da cavidade oral antes da colocagdo dos
implantes, podendo assim inibir a colonizacéo e reduzir o risco de peri-implantite (CERBASI, 2010).
Os implantes quando instalados em locais previamente infectados apresentaram um risco maior de
falha quando comparados aos implantes dentarios imediatos colocados em locais ndo infectados
(OLIVEIRA- NETO et al., 2019).

A microbiota associada com a doenca peri-implantar € composta por indmeros micro-
organismo, como Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythensis e Campylobacter rectus (CERBASI,
2010). Parecendo ser comparavel com o biofilme subgengival em dentes com periodontite
(CERBASI, 2010). Os sitios saudaveis apresentavam outra microbiota, composta por Streptococcus
mitis, Streptococcus salivaris, Actynomices naeslundi e Actionomyces odontolycus (PETRASUNAS,
2010; SOBREIRA et al.; 2011). Estes micro- organismos podem destruir os tecidos peri-implantares
de diferentes maneiras: invadindo e destruindo diretamente por meio de liberacdo de enzimas,
subprodutos e fatores de reabsor¢do 0ssea; diminuindo as defesas do hospedeiro; induzindo uma
reacdo inflamatoria mediada pelo sistema imune do hospedeiro (CERBASI, 2010).

A colonizagdo peri-implantar se inicia 30 minutos ap6s a instalacdo do implante, e a carga
bacteriana permanece a mesma na primeira semana (FURST et al, 2007). Entre a primeira e a décima
segunda semana, ap6s o procedimento cirurgico, Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythia e
Treponema denticola sdo identificadas em um alto nivel (FURST et al, 2007). Aos 12 meses, a carga
bacteriana parece ser significativamente maior para algumas espécies, em particular T. forsythia e, em
menor grau, P. gingivalis (SALVI et al., 2008). Segundo Tallarico (2017), a contagem bacteriana em
casos de peri-implantite evidenciou um aumento da colonizacdo de T. forsythia.

Scardovia wiggsiae € um micro-organismo anaerébio, bacilo Gram-positivo pleomérfico,

recentemente isolado da cavidade oral humana, associado com carie precoce e foi subsequentemente
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isolado em bolsas periodontais de adultos submetidos ao tratamento ortodontico (TANNER et al.,
2012). O seu papel etioldgico na doenca e saude periodontal ainda é controverso. Um recente estudo
demonstrou a presenca de S. wiggsiae em sulcos periodontais havendo uma diminuicdo da sua
concentracdo encontrada na placa subgengival em pacientes periodontalmente saudaveis, com
gengivite e periodontite cronica respectivamente (CHAKRAPANI et al., 2019). No entanto, ndo ha
trabalhos que associem sua presenca na interface peri-implantar.

Somados ao biofilme peri-implantar outros fatores também podem levar ao insucesso da
ancoragem peri-implantar, tais como a sobrecarga oclusal, fatores genéticos, fatores locais, exposicao
precoce do implante, problemas sistémicos, ma higiene, habitos tabagistas e pacientes com histdria de
periodontite (ROMEIRO et al.; 2010; FERES et al.; 2008). Dentre estes, historico de periodontite
representa um dos fatores associados com um risco consideravel de serem afetados por mucosite peri-
implantar, sendo por uma peri-implantite (ALTAY et al., 2018; YAN et al., 2020). O paciente com
historico de doenga periodontal tem seis vezes mais chances de adquirir a peri-implantite, do que o0s
pacientes sem histérico (FRANCIO et. al; 2008).

O acumulo de biofilme na regido peri-implantar pode levar a perda do implante (ESPOSITO
et al.; 2008; SHIBLI; D'AVILA, 2006), em virtude da resposta inflamatéria nos tecidos circundantes
aos implantes (LOUROPOULOQU et al.; 2012) frente a presenca de micro-organismos (LINDHE e
MEYLE et al.; 2008). E importante ressaltar que o inicio e progressao da peri-implantite ndo depende
apenas da presenca do biofilme bacteriano e sua composi¢do, mas também de fatores de risco e
doencas que afetam a satde geral (KUMAR, 2019). Uma compreensdo da mucosite peri-implantar é
importante pois ela é considerada um precursor da peri-implantite (revisado por HEITZ-MAYFIELD
e SALVI, 2018). A microbiota peri- implantar se torna mais complexa, conforme a infec¢do progride
para mucosite peri-implantar e peri-implantite (BELIBASAKIS E MANOIL, 2021).

Diante do exposto, ha necessidade de se investigar a presenca e a diversidade microbiana

apos 1 ano dos implantes e associar com historico de doenca periodontal e parametros clinicos.
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2.HIPOTESE
Pacientes com histérico de doenca periodontal possuem altos niveis de Porphromonas

gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum e Scardovia wiggsiae no fluido crevicular

peri-implantar (FCP) associado ao surgimento de aumento de profundidade de sondagem.
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3.0BJETIVOS

3.1 Geral

O objetivo deste trabalho foi o de investigar a presenca de Porphromonas gingivalis (Pg),
Prevotella intermedia (Pi), Fusobacterium nucleatum (Fn) e Scardovia wiggsiae (Sw) em FCP de
pacientes que receberam implantes dentarios hd 12 meses e associar com histérico de periodontite e

com dados clinicos.

3.2 Objetivos especificos:

- Associar a presenca bacteriana com presenga prévia de dentes no local do implante,
- Correlacionar a presenca de bactérias com gengivite e ou periodontite;
- Investigar a detec¢do microbiana com a histdria de periodontite prévia;

- Comparar 0s niveis microbianos entre dados clinicos e historia de periodontite.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecéo e Colecdo amostral

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Universidade de Uberaba / MG, Brasil sob o ndmero de protocolo 2.457.394, CAAE:
64947717.0.0000.5145. Todos os pacientes elegiveis foram informados sobre a natureza do estudo e
0s riscos e beneficios potenciais da participacdo por meio da assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). A investigacdo clinica foi conduzida de acordo com os principios
expressos da Declaracdo de Helsinque. Os pacientes foram selecionados durante consulta para
acompanhamento dos implantes dentarios, no periodo de fevereiro de 2019 a fevereiro de 2020, na
Policlinica Getulio Vargas da Universidade de Uberaba (UNIUBE) em Uberaba, Minas Gerais, Brasil.
As informacGes médicas e odontoldgicas foram obtidas dos pacientes que concordaram em participar
do estudo e que atenderam aos critérios de inclusdo / exclusdo. Os pacientes foram examinados e
entrevistados em dois momentos: na admissdo para realizagdo do implante e apds 12 meses da
colocacdo dos implantes. Foram examinados oralmente, 104 pacientes atendidos na Clinica de
Especializacdo em Implantodontia da UNIUBE e que iriam realizar o implante dentéario, sendo que, 49
retornaram apOs 12 meses para controle dos implantes e coleta das amostras. Destes, 44 foram
elegiveis a participarem do estudo nas duas etapas.

Os critérios de inclusdo/exclusdo para a selecdo dos pacientes foram: pacientes com bom
estado salde geral, ndo terem habitos parafuncionais, ndo serem fumantes e etilistas, terem assinado o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; ndo serem edéntulos, ndo estarem usando corticoides,
antibidticos ou anti-inflamatdrios nos Gltimos 6 meses, ndo terem realizado terapia periodontal ou peri-
implantar apés instalacdo do implante, ndo apresentarem doencas sistémicas relevantes e néo
compensadas; as mulheres ndo estarem gravidas, terem realizado o implante ha 12 meses na

Policlinica Getulio Vargas, estarem com a coroa metalico-ceramica instalada.

Apos assinatura do TCLE, os pacientes foram submetidos a uma entrevista sobre sua salde,

habitos e histdrico de doengas orais e uso de medicamentos. Em seguida foram submetidos ao exame
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clinico intraoral por um Unico dentista nas duas visitas. O paciente foi avaliado quanto as condi¢des
orais, com inspecdo de doencas periodontais, carie e presenca prévia de dentes no local. O implante foi
analisado quando ao rebordo e presenca de processos inflamatdrios locais, em seguida foi realizada a
sondagem da interface dente e implante.

Os seguintes parametros foram avaliados em seis locais (mésio-vestibular, vestibular, disto-
vestibular, mésio-lingual, lingual, disto-lingual) do implante, no dente se presente antes do implante
ou em molares inferiores usando uma sonda periodontal PCPUNC-15BR Hu-Friedy, Sao Paulo,
Brasil): (a) sangramento marginal - presenga ou auséncia de sangramento foi registrada pela passagem
da sonda periodontal ao longo da margem do tecido mole; (b) supuracdo - presenca ou auséncia de
supuragdo esponténea ou sondagem; (c) profundidade de sondagem - distancia, em milimetros, entre a
margem da mucosa até o fundo do sulco ou bolsa peri-implantar (DE MENDONCA et al., 2009).

A gengivite foi considerada positiva quando havia presenca de 25% ou mais de sitios com
sangramento a sondagem e nenhum sitio com perda de insercdo clinica > 2 mm (GOMES- FILHO et
al., 2007). Pacientes com periodontite, perda de insercdo detectada em dois ou mais sitios
interproximais ndo adjacentes ou perda de inser¢do de 3 mm ou mais na vestibular ou lingual/palatina
em pelo menos dois dentes, sem que seja por causa de: a) recessao gengival de origem traumatica; b)
carie dental estendendo até a area cervical do dente; c) presenca da perda de insercdo na face distal de
um segundo molar e associado a0 mau posicionamento ou a extracdo de terceiro molar; d) lesdo
endoperiodontal drenando por meio do periodonto marginal ou €) ocorréncia de fratura radicular
vertical (PAPAPANOU et al., 2017; TONETTI et al., 2018). Pacientes com mucosite foram
detectados seguindo os parametros de gengivite. Pacientes com peri-implantite: a) presenca de sinais
de inflamacg&o peri-implantar, b) evidéncia radiogréfica de perda Gssea ap0s a cicatrizagdo inicial e c)
nivel 6sseo radiografico >3 mm em combinagdo com sangramento de sondagem e profundidade de

sondagem > 6mm (RENVERT et al., 2018).

Para a coleta do fluido crevicular peri-implantar (FCP) os implantes selecionados foram
isolados com gaze estéril e os locais de coleta foram secos suavemente com seringa de ar. Quatro

cones de papel absorvente numero 40 foram colocados isolados em cada local de coleta,
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aproximadamente 2 mm no sulco/bolsa por 30 segundos cada. Os cones contaminados com sangue ou
saliva foram descartados. Posteriormente, os cones foram colocados em eppendorf contendo 0,5 ml de
solucdo tampdo Phosphate-Buffered Saline (PBS), pH 7,2, composta por 1,9 g de fosfato de potassio
monobaésico (KH2PO4); 5,1 g de fosfato de sédio (Na2HPO4); 42,5 g de cloreto de sédio (NaCl) e
500 ml de &gua ultrapurificada, destilada em aparelho Milli Q® (Millipore) e congelados a -70°C
(ESCOBAR et al., 2018) e encaminhados para o laboratério de Biopatologia da UNIUBE. Ap6s 0s

procedimentos laboratoriais, as amostras remanescentes foram esterilizadas para posterior descarte.
4.2 Detecc¢do das bactérias nas amostras

Primeiramente, foi realizada a extragdo de DNA bacteriano nas amostras coletadas seguido da
realizacdo de ensaios de PCR em Tempo Real. As extracbes de DNA cromossomal das amostras
foram realizadas de acordo com o protocolo do fabricante do kit PowerLyzer® PowerSoil DNA

Isolation, (Carlsbad, CA) conforme esquematizado abaixo na Figura 1.

Banho-maria. Tamp&o Bead Vortex Tampao Cc1
37°C Solutlon
Eppendorf 30 min

+ silica e
- _‘
l@ - "‘ - W o T l@
200 pl amostra ]

Amostra 50 pl lisozima T—

Tamp&o C2 Centrlfugagao

Centrifugacso Vortex e incubagao 10000G. 1 min
10000G. 1 min. 4°C. 5 min. 20 - 24°C
Temp. ambiente — Y B s e S |

" - TS — - ) =
=77 -
- - » ] 1 e >

. e = - 4 Sobrenadante pellet imicienenanide

Tampao C3 Vortex e incubagdo Centrifugagéo
4°C. 5 min. = 10000G. 1 min.

W2

* - Temp. ambiente
D B == ™
-_ <
. et b y . .,
L i
Py
pellet - / : = pellet
T c6
ampao Centrifugagéo l
Centrifugagdo 10000G. 1 min
10000G. 1 min. Temp. ambiente

Temp ambiente

— @ e s et

o Sobrenadante +
Rannne eppendorf
(membrana SPIN
FILTERS)

2x

Tampé&o C4, C5

Figura 1. Representacdo esquematica do processo de extracdo do DNA cromossomal.
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Posteriormente, foi realizada a mensuracdo da quantidade de material genético extraido bem
como seu grau de pureza das extracoes através do NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmingtong,
DE, EUA). A pureza das extragbes das amostras em questdo foi consideradas adequadas, quando as
mesmas apresentarem razdo A260nm/A280 nm entre 1,8 e 2,0. Para o procedimento de mensuracéo,
as amostras foram padronizadas, por meio de diluicdo do DNA em &gua ultrapura, obtendo-se ao final,
uma concentragéo de 15ng/ul.

Em seguida, o0 DNA extraido foi submetido ao PCR em tempo real, no Hospital Mério
Palmério em Uberaba, Minas Gerais, Brasil. Para os experimentos foram utilizados primers de
oligonucleotideos para amplificar pares de base de DNA da sequéncia listadas na tabela abaixo
(Exxtend Biotecnologia Ltda). Os primers foram previamente dissolvidos em tampédo TE 1X [10 mM
tris-Hcl, EDTA 1mM (pH 7,5-8,0)] (Tabela 1).

Tabela 1. Primers de oligonucleotideos

Primer Sequéncia Temperatura °C
/tempo
Desnaturacéo,
anelamento e
Extensao
Universal F TGGAGCATGTGGTTTAATTCGA 95/10m, 62/40s, 60/1
m
Universal R TGCGGGACTTAACCCAACA
Prevotellaintermedia F  AATACCCGATGTTGTCCACA 95/10m, 62/40s, 60/1
m
Prevotellaintermedia R  TTAGCCGGTCCTTATTCGAA
Scardovia wiggsiae F GTGGACTTTATGAATAAGC 95/10m, 62/40s, 60/1
m

Scardovia wiggsiae R CTACCGTTAAGCAGTAAG
Fusobacterium nucleatum F ACCTAAGGGAGAAAC AGA ACC A 95/10m, 62/40s, 60/1
m
Fusobacterium nucleatum R CCTGCCTTTAATTCATCTCCAT
Porphyromonas gingivalis F TGCAACTTGCCTTACAGAGGG 95/10m, 62/40s, 60/1
m
Porphyromonas gingivalis R ACTCGTATCGCCCGTTATTC
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O termociclador utilizado na realizagdo da técnica foi programado para obter uma
desnaturacdo do DNA, o anelamento e o processo de extensdo de acordo com as informacgdes da
Tabela 1. Todo o processo de termociclagem se deu em 40 ciclos consecutivos sendo que o ciclo final
compreendeu em média o intervalo entre 60°C a 95°C. Foram obtidas curvas de MELT, bem como as
concentracdes de DNA de bactérias obtidos em cada amostra. Para primeira analise dos dados obtidos
por meio dos testes de g-PCR, considerou-se o limiar do Ciclo do threshold (Ct), como sendo o ciclo

em que a fluorescéncia emitida pelo 1X SYBR GREEN foi detectada sobrepondo-se ao background.

Os sinais de fluorescéncias, expressos em Unidades de Fluorescéncia, emitidos pelo Syber
Green a medida que o produto é amplificado, foram expressos graficamente (sinais de fluorescéncia
versus numero de ciclos), permitindo monitorar em tempo real através do Software StepOne®, a

cinética e a amplificagdo, baseada na quantidade de material genético detectado de cada amostra.

Andlise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando BioSTAT. Os dados de frequéncia de
detecgdo bacteriana foram comparados entre os pacientes com os parametros clinicos e histdrico de
DP pelo Teste Exato de Fisher e Qui-quadrado. Para todas as analises, considerou-se p<0.05

estatisticamente significante.
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5. RESULTADOS

Os dados coletados dos 44 pacientes elegiveis ao estudo mostraram que a idade média dos
pacientes era de 53,2 + 11,7 anos; 15 eram do sexo masculino e 29 do feminino, 42 eram leucodermas
e 2 ndo leucodermas; e 22 pacientes relataram ter histdrico de periodontite. O exame intraoral, na
primeira visita, mostrou que dentre os voluntarios, 12 tinham dentes no local que receberia o implante
e seriam submetidos a extracdo e ao implante imediato; 12 apresentavam gengivite e 9 periodontite no
dente a ser extraido ou em outros dentes.

Na consulta apds 12 meses, os dados da entrevista foram ratificados e a profundidade de
sondagem foi realizada. Um total de 23 pacientes tinham valores menores que 1 mm, considerado
normal, e 21 apresentaram profundidade acima de 2 mm e sangramento na sondagem, caracterizando
um quadro de mucosite. Destes, 14 apresentavam sondagem maior do que 3 mm e sangramento, mas
nenhum teve um diagnostico de peri-implantite.

Os exames de deteccdo microbiana nas amostras de FCP (n=44) mostraram que Pg foi
detectada em 15 amostras (34%). As demais bactérias foram detectadas na maioria das amostras,
sendo Fn e Pi, em 36 (81,8%) e Sw em 33 (75%) dos voluntarios. Comparando a detec¢do destas
bactérias entre os pacientes com histérico ou ndo de doenca periodontal, ndo houve diferencas
estatisticamente significantes para as bactérias Fn, Pi e Sw (Figura 2, p>0.05, g<0.61). No entanto, Pg
foi frequentemente detectada em pacientes que tinham histérico de DP (Figura 2, p<0.05, g=8.19). Das
15 amostras positivas para Pg, 12 tinham histérico de DP (80%), enquanto das 29 amostras sem

deteccdo de Pg, 65,6% ndo tinham historico.
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Fig.2 - Relagdo do numero de pacientes positivos e negativos para Pg, Fn, Pi e SW, com ou sem
histdrico de DP

Os dados clinicos obtidos dos pacientes quanto a presenca de gengivite e periodontite, no
momento da abordagem inicial, revelaram que estas doencas foram mais frequentemente detectadas
em pacientes com histérico de DP (Tabela 2, p<0.05, g>9.81). Cerca de 83,4% e 100% dos voluntarios
com gengivite e periodontite respectivamente, tinham histérico de DP prévia. Houve uma associagao
entre ter histérico de DP e ter profundidade de sondagem do implante apds 12 meses acima de 2 mm.
Dos 21 pacientes que apresentavam esta profundidade de sondagem, 67% tinham histérico de DP
(Tabela 2, p<0.05, g=4.46).

Tabela 2.Relagdo dos pacientes com profundidade de sondagem maior que 2 mm com historico ou

nao de DP

Histérico de Doenga periodontal

Sim N3o p/X?
(n=22) (n=22)
Gengivite
Sim 10 2 0.017/9.81
N3o 12 20
Periodontite
Sim 9 0 0.008/11.34
N3o 13 22

Profundidade de
sondagem implante

Normal 8 15
>2 mm 14 7 0.034/4.46
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A presenca de dentes previamente a instalacdo do implante, se relacionou a deteccéo positiva
de Pg, enquanto 58,3% (n=7/12) dos voluntarios que tinham dentes antes apresentaram Pg, apenas
25% dos que ndo tinham o dente, tinham a bactéria em niveis detectaveis (Figura 3, p<0.05, g=4.31).
A maioria dos pacientes sem doenca gengival ou periodontite, ndo apresentaram deteccdo de Pg no
fluido peri-implantar, enquanto a presenca de Pg esteve associado com a presenca de periodontite
(Figura 3 p<0.05, g=5.31) e gengivite (Figura 3, p<0.05, g=4.31), sendo que 58,2 % e 66,7% dos
pacientes com Pg positivo tinham gengivite e periodontite respectivamente. Por outro lado, ndo houve
diferencas estatisticamente significantes entre a presenca prévia de dentes, de periodontite e/ou

gengivite e deteccdo das demais bactérias analisadas (Figuras 4, 5 e 6, p>0.05).
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Fig. 3 — Relacdo entre presenca de dentes, gengivite e periodontite previamente aos implantes com a

deteccdo de Pg no fluido crevicular
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A anélise comparativa da frequéncia de deteccdo bacteriana e a mensuracéo da profundidade de

sondagem (Tabela 3) mostrou que ndo ha diferencas entre os voluntarios para Pg, Pi e Sw (Tabela 3,

p>0.05). Por outro lado, todos os pacientes cujas profundidades de sondagem foram maiores que 3 mm

apresentaram Fn em niveis detectaveis (p<0.05, q=4.56).

Tabela 3 - A analise comparativa da frequéncia de deteccdo bacteriana e a mensuragéo da

profundidade de sondagem

Deteccdo das bactérias:

Pg Fn Pi Sw
Sim nédo Sim nao Sim nao Sim nao
N=15 N=29 N=36 N=8 N=36 N=8 N=33 N=11
profundidade Normal
sondagem implante (n=23) 6 17 18* 5* 17 6 18 5
maior 2 mm
(n=21) 9 12 18 3 19 2 15 6
maior 3 mm
(n=14) 7 7 14* o* 12 2 10 4
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6. DISCUSSAO

O presente estudo buscou evidéncias sobre a presenga de bactérias (Pg, Pi, Fn e Sw) na
interface dente implante, no FCP, com dados de doenca periodontal (gengivite e periodontite),
presenca prévia de dentes no local do implante e histérico de DP.

Os resultados mostraram que Fn e Pi foram frequentemente detectadas das amostras, o0 que
corrobora com um estudo, em que estas bactérias foram frequentemente detectadas em FCP e
envolvidas nas DP (CANULLO et al., 2015). Sw também foi detectada na maioria das amostras peri-
implantares (71.7%), o que corrobora para o0 entendimento dos microambientes orais que esta bactéria
pode estar, além do seu envolvimento na etiologia da carie (TANNER et al., 2018). Pg também foi
detectada em aproximadamente 50% das amostras, e foi a bactéria que permitiu observar algumas
diferengas nos dados clinicos analisados.

Alguns fatores de risco do paciente como, por exemplo, a histéria prévia de periodontite
(HEITZ-MAYFIELD, 2008; HEITZ-MAYFIELD E HUYNH-BA, 2009;

RENVERT e PEARSON, 2009) tém sido defendidos e profundamente investigados por
varios trabalhos cientificos, na tentativa de entender e evitar o desenvolvimento da peri-implantite e
consequentemente a perda do implante. Embora alguns estudos evidenciem que pacientes com
histérico de periodontite podem manter tecidos peri-implantares saudaveis (BAELUM e
ELLEGAARD, 2004, KAROUSSIS et al., 2004), outros, demonstraram que pacientes com histdria de
periodontite apresentaram risco aumentado de peri-implantite (QUIRYNEN et al. 2007; HEITZ-
MAYFIELD, 2008; RENVERT e PERSSON, 2009; SCHWARZ et al., 2018; KLINGE et al., 2005,
FERREIRA et al., 2006; CHO-YAN LEE et al., 2012; COSTA et al.,

2012), cerca de cinco vezes maior em pacientes com historia de periodontite cronica
(KAROUSSIS et al., 2003). Em uma revisdo sistemética e meta-analise, tanto a periodontite atual
(KABIR et al., 2020) quanto a historia de periodontite foram identificadas como fator de risco para
peri-implantite (FERREIRA et al., 2018). Os resultados mostraram que somente a presenca de Pg

relacionou-se com pacientes com historico de DP.
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Os dados analisados ndo permitiram observar uma correlacdo entre os parametros clinicos e a
presenca de Fn, Pi e Sw. Vérios estudos mostraram que a composic¢ao da microbiota estabelecida, apos
a instalacdo do implante, pode permanecer relativamente inalterada na auséncia de patologia
periodontal ou peri-implantar, sendo que os sulcos peri-implantares que abrigam patdgenos da DP néo
necessariamente desenvolveram a peri-implantite (VAN WINKELHOFF et al, 2000; HEYDENRIJK
et al., 2002). Outros estudos mostraram que 0s patdgenos periodontais podem ser encontrados nos
dentes e em locais de implantes doentes e saudaveis dos mesmos individuos (LEONHARDHT et al.,
1993; MOMBELLI et al., 1995; RUTAR et al., 2001; TAKANASHI et al., 2004; TABANELLA,
NOWZARI e SLOTS, 2009; DABDOUB et al.,, 2013). O mesmo ocorreu no estudo em que
demonstrou que o nimero de implantes positivos para Pi, atingiu niveis semelhantes aos de dentes
naturais 6 meses, apds a instalacdo e permaneceu estdvel em um acompanhamento de 1 ano
(LEONHARDT et al.; 1993). Por outro lado, Pi foi mais encontrada em biofilmes de peri-implantite
em comparagdo com as amostras de implantes saudaveis (SAHRMANN et al., 2020). A maior
prevaléncia de Pi na regido peri- implantar doente versus em locais saudaveis foi confirmada em um
estudo de caso-controle (DE WAAL et al., 2017). Além disto, em estudos anteriores os individuos
com gengivite e periodontite foram igualmente distribuidos entre dois grupos de pacientes, assim a
presenca de inflamacéo ao redor do implante e dos dentes mais a histéria de doenga periodontal foram
associados a um risco aumentado para peri-implantite (FERREIRA et al., 2006; CHO-YAN LEE et
al., 2012; COSTA et al., 2012).

A frequéncia de Pg ndo foi diferente nos pacientes com sondagem acima de 2 mm e
sangramento como observado por Ata-Ali e colaboradores (2013), ou seja, em situa¢Ges de mucosite
implantar, Pg ndo esteve relacionado com a doenca inicial. No entanto, segundo Hayek e
colaboradores, Pg foi frequentemente encontrada em locais com peri-implantite (HAYEK et al., 2005,
LAFAURIE et al., 2017; TZACH-NAHMAN et al., 2017; ZHU et al., 2019). Pg foi mais encontrada
em pacientes com histérico de DP, gengivite, periodontite e na presenca do dente previamente,
sugerindo que sua detecc¢do na regido peri-implantar possa estar relacionada a sua transferéncia de

nichos do préprio ambiente oral, como demonstrado por outros autores (VALENTE e ADREANA,
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2016; YAN et al., 2020). A presenca de bolsas periodontais residuais pode representar nichos de
infeccdo para implantes adjacentes (MOMBELLI et al., 1995; KAROUSSIS et al., 2003).

Um aumento na profundidade de sondagem ao longo do tempo esta associado com perda de
insercdo e suporte 6sseo (ALGRAFFEE et al., 2012). Complica¢des bioldgicas em torno dos implantes
como a mucosite peri-implantar e peri-implantite sdo comumente observadas apds poucos anos de
fungdo dos implantes (MOMBELLI et al., 2012). A prevaléncia da mucosite peri-implantar
encontrada foi de 47%, enquanto nenhum paciente foi diagnosticado com um quadro de peri-
implantite. Dados semelhantes aos encontrados por Derks e Tomasi (2015), onde a prevaléncia de
mucosite variou de 19 a 65% e a periimplantite variou de 1 a 47%. J& para Renvert, et al (2018), a
prevaléncia de mucosite periimplantar foi de 54,7% e periimplantite 22,1% e para Rinke et al (2020),
a prevaléncia foi de 52% para mucosite peri-implantar e 18% para peri-implantite.

A andlise comparativa da frequéncia de deteccdo bacteriana e a mensuragdo da profundidade
de sondagem mostrou que ndo ha diferencas entre os voluntéarios para Pg, Pi e Sw. Por outro lado,
todos os pacientes, cujas profundidades de sondagem foram maiores que 3 mm apresentaram Fn em
niveis detectaveis, além da maioria destes apresentarem as demais bactérias analisadas. Uma vez que
algumas bactérias associadas & periodontite sdo comumente encontradas na peri-implantite, incluindo:
Bacteroides, Campylobacter, Eubacterium, Fusobacterium e espécies Treponema (Shibli et al., 2008)
podemos sugerir que estes pacientes com altos niveis de Fn e de profundidade de sondagem estejam
evoluindo para uma peri-implantite.

Diante do exposto, a mucosite € um processo inflamatério frequente de se detectar nos
pacientes apds 12 meses do implante, visto que, 21 pacientes (45,6%) apresentavam profundidade de
sondagem acima de 2mm e sangramento no exame clinico, indicativos de inicio da inflamacdo. Sua
etiologia é variada, ja que varias espécies bacterianas podem estar associadas ao processo de infeccao.
E evidente que a presenca de bactérias normalmente encontradas na cavidade bucal possam ser fonte
de infeccdo para o acumulo de biofilme, assim, o acompanhamento do paciente, habitos de higiene

oral e redugdo dos fatores de riscos locais e sistémicos podem impedir que ocorra a perda do implante.
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7. CONCLUSOES

Desta maneira, o presente estudo permitiu concluir que:

- Sw pode estar presente na interface dente e implante, sendo que seu envolvimento no
inicio do processo inflamat6rio peri-implantar ndo é evidente pelos nossos achados, ja que ndo houve
diferencas estatisticamente significante entre os parametros clinicos e historia de DP.

- Dentre os periodontopatgenos analisados (Pi, Pg e Fn), a presenca de Pi e Fn ndo esteve
relacionada a gengivite, periodontite, histérico de DP, e nem quadros de mucosite. No entanto, Fn foi
frequentemente detectada em bolsas periodontais acima de 3mm, o que é sugestivo do seu
envolvimento na piora do processo inflamatério peri-implantar.

- Pg foi a menos detectada (em 33%), mas as amostras que tiveram sua deteccdo eram de
pacientes que tinham histérico de DP, gengivite e periodontite ou a presenca de dentes no nicho do

implante.
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APENDICES
APENDICE A - ANAMNESE

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

TRIANGULO MINEIRO- UBERABA-MG

Dados pessoais

Nome: Data:  / /
Data de nascimento: I ‘ Idade: Raga: 0 Branco o0 Negro

Estado civil: ‘ Profissdo: Género: oFeminino oMasculino

Endereco: n°: Bairro:

Telefone: ‘ Celular:

Motivo da perda dos dentes:

Sistema cardiovascular: Presséo arterial:

Hipertenséo arterial () sim () ndo

() nao

Sistema respiratorio (asma, pneumonia, bronquite, enfisema, fibrose...) () Sistema genito-urinario (cistite, nefrite, insuficiéncia renal...) () sim () ndo
sim () ndo
Qual?
Qual?
Sistema digestorio (gastrites, Ulceras...) ()sim () nédo Disturbios hemorragicos (disturbios de coagulagdo, purpuras...) () sim () ndo
Qual? Qual?
Sistema endécrino (diabetes, paratireoidismo. Tireoidite...) ()sim (| Alergias ()sim () ndo
) ndo
Qual?
Qual?
Discrasias sanguineas (leucemia, agranulocitose) Doengas infecciosas (hepatite, DST, AIDS, tuberculose...) () sim () ndo
() sim () ndo Qual?
Qual?
Sedentarismo () sim () ndo Esta sob tratamento médico? () sim () ndo
Detalhar
Tabagismo () sim () ndo Indice de massa corporal
Quantos cigarros por dia: (IMC) = peso = =
() ex-fumante Ha quanto tempo? (altura)2
() fumante passivo peso= altura=
Esta sob tratamento médico? () sim () ndo Faz uso de algum medicamento? () sim () ndo
Quais?
i i 1) Possui alguma doenga auto-imune (pénfigo, tireoidite de Hashimoto ...) ()sim()
Possui alguma neoplasia (tumores)? nio
() sim () ndo Qual?
Qual?
Deficiéncia de vitamina C? . .
Ingere fontes de vitamina C? _ Osteoporose () sim () ndo
Ja teve problemas periodontite antes da colocagéo do implante? ()sim Se a resposta anterior foi sim: Fez tratamento periodontal? () sim () ndo quando?

Condicdo dental (coroa)

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28 Indice Condigao
| | | | | | | | | | | [ [ | 0 Dente natural
| | | | | | | | | | | | | | 1 Ausente

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38 2 Implante
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Higienizacdo ( ) satisfatdria

() deficiente

Ha antagonista ao implante? () sim

( )dente () pr6tese removivel ( ) protesefixa

Sangramento a sondagem

( )nédo

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28 Indice Condicdo
| 0 Auséncia
| 1 Presenca

48 a7 46 45 14 43 12 41 31 32 33 34 35 36 37 38

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28 Indice Condicao
| 0 Auséncia
| T Presenca

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

Profundidade de sondagem (em milimetros)

Implante (dente) Recesséo Profundidade de sondagem Sangramento
V= L= M= D= V= L= M= D= V= L= M= D=
V= = M= D= V= = M= D= V= = M= D=
V= = M= D= V= = M= D= V= = M= D=
V= L= M= D= V= = M= D= V= = M= D=
V= L= M= D= V= = M= D= V= = M= D=
V= = M= D= V= = M= D= V= = M= D=
V= L= M= D= V= L= M= D= V= L= M= D=

Implante (dente)

Tipo de implante

Data do implante

Data do cicatrizador

Data de instalagdo da prétese
sobreimplante

o Implante Indice de Placa Indice Gengival Escore - indice de placa Escore — indice gengival
o Dente (sangramento)

0 Sem placa 0 | Auséncia

1 Uso de sonda 1 | Presencga de pontos

2 Olho nu 2 | Colar

3 Abundancia 3 | Abundante

- Situacédo do provisério (quando houver):
- Contato prematuro?
gue material?)

Dente antagonista € dente ou protese? (de

Assinatura do paciente



APENDICE B - TERMO DE ESCLARECIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

)

LY

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO- Uberaba-MG

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Peri-implantite ¢ um termo utilizado para identificar o processo de inflamacdo que
ocorre em torno de um implante dentario. O diagnéstico desta doenca € extremamente
importante, pois se ndo for identificada e tratada, pode levar a perda do implante. O
presente estudo “AVALIACAO IMUNOLOGICA DO FLUIDO CREVICULAR EM
PACIENTES COM GENGIVITE, PERIODONTITE E PERI-IMPLANTITE” tem
como objetivo comparar os niveis de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 no fluido crevicular
peri-implantar de pacientes com e sem peri-implantite. Como os avangcos na area da
salide ocorrem por meio de estudos como este, sua participacao é importante. Caso vocé
participe, serd necessario fazermos coletas de amostra de fluido crevicular peri-
implantar, exames radiograficos, perguntas sobre sua saude geral e odontoldgica. Este
estudo permitira identificar se vocé tem peri-implantite e também lhe oferecera todo o
suporte de informacgdes sobre sua prevencdo e tratamento. Ndo serd feito nenhum
procedimento que traga risco a sua vida ou maior desconforto.

Vocé podera ter todas as informagdes que quiser e podera ndo participar da pesquisa
ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Por
sua participacdo no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro, mas terd a
garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa ndo serdo de
sua responsabilidade. Seu nome ndo aparecera em qualquer momento do estudo, pois

vocé serd identificado com um ndmero.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Eu,_, li e/ou ouvi o esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e qual
procedimento a que serei submetido. A explicacdo que recebi esclarece os riscos e

beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacédo a
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qualquer momento, sem justificar minha decisdo e que isso ndo afetara meu

tratamento. Sei que meu nome ndo sera divulgado, que ndo terei despesas e ndo

receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo.

Uberaba, / /

Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal Documento de identidade

Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador orientador

Telefone de contato dos pesquisadores: Sanivia Aparecida de Lima Pereira: (034)
99153-5353 — Juliana Barbosa de Faria: (034) 99684-3480

Em caso de duvida em relagdo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o
Comité Etica em Pesquisa da Universidade de Uberaba, pelo telefone 034 3319-8816.
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ANEXOS

ANEXO A — CONSEHO DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE DE UBERABA - £ Plabaforma
UNIUBE \%’M

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO IMUNOLOGICA DO FLUIDO CREVICULAR E DA
GENGIVA MARGINAL DE PACIENTES COM PERIODONTITE E COM
PERI-IMPLANTITE.

Pesquisador: Sanivia Aparecida de Lima Pereira

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 64947717.0.0000.5145

Instituicdo Proponente: Sociedade Educacional Uberabense
Patrocinador Principal: Sociedade Educacional Uberabense

DADOS DO PARECER
NUmero do Parecer: 2.457.394

Apresentacao do Projeto:
O titulo do projeto em tela é “AVALIACAO IMUNOLOGICA DO FLUIDO CREVICULAR E
DA GENGIVA MARGINAL DE PACIENTES COM PERIODONTITE E COM PERI-

IMPLANTITE”, e traz a hipotese de que

pacientes com periodontite cronica apresentam maior probabilidade de desenvolver peri-
Implantite.

O projeto esta bem fundamentado e traz uma extensa introducdo sobre o tema
abordando as principais causas e consequéncias da periodontite e das doencas peri-
implantares. Para alcancar os objetivos propostos, os pesquisadores contardo com 30
pacientes com periodontite e indicacdo de exodontia com posterior instalacdo de
implantes. Estes pacientes foram/serdo selecionados no periodo de janeiro de 2018 a

dezembro de 2018 durante consulta de acompanhamento dos implantes numa clinica
Endereco: Av.Nene Sabino, 1801
Bairro: Universitario CEP: 38.055-500
UF: MG Municipio: UBERABA
Telefone: (34)3319-8811 Fax: (34)3314-8910 E-mail: cep@uniube.br

P&gina 03 de 05
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odontoldgica da rede privada na cidade de Uberaba. Apds o exame clinico, serdo obtidas
radiografias intra-orais periapicais para cada dente utilizando a técnica do paralelismo
com posicionador radiografico para avaliar a perda Ossea periodontal. Nestes sera
coletado fluido crevicular e fragmentos de gengiva, antes e apés seis meses decorrentes
da instalacdo do implante dentéario. O fluido coletado sera processado para 0 ensaio
imunoenzimético (ELISA), e os fragmentos de gengiva serdo preparados para a
imunohistoquimica, ambos com a finalidade de avaliar citocinas pro e anti-inflamatorias.
Além disso, as amostras serdo processadas histologicamente, coradas pelo corante HE
para avaliacdo do processo inflamatorio e pelo corante Picrossirius para

quantificacdo de colageno.

Os critérios de exclusdo para a selecdo dos pacientes serdo 0s seguintes: realizacao de
terapia periodontal ha menos de 1 ano; presenca de doencas sistémicas relevantes; uso
de antibidticos ou anti-inflamatérios nos ultimos seis meses; pacientes fumantes,
etilistas cronicos; pacientes com doencas sistémicas; gestantes; lactantes; implantes
com mobilidade ou supuracao e aqueles pacientes que ndo concordardo assinar o termo

de consentimento.

As andlises estatisticas serdo realizadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para a
avaliacdo da normalidade, e Mann Whitney para variaveis com distribuicdo nao-normal
qguando realizada a comparacgao entre os dois grupos (com ou sem peri-implantite). Para
variaveis qualitativas (masculino/feminino; caucasiano/ndo caucasiano) sera utilizado o

teste exato de Fisher. O nivel de significAncia assumido sera de 5% (p<0,05).

Os pesquisadores esperam que os dados obtidos possam auxiliar em tracar um perfil de
resposta imunolégica que compare as duas doencas em um Unico paciente, com a
finalidade de prevenir insucessos na evolugcdo da osseointegracdo dos implantes

dentéarios.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:
Endereco: Av.Nene Sabino, 1801

Bairro: Universitario CEP: 38.055-500
UF: MG Municipio: UBERABA

Telefone: (34)3319-8811 Fax: (34)3314-8910 E-mail: cep@uniube.br
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Realizar avaliacdo imunoldgica do fluido crevicular e da gengiva marginal em pacientes

com periodontite e peri-implantite.

Objetivo Secundario:

Comparar a intensidade de inflamacao, a porcentagem de colageno e a expressao de
citocinas no fluido crevicular e na gengiva antes e ap6s 1 ano da instalagdo do implante
dentario.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos

De acordo com os proponentes “ndao havera riscos para o paciente porque a coleta do
fluido crevicular ndo provocara dor nem desconforto. Da mesma forma a coleta dos
fragmentos de gengiva serdo realizadas sob anestesia local e como forma do tratamento
dos pacientes com peri-implantite ou periodontite. Dos pacientes controles serao
coletados fragmentos do tecido peri-implantar na regido adjacente a gengiva que sera
aberta para colocacao de um novo implante. Nao havera perda de confidencialidade, pois

os pacientes serao identificados por numeros”.

Beneficios

Os beneficios estdo voltados em tracar um perfil de resposta imunolégica que compare
essas duas doencas em um unico paciente, com a finalidade de prevenir insucessos na

evolucao da osseointegracao dos implantes dentarios.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O presente projeto esta bem fundamentado e a metodologia atende aos principios éticos em

pesquisa.

Endereco: Av.Nene Sabino, 1801

Bairro: Universitario CEP: 38.055-500

UF: MG Municipio: UBERABA
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Consideracfes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

A folha de rosto estd devidamente assinada, indicando corretamente a Instituicdo
proponente (Universidade de Uberaba); além disso, o declarante menciona estar ciente da

resolucdo 466/12, a qual sera cumprida;

A carta de autorizacdo da Policlinica Getulio Vargas, onde as amostras seréo coletadas,
esta devidamente assinada pelo prof. Anderson Silva CRO-16754-MG, e com a ciéncia do

prof. Dr. Luis Henrique Borges, diretor do curso de Odontologia da UNIUBE.

O TCLE vem com uma linguagem mais acessivel ao publico, embora ainda encontramos
alguns termos de dificil entendimento ao leigo como a transcrigdo do objetivo da pesquisa
dentro do mesmo. Contudo, este € explicado ao longo do termo. Os beneficios séo
apresentados, assim como medidas para evitar eventual perda da confidencialidade. Além
disso, traz o cabecalho correto e os contatos do responsavel pela pesquisa, da Policlinica
e do CEP da UNIUBE.

Recomendacdes:

Nao ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Os proponentes adequaram o projeto, TCLE e encaminharam a carta de autorizacao da

Policlinica.

De acordo com a avaliagao realizada assinalo o referido projeto como APROVADO, salvo
melhor juizo feito pelos membros do CEP-UNIUBE.
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UNIVERSIDADE DE UBERABA -

* Plataforma
UNIUBE g%ymﬂ

Continuagédo do Parecer: 2.457.394

Considerac0fes Finais a critério do CEP:

Em 21/12/2017 a plenaria votou de acordo com o relator, pela aprovacdo da proposta,
lembrando o proponente do compromisso com o0 que trata as Resolu¢des 466/12 e 510/2016,
especialmente no que diz respeito a entrega dos Relatérios Parcial e Final da pesquisa ao CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Bésicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _ 05/12/2017 Aceito
do Projeto PROJETO_832915.pdf 15:31:32
Projeto Detalhado / | projeto.doc 04/12/2017 | Sanivia Aparecida de| Aceito
Brochura 16:48:14 | Lima Pereira
Investigador
Parecer Anterior PARECER.pdf 04/12/2017 | Sanivia Aparecida de| Aceito
16:22:16 |Lima Pereira

TCLE/ Termos de | TCLE.docx 04/12/2017 | Sanivia Aparecida de| Aceito

Assentimento / 15:42:22 | Lima Pereira

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folhoderosto.pdf 04/12/2017 | Sanivia Aparecida de| Aceito
14:43:53 | Lima Pereira

Outros Autorizacaoll.jpeg 04/12/2017 | Sanivia Aparecida de| Aceito
14:41:42 | Lima Pereira

Outros Autorizacao.jpeg 04/12/2017 | Sanivia Aparecida de| Aceito
14:36:15 | Lima Pereira

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

UBERABA, 27 de Dezembro de 2017

Assinado por: Geraldo
Thedei Junior (Coordenador)

Endereco: Av.Nene Sabino, 1801

Bairro: Universitario
UF: MG
Telefone:

Municipio:
(34)3319-8811

CEP: 38.055-500

UBERABA
Fax: (34)3314-8910

E-mail: cep@uniube.br
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ANEXO B- ARTIGO PARA PUBLICAGAO

Microbial Diversity in the Peri-Implant Region of Patients With History of

Periodontal Disease and Clinical Parameters

Diversidade Microbiana em Regido Peri-Implantar de Pacientes com Histdrico de

Doenca Periodontal e Parametros Clinicos

Diversidad Microbiana em la Region Periimplantaria de Pacientes Con Antecedentes

de Enfermedad Periodontal y Parametros Clinicos
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Abstract

Dental implants are important forms of oral rehabilitation that are growing with each passing year. Although
most implants are successful, a small portion of patients may present peri-implant alterations, peri-implant
mucositis, and peri-implantitis. These alterations are allied to the dental biofilm, composed of a large microbial
diversity, associated with intrinsic factors to the host. The purpose of the present study was to evaluate the
presence of Porphyromonas gingivalis (Pg), Prevotella intermedia (Pi), Fusobacterium nucleatum (Fn) and
Scardovia wiggsiae (Sw) in Peri-implantar gingival Fluid (PGF) of patients who received implants 12 months
ago and associated with periodontitis history and clinical data. Therefore, samples collected of 44 eligible
voluntaries and analyzed by PCR assays with specific primers to bacterium. The results showed that Pg were
detected in 34%, Fn and Pi, 81.8% and Sw 75% of the volunteers. Pg was frequently detected in patients who
had a history of periodontitis (p<0.05, g=8.19), but no statistically significant differences for the bacteria Fn, Pi
and Sw, in the presence or absence of periodontal disease (p>0.05, g<0.61). Gingivitis and periodontitis were
more frequently detected in patients with a history of PD (p<0.05, g>9.81). Pg was detected in 58.3% of the
volunteers who had teeth prior to implants and their presence was associated with periodontitis (p<0.05, g=5.31)
and gingivitis (p<0.05, q=4.31). There were no statistically significant differences between the previous presence
of teeth, periodontitis and/or gingivitis and detection of other analyzed bacteria (p>0.05). All the patients whose
probing depths were greater than 3 mm had Fn in detectable levels (p<0.05, g=4.56). In conclusion, the
involvement of Sw in peri-implant alterations was not evident in this work. Pi and Fn were not related to
gingivitis, periodontitis, history of PD and mucositis. Fn was present in periodontal pockets above 3 mm,
suggesting its involvement in the worsening of peri-implant alterations. Pg was detected in patients with a
history of periodontal disease, gingivitis, and periodontitis and in those who had teeth before the implant

installation.

Keywords: Biofilm; Dental Implants; Peri-implant Mucositis; Peri-implantitis

Resumo

Os implantes dentarios sdo importantes formas de reabilitacdo oral que vem crescendo. Embora a maioria dos
implantes apresentem sucesso, uma pequena parcela dos pacientes pode apresentar alteragcdes peri-implantares
tais como a mucosite peri-implantar e a peri-implantite. Estas alteracBes estdo aliadas ao biofilme dental,
composto por uma grande diversidade microbiana, associada a fatores intrinsecos ao hospedeiro. O objetivo do
presente estudo foi o de avaliar a presenca de Porphyromonas gingivalis (Pg), Prevotella intermedia (Pi),
Fusobacterium nucleatum (Fn) e Scardovia wiggsiae (Sw) em fluido gengival peri-implantar (FGP) de pacientes
gue receberam implantes dentarios ha 12 meses, e associar com histérico de periodontite e dados clinicos. Para
tanto, amostras de 44 voluntarios foram coletadas e analisadas por ensaios de PCR, com primers especificos para
cada bacteria. Os resultados mostraram que Pg foi detectada em 34%, Fn e Pi, 81,8% e Sw 75% dos voluntarios.
Pg foi frequentemente detectada em pacientes que tinham histérico de periodontite (p<0.05, g=8.19). Por outro
lado, ndo houve associacdo entre a presenca de Fn, Pi e Sw e histdria de periodontite (p>0.05, g<0.61). A

gengivite e periodontite foram mais frequentemente detectadas em pacientes com histérico de periodontite
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(p<0.05, g>9.81). Pg foi detectada em 58,3% dos voluntarios que tinham dentes previamente aos implantes
(n=12) e sua presenca esteve associada com a periodontite (p<0.05, g=5.31) e gengivite (p<0.05, q=4.31), Ndo
houve diferencas estatisticamente significantes entre a presenca prévia de dentes, de periodontite e/ou gengivite
e deteccdo das demais bactérias analisadas (p>0.05). Todos os pacientes cujas profundidades de sondagem foram
maiores que 3 mm apresentaram Fn em niveis detectaveis (p<0.05, q=4.56). Em conclusdo, o envolvimento da
Sw nas alteracBes peri-implantares ndo foi evidente neste trabalho. Pi e Fn ndo se relacionaram a gengivite,
periodontite, histérico de periodontite e mucosite. Fn esteve presente em bolsas periodontais acima de 3 mm,
sugerindo seu envolvimento no agravamento das alteracGes peri-implantares. Pg foi detectada em pacientes com

histérico de doenca periodontal, gengivite e periodontite e naqueles que possuiam dentes no nicho do implante.

Palavras-chaves: Biofilmes, Implantacao dentaria, Mucosite Peri-Implantar, Peri-implantite

Resumen

Los implantes son formas importantes de rehabilitacion oral que han ido creciendo. Aunque la mayoria de los
implantes tienen éxito, una pequefia proporcion de pacientes puede tener cambios periimplantarios, como
mucositis periimplantaria y periimplantitis. Estos cambios estan asociados al biofilm dental, compuesto por una
gran diversidad microbiana, asociado a factores intrinsecos al huésped. El objetivo del presente estudio fue
evaluar la presencia de Porphromonas gingivalis (Pg), Prevotella intermedia (Pi), Fusobacterium nucleatum
(Fn) y Scardovia wiggsiae (Sw) en el liquido gingival periimplantario (LGP) de pacientes que recibieron
implantes nucleares. Hace 12 meses, y asociado a historia periodontal y datos clinicos. Para ello, se recogieron
muestras de 4 voluntarios y 4 mediante ensayos de PCR, con cebadores especificos para cada bacteria. El 34%
que pario pari6 en el 34%, Fn y Pi, el 8,8% y S. Pg se vio en pacientes que tenian antecedentes de periodontitis
(p<0,05, g=8,19). Por otro lado, no hubo asociacion entre la presencia de Fn, Pi y Sw y el antecedente de
periodontitis (p>0.05, g<0.61). La gingivitis y la periodontitis fueron mas periédicas proyectadas en pacientes
con antecedentes de periodoncia (p<0.05, q9.81). Se asocié pg.3% en 58 pacientes que tenian dientes previos a
los implantes y su presencia se asocié con periodontitis (p<0.05, g=5.05) y gingivitis (p<0.05, g=4.31),
diferencias estadisticamente significativas entre la presencia previa de dientes, periodoncia/o gingivitis y
deteccion de los demés (p>0,05). Todos los pacientes cuyas profundidades de sondaje eran superiores a 3 mm
tenian (Fn en niveles detectables p<0,05, q=4,56). En conclusién, la participacion de Sw en los cambios
periimplantarios no fue evidente en este trabajo. Pi y Fn no se relacionaron con gingivitis, periodontitis,
antecedentes de periodontitis y mucositis. Fn se presenta en bolsas periodontales mayores de 3 mm, lo que
sugiere su participacion en el ensanchamiento de los cambios periantrales. Se planeé Pg en pacientes con

antecedentes de gingivitis y periodontitis y que tenian dientes en el nicho del implante.

Palabras clave: Biofilm; Implantes dentales; Mucositis periimplantaria; Periimplantitis.
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1. Introduction

Dental implants have become a revolutionary tool in reconstructive dentistry, replacing lost teeth and
restoring aesthetics, in addition to masticatory and occlusion functions (Belibasakis & Manoil, 2021). As
dentistry advances and patients seek aesthetic options and teeth increasingly like natural ones, the implants have
become more attractive, demanding more knowledge and ability from dental surgeons.

Dental implants are defined as devices for oral rehabilitation (Ogle, 2015). They have been used since
1965, when Branemark's studies (Albrektsson & Isidor, 1994) started, and are becoming viable and efficient to
replace regions that are partially or completely bereft of teeth (Wang et al.; 2017). Basically, they are formed by
a metal screw and a pillar, which are analogous to the dental root (Petkovic-Curcin et al.; 2011). A prosthetic
crown is then manufactured on them. The dental implant is mostly formed by titanium or a titanium alloy, since
these materials are highly resistant to corrosion and tension, and are resistant, resilient, with stability and low
density (Ottria et al.; 2018; De Oliveira et al.; 2017). They are installed through surgery in the residual bone rim
(American Academy of Implant Dentistry, 2016).

After the implants are installed, osteoconduction takes place, a process in which osteogenesis cells are
attracted, after what a mineral matrix is formed, followed by the bone remodeling process (Oliveira et al.; 2013).
The relations between implant and bone take place through osseointegration, which happens when the bone is in
an immediate contact with the implant in a predictable and lasting way, so it can serve as the base for the implant
(Mendes & Davies, 2016). Some factors can enhance or inhibit osseointegration. The factors that enhance it are
related to the implant, its design, composition, topography, material, length, form, diameter, the treatment of its
surface, the state of the patient's bone tissue, mechanical stability, bone grafts, and pharmacological agents. The
factors that may inhibit it include the excessive mobility of the implant, inadequate porousness, radiation
therapy, medications, and factors related to the patient, such as the accumulation of biofilm (Mavrogenis et al.;
2009).

The peri-implant mucosa is the mucous tissue around the dental implants. It is established during the
scarring process and its clinical and histological characteristics are like those of the gum that surrounds natural
teeth (Lindhe & Karring, 2010), which means that there may be inflammatory responses in the gingival tissue
when there is too much accumulated bacteria biofilm (Zitzmman et al., 2001). The fibrous tissues in the implants
are different from the tissues inserted in the teeth, since they are less vascularized and the direction of the
collagen fibers is parallel, resulting in a more profound sulcus than the gingival one. Dental implants are more
susceptible to endogenous infections due to these histological and immuno-physiological differences when
compared to natural teeth (Belibasakis, 2014). The tissue fibers of the supracrestal connective tissues are placed
in a circle around the implant, instead of being perpendicular, as is the case in natural teeth. This reduces the
barrier against the invasion of bacteria (Belibasakis & Manoil, 2021). The lack of a periodontal connection
reduces physical barriers, thus increasing the odds that microorganisms will enter the sub-mucous tissues
(Molina, 2016).

The success of the osseointegration of the implants indicates the absence of clinical inflammation and
suppuration signs, and no probing depths below 2 mm (Sanz & Chaple., 2012). On the other hand, dental
implants may be unsuccessful due to many causes, such as peri-implant diseases, which include mucositis and
peri-implantitis, periodontal pathological alterations that affect the functioning of implants (Derks & Tomasi,

2015; Lindhe & Meyle, 2008). Mucositis is characterized by reversible inflammatory changes in the peri-implant
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gingival tissues that were not affected by bone loss; peri-implantitis, on the other hand, are inflammatory
reactions with the loss of bone support in the tissues around a functional implant.

Peri-implant mucositis is caused by the accumulation of biofilm, interrupting the homeostasis of the
microbe-host in the implant interface of the mucosa, leading to an inflammatory lesion. Peri-implant mucositis is
a reversible condition after which the host can become perfectly healthy (Heitz-Mayfield & Salvi, 2018). The
diagnosis of mucositis must be based on the presence of peri-implant inflammation (redness, edema, diminution
of bleeding within 30 seconds after probing), combined with no additional bone loss (Renvert et al., 2018). Peri-
implantitis is one of the main causes of implant failure (De Oliveira et al.; 2015), leading to the loss of bone
support and of the implant itself (Didgenes et al.; 2018). This lesion takes place due to an imbalance between the
host and the microorganism associated with the formation of the biofilm in the peri-implant region (Pita, 2015)
due to a worsening of the mucositis. Ecological changes in the sites of peri-implant submucosa may lead to
microbiota changes, favoring dysbiosis through the overgrowth of potentially pathogenic bacteria, thus
increasing the odds of developing peri-implantitis (Kroger et al., 2018). Some clinical characteristics can be
observed in this inflammatory process, including bleeding when probing, exudate, increased probing depth, and
edema (Martins et al.; 2019). Clinically, peri-implantitis is the formation of peri-implant pockets deeper than
3mm, in addition to bleeding during probing and/or suppuration. Radiographically, it is diagnosed when bone
loss is observed around the implant, which is represented by peri-implant radiolucency caused by the loss of
bone support (Heitz-Mayfield et al.; 2008). Another study considered peri-implantitis as the horizontal bone loss
of 3mm or more around the implant, with physiological bone loss from 1 to 1.5 mm (Casado et al.; 2011;
Oliveira et al., 2013).

There is much controversy about the composition of the biofilm in the peri-implant infections; whether
it is different from the composition of biofilm in sites affected by periodontitis or is common to the microflora
around healthy dental implants (Sahrmann et al., 2020). Microbe colonization of the peri-implant region
immediately after the implants are placed seem to be like that of healthy periodontal sites, with less diversity
(Heitz-Mayfield e Salvi; 2018). Therefore, the microbe colonization of the natural teeth may be used as a
reservoir to form the biofilm around the implant (Valente & Adreana, 2016; Yan et al., 2020). Kocar et al.
(2010) showed that the peri-implant and periodontal sulci of partially edentulous patients showed no differences
in their microbiota, showing the same periodontal pathogenic species, while none of these bacteria were found in
the peri-implant sulcus of completely edentulous patients. As a result, evidence indicates that it is important to
eliminate these microorganisms from the oral cavity before implants are placed, thus inhibiting colonization, and
reducing the risk of peri-implantitis (Cerbasi, 2010). The implants, when installed in previously infected sites,
have a higher risk of failure when compared to immediate dental implants set in uninfected sites (Oliveira- Neto
et al., 2019).

The microbiota associated with the peri-implant disease is formed by many microorganisms, such as
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium
nucleatum, Tannerella forsythensis, and Campylobacter rectus (Cerbasi, 2010). The subgingival biofilm in teeth
with periodontitis seems comparable (Cerbasi, 2010). Healthy sites presented another microbiota, formed by
Streptococcus mitis, Streptococcus salivaris, Actynomices naeslundi, and Actionomyces odontolycus (Petrasunas,
2010; Sobreira et al.; 2011). These microorganisms can destroy peri-implant tissues in many ways: invading and

destroying them directly through the liberation of enzymes, subproducts, and bone reabsorption factors; lowering
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the defenses of the host; inducing an inflammatory response mediated by the immune system of the host
(Cerbasi, 2010).

Peri-implant colonization starts 30 minutes after the implant is placed, and the bacterial load stays the
same in the first week (Furst et al, 2007). Between the first and twelfth week, after the surgical procedure, there
are high levels of Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythia, and Treponema denticola. At 12 months, the
bacterial load seems to be significantly higher for some species, especially for T. forsythia and, in a lower level,
P. gingivalis (Salvi et al., 2008). According to Tallarico (2017), bacterial count in peri-implantitis cases indicates
an increase in the colonization of T. forsythia.

Scardovia wiggsiae is an anaerobic microorganism, a pleomorphic gram-positive bacillus recently
isolated from the human oral cavity. It is associated with early cavities and was later isolated in the periodontal
pockets of adults who underwent orthodontic treatment (Tanner et al., 2012). Its role in the etiology of the
disease and in periodontal health is still the target of controversy. A recent study has shown the presence of S.
wiggsiae in periodontal sulci, indicating a diminution of its concentration in the subgingival plaque of
periodontally healthy patients who had, respectively, gingivitis and chronic periodontitis (Chakrapani et al.,
2019). However, no works associate its presence with the peri-implant interface.

In addition to the peri-implant biofilm, other factors may lead to the failure of the peri-implant
anchorage, such as occlusion overload, genetic factors, local factors, early exposure of the implant, systemic
problems, bad hygiene, smoking, and patients with a history of periodontitis (Romeiro et al.; 2010; Feres et al.;
2008). Among these, a history of periodontitis is associated with a considerable risk of peri-implant mucositis or
even peri-implantitis (Altay et al., 2018; Yan et al., 2020). Patients with a history of periodontal diseases are six
times more likely to have peri-implantitis (Francio et. al; 2008).

The accumulation of biofilm in the peri-implant region may lead to the loss of the implant (Esposito et
al.; 2008; Shibli; D'avila, 2006), due to the inflammatory response of the tissues around the implant
(Louropoulou et al.; 2012) when in the presence of microorganisms (Lindhe e Meyle et al.; 2008). It is important
to notice that the beginning of peri-implantitis and its progression do not depend only on the presence of bacteria
biofilm and its composition.

They also depend on risk factors and diseases that affect health (Kumar, 2019). Understanding peri-
implant mucositis is important because it is considered a precursor of peri-implantitis (reviewed by Heitz-
Mayfield e Salvi, 2018). The peri-implant microbiota becomes more complex as the infection advances into a
peri-implant mucositis or peri-implantitis (Belibasakis & Manoil, 2021). Considering the above, it is necessary
to investigate the microbial presence and diversity after one year of the implants and associate it with the history

of periodontal diseases and clinical parameters.

2. Methodology

Sample selection and collection

This study was approved by the Ethics Committee from the Uberaba University, Brazil (CAAE:
64947717.0.0000.5145). All eligible patients were informed about the nature of the study and about the
potential risks and benefits of participating by signing the Free and Informed Consent Form (FICF). The clinical

investigation was carried out according to the principles from the Declaration of Helsinki. The patients were
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selected during the first consultation for follow up of the dental implants, from February 2019 to February 2020
in the Odontology Clinic of the Uberaba University. Medical and dental information were obtained from the
patients who agreed participating in the study and were in accordance with the inclusion/exclusion criteria. The
patients (n=44) were examined and interviewed in two moments: at admission for the implant and 12 months
after the implants were placed. The criteria for inclusion/exclusion and patient selection were to be included,
patients had to be in a good general state of health and sign the FICF. Were excluded all patients with
parafunctional habits, smokers and alcoholics, edentulous patients, those who had been using corticoids,
antibiotics, or anti-inflammatory medication in the last six months, who had undergone periodontal or peri-
implant therapy after installing the implant, who had relevant uncompensated systemic diseases, such as
diabetes and osteoporosis. After the FICF was signed, the patients were interviewed about their health, habits
and history of oral diseases, and use of medication. Afterwards, the participants were submitted to an intraoral
clinical examination by the same dentist in both visits. The patient was evaluated regarding oral conditions, and
there was an inspection of periodontal diseases, cavities, and the previous presence of teeth in the site. The
implant was analyzed in local inflammatory processes. Then, the interface between tooth and implant was
probed.

The following parameters were evaluated in six sites (mesial vestibular, disto-vestibular, mesial-
vestibular, mesial-lingual, disto-lingual), using a periodontal probe PCPUNC-15BR Hu-Friedy, Sdo Paulo,
Brazil): (a) marginal bleeding - the presence or not of bleeding was recorded at the passing of the periodontal
probe alongside the margins of the soft tissue; (b) suppuration - presence or not of suppuration, spontaneous or
when probing; (c) probing depth - distance in millimeters from the margin of the mucosa to the bottom of the
sulcus or peri-implant pocket (De Mendonca et al., 2009).

Gingivitis was positive when there more than 25% of the sites bled at probing, with no site showing
loss of clinical insertion > 2mm (Gomes-Filho et al., 2007). Patients with periodontitis: loss of insertion
detected in one or more interproximal non-adjacent sites or loss of insertion of 3mm or more in the vestibule or
lingual/palate in at least two teeth, as long as not caused by: a) traumatic gingival recession; b) dental cavity
reaching the cervical area of the teeth; c) loss of insertion in the distal surface of a second molar and associated
to the bad position or extraction of a third molar; d) endoperiodontal lesion draining through the marginal
periodontium or e) vertical root fracture (Tonetti et al., 2018; Papanaou et al., 2017). Patients with mucositis
were detected according with gingivitis parameters. Patient with peri-implantitis: a) signs of peri-implant
inflammation, b) radiographic evidence of bone loss after initial scarring, and c) radiographic bone level >3 mm
accompanied by bleeding at probing and probing depth > 6mm (Renvert et al., 2018).

For the collection of the peri-implant gingival fluid (PGF), the implants selected were isolated using
sterile gauze and the sites of collection were softly dried using the air syringe. Four absorbent paper points
number 40 were placed, isolated, in each site of collection, approximately 2 mm in the crevicular sulcus/pocket
for 30 seconds each. Points contaminated by blood or saliva were discarded. Later, the points were placed in an
Eppendorf tube with a 0.5 Phosphate-Buffered Saline (PBS) buffer solution, pH 7.2, composed by 1.9g
monobasic potassium phosphate (KH2PO4); 5.1 g sodium phosphate (Na2HPO4); 42.5 g sodium chloride
(NaCl) and 500 ml ultra-pure water, distilled in a Milli Q® (Millipore) device and frozen at -70°C (Escobar et
al., 2018). They were sent to the UNIUBE biopathology lab. After laboratory procedures, the samples left were

sterilized so later they could be discarded.
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Detection of bacteria in the samples

The DNA from the studied species was extracted using the PowerLyzer PowerSoil DNA Isolation Kit (MO-
BIO, Carlsbad, CA) according to the manufacturer’s instructions. Samples were transferred to tube containing
Bead Solution. After were vortexed for 2 minutes to ensure the release of bacteria to the suspension, which was
then transferred to a Powerlyzer Glass Bead Tube (MO-BIO, Carlsbad, CA). The concentration of the purified
DNA product was measured with a NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific). Primers
(synthesized by Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and probes (synthesized by Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, USA) were targeted against 16S rRNA genes for both bacteria: Prevotella intermedia R:
AATACCCGATGTTGTCCACA, Prevotella intermedia F: TTAGCCGGTCCTTATTCGAA, Scardovia
wiggsiae F: GTGGACTTTATGAATAAGC, Scardovia wiggsiae R: CTACCGTTAAGCAGTAAG,
Fusobacterium nucleatum F: ACCTAAGGGAGAAACAGAACCA, Fusobacterium nucleatum R:
CCTGCCTTTAATTCATCTCCAT, Porphyromonas gingivalis F. TGCAACTTGCCTTACAGAGGG,
Porphyromonas gingivalis R: ACTCGTATCGCCCGTTATTC. The StepOne™ Real-Time PCR System
(Thermo Fisher Scientific) performed the samples. Each reaction tube contained reaction mixture, including 6.5
UL SYBR Green Master Mix (Roche, llhois, EUA), 1uL of each primer, 4.5 uL de ultrapure water e 2uL of
DNA extracted from samples. The cycling conditions were an initial amplification cycle of 95°C for 10 min,
followed by 40 cycles at 95°C for 15 s and 60°C for 1 min.

Statistical analysis
The frequencies of samples with positivity of bacteria were compared to each other and to the data obtained by
the questionnaire using the Chi-square test or the Fisher's Exact Test. A value of p <0.05 was considered

statistically significant. Data were analyzed using BioStat® Software.

3. Results

The data collected from the 44 patients eligible showed that their mean age was 53.2+11.7; 15 were male
and 29, female; 42 were white and 2 non-white; and 22 patients had a history of periodontitis (PD). The intraoral
exam, at first visit, showed that, among the volunteers, 12 had teeth in the site where the implant would take
place, and would undergo extraction or immediate implantation; 12 had gingivitis and 9 periodontitis, in the
tooth to be extracted or in other teeth. After 12 months, data from, the interview were ratified, and the probing
depth was evaluated. For 23 patients, the probing depth was lower than 1 mm, which is normal, while 21 has
values higher than 2 mm and bleeding at probing, which characterized mucositis. From these, 14 had probing
depths of more than 3 mm and bleeding, but none of them had a diagnosis of peri-implantitis.

The exams for the detection of microbes in the PGF samples (n=44) showed that the Pg was detected in 15
samples (34%). Other bacteria were detected in most samples, Fn and Pi in 36 (81.8%) and Sw in 33 (75%) of
the volunteers. Comparing the detection of these bacteria in the patients with or without a history of periodontal
disease, there were no statistically significant differences for the bacteria Fn, Pi, and Sw (Figure 2, p>0.05,
0<0.61). However, the Pg was frequently detected in patients with a history of PD (Figure 2, p<0.05, q=8.19).
From the 15 positive samples for Pg, 12 had a history of PD (80%), while, from the 29 samples with no Pg
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detection, 65.6% had no history.

Fig. 1- Relationship between the number of patients with positive and negative results for Pg, Fn, Pi, and SW,
with or without history of PD.
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Source: Authors (2021).

The clinical data found from the patients about the presence of gingivitis and periodontitis at the time of
their initial approach showed that these diseases were more frequently detected in patients with a history of PD
(Table 2, p<0.05, >9.81). About 83.4% and 100% of the volunteers with gingivitis and periodontitis,
respectively, had a previous history of PD. There was an association between having a history of PD and having
a probing depth above 2 mm 12 months after the implant. From the 21 patients with this probing depth, 67% had
a history of PD (Table 2, p<0.05, q=4.46).

Table 1. List of patients with probing depth above 2 mm with or without a history of PD.

Histérico de Doenga periodontal

Sim N3o p/X?
(n=22) (n=22)
Gengivite
Sim 10 2 0.017/9.81
N3o 12 20
Periodontite
Sim 9 0 0.008/11.34
N3o 13 22
Profundidade de
sondagem implante
Normal 8 15
>2 mm 14 7 0.034/4.46

Source: Authors (2021).

The presence of teeth before the implant was carried out had a positive relation with the presence of Pg.

While 58.3% (n=7/12) of the volunteers who had teeth before showed Pg, only 25% of those who did not have
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teeth in the site of the implant had the bacteria in detectable levels (Figure 3, p<0.05, g=4.31). Most patients with
no gingival disease or periodontitis did not have Pg in their peri-implant fluid, while the presence of Pg was
associated with the presence of periodontitis (Figure 3 p<0.05, q=5.31) and gingivitis (Figure 3, p<0.05, q=4.31),
with 58.2 % and 66.7% of patients with positive Pg having gingivitis and periodontitis, respectively. On the
other hand, there were no statistically significant differences between the previous presence of teeth,

periodontitis and/or gingivitis, and the detection of the other bacteria analyzed (Figures 4, 5 e 6, p>0.05).

Fig. 2 — Relation between the presence of teeth, gingivitis and periodontitis before the implants and the detection
of Pg in the crevicular fluid
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Fig. 3 — Relation between the presence of teeth, gingivitis and periodontitis before the implants and the detection
of Fn in the crevicular fluid
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Fig. 4 — Relation between the presence of teeth, gingivitis and periodontitis before the implants and the
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Fig. 5 — Relation between the presence of teeth, gingivitis and periodontitis before the implants and the
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The comparative analysis of the frequency of bacterial detection and the measurement of the probing
depth (Table 3) showed that there is no difference between the volunteers for Pg, Pi, and Sw (Table 3,
p<0.05). On the other hand, all patients with probing depth above 3 mm had detectable levels of Fn
(p<0.05, q=4.56).

Table 2 - Comparative analysis of the frequency of bacterial detection and the measurement of the probing
depth.

Detection of bacteria

Pg Fn Pi Sw
Yes No Yes No | Yes No Yes No
N=15 N=29 N=36 N=8 N=36 N=8 N=33 N=11
Implant probing Normal
depth (n=23) 6 17 18* 5¢ 17 6 18 5
>2mm
(n=21) 9 12 18 3 19 2 15 6
>3mm
(n=14) 7 7 14°* 0* 12 2 10 4
Source: Authors (2021).
4. Discussion

This study sought evidence about the presence of bacteria (Pg, Pi, Fn, and Sw) in the tooth-implant
interface, in the PGF, with data about periodontal diseases (gingivitis and periodontitis) and about teeth in the
location of the implant, as well as about the history of PD. The results showed that Fn and Pi were frequently
detected in the samples, which corroborates a study where these bacteria were frequently detected in PGF and
involved in the PD (Canullo et al., 2015). Sw was also detected in most peri-implant samples (71.7%), which
corroborates the understanding of oral micro-environments where this bacterium may be, in addition to its
involvement in the etiology of the cavity (Tanner et al., 2018). The Pg was also detected in nearly 50% of the
samples, and it was the bacteria that allowed us to observe some differences in the clinical data analyzed.

Several investigations determine some risk factors, such as a previous history of periodontitis (Heitz-
Mayfield, 2008; Heitz-Mayfield, & Huynh-Ba, 2009; Renvert & Pearson, 2009), and have been investigating
the issue in depth to understand and avoid the development of peri-implantitis and the consequent loss of the
implant. Although some studies show that patients with a history of periodontitis may have healthy peri-implant
tissues (Baelum e Ellegard, 2004, Karoussis et al., 2003), others have shown that patients with a history of
periodontitis showed a higher risk for peri-implantitis (Quirynen et al. 2007; Heitz-Mayfield, 2008; Renvert &
Persson, 2009; Schwarz et al., 2018; Klinge et al., 2005, Ferreira et al., 2006; Cho-Yan Lee et al., 2012; Costa
et al., 2012), a risk that is five times greater in patients with a history of chronic periodontitis (Karoussis et al.,
2003). A systematic review and meta-analysis showed that both active periodontitis (Kabir et al., 2021) and a
history of periodontitis were risk factors for peri-implantitis (Ferreira et al., 2018). The results showed that only
the Pg was detected more often in patients with a history of PD.

The data analyzed did not allow us to observe a correlation between the clinical parameters and the
presence of Fn, Pi, and Sw. Several studies showed that the composition of the microbiota established after the
placement of the implant may remain relatively unchanged in the absence of periodontal or peri-implant
pathologies, and the peri-implant sulci that house PD pathogens will not necessarily develop peri-implantitis
(Van Winkelhoff et al, 2000; Heydenrijk et al., 2002). Other studies showed that periodontal pathogens may be
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found in teeth that are in the sites of both diseased and healthy implants in the same individuals (Leonhardth et
al., 1993; Mombelli et al., 1995; Rutar et al., 2001; Takanashi et al., 2002; Tabanella et al., 2009; Dabdoub et
al., 2013). The same was shown in a study where the number of Pi positive implants had similar levels to those
of natural teeth 6 months after the placement of the implants and stayed stable throughout a one-year follow up
(Leonhardt et al.; 1993). On the other hand, the Pi was found more often in peri-implantitis biofilm when
compared to the samples from healthy implants (Sahrmann et al., 2020). A higher prevalence of Pi in diseased
peri-implant regions, when compared to healthy peri-implant regions, was confirmed by a case control study (De
waal et al., 2017). Furthermore, there are previous studies where individuals with gingivitis and periodontitis
were separated in two equal groups of patients. As a result, the presence of inflammation around the implant and
the teeth, coupled with a history of periodontal disease were associated to an increased risk for peri-implantitis
(Ferrreira et al., 2006; Cho-Yan Lee et al., 2012; Costa et al., 2012).

The frequency of Pg was not different than that of patients whose probing depth was above 2mm and
showed bleeding, as shown by Ata-Ali et al. (2013), that is, in cases of implant mucositis, the Pg was not
associated with the initial disease. Nonetheless, according with Hayek et al., the Pg was frequently found in sites
with peri-implantitis (Hayek et al., 2005, Lafaurie et al., 2017; Tzach-Nnhman et al., 2017; Zhu et al., 2019). The
Pg was more frequently found in patients with a history of PD, gingivitis, periodontitis, and in the presence of
the previous teeth, suggesting that its detection in the peri-implant region may be related to its transference to
sites in the oral environment itself, as shown by other authors (Valente & Adreana, 2016; Yan et al., 2020). The
presence of residual periodontal pockets may cause niches where there are adjacent infection implants
(Mombelli et al., 1995; Karoussis et al., 2003).

An increased probing depth through time is associated with the loss of bone support (Algrafee et al.,
2012). Biological complications around the implants, such as peri-implant mucositis and peri-implantitis are
commonly observed a few years after the implants start being used (Mombelli et al., 2012). The comparative
analysis of the frequency of bacterial detection and the measurement of the probing depth showed that there is no
difference between the volunteers for Pg, Pi, and Sw. On the other hand, all patients with probing depth above 3
mm had detectable levels of Fn, and most of them also presented the other bacteria analyzed. Since some
bacteria associated with periodontitis are commonly found in peri-implantitis, including Bacteroides,
Campylobacter, Eubacterium, Fusobacterium and those from the Treponema species (Shibli et al., 2008), we
can suggest that these patients, with high levels of Fn and of probing depths are evolving into a peri-implantitis.

Considering the above, mucositis is an inflammation process can be detected in patients after the 12th
month of the implant, since 21 patients (45.6%) presented probing depth higher than 2mm and bled during the
clinical examination, signs of the beginning of an inflammation. Its etiology is varied since many bacterial
species may be associated to the infection process. The presence of bacteria usually found in the oral cavity can
be the source of infections and lead to the accumulation of biofilm. Therefore, the follow up of the patient, good
oral hygiene habits, and the diminution of local and systemic risk factors may prevent against the loss of the

implant.

5.Conclusion

This study allowed us to conclude that:
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-Sw may be present in the tooth/implant interface, and its involvement in the beginning of the peri-
implant inflammatory process is not evident in our findings, since there were no statistically significant
differences between clinical parameters and a history of PD.

-Among the periodontal pathogens analyzed (Pi, Pg, and Fn), the presence of Pi and Fn showed no
relation with gingivitis, periodontitis, a history of PD, or with mucositis. However, the Fn was often detected in
periodontal pockets with more than 3 mm, which suggests its involvement in the worsening of the peri-implant
inflammation process.

-The Pg was the least detected bacteria (33%), but samples that detected it belonged to patients with a
history of PD, gingivitis and periodontitis, or teeth in the sites of the implant.

-In summation, local factors, functional implants, and the time since the installation of the implant
must be considered for future studies, so that base cytokine levels in the peri-implant crevicular fluid can be
verified.
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