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RESUMO GERAL

As proéteses implantossuportadas tipo protocolo tem demostrado grande melhora da performance
mastigatoria de pacientes desdentados totais, pois apresentam Otima retengdo e estabilidade. O
controle do biofilme, no entanto, ¢ dificultado pelo desenho da protese, podendo causar peri-
implantite, mucosite, estomatite protética, hiperplasia tecidual, problemas estéticos, entre outros.
O objetivo desta pesquisa clinica foi quantificar o biofilme da face gengival de proteses totais
implantossuportadas mandibulares e identificar bactérias e fungos no biofilme presente. Foram
selecionados vinte pacientes desdentados totais que utilizavam prétese sobre implante do tipo
protocolo em resina acrilica na arcada inferior. Os critérios de inclusdo foram: adultos, qualquer
género, totalmente edéntulo na arcada mandibular, com estado de satde geral bom, usudrios de
protese tipo protocolo com minimo de 6 meses da ultima manutengdo. Os critérios de exclusdo
foram: uso de antibidticos nos ultimos 3 meses, diabetes, problemas associados a
imunossupressdo, xerostomia, fumantes, problemas motores ou cognitivos, fratura ou reparo na
base da protese e dentes soltos. As proteses foram desparafusadas, lavadas com cloreto de sddio
0,89%, coradas com eosina y 1% e fotografadas. A area coberta por biofilme foi delimitada e
quantificada por meio das fotografias obtidas, utilizando-se o software Image J. Para andlise
microbiologica, amostras de biofilme foram coletadas das préteses e inseridas em cloreto de
sodio 0,89% tamponado. A suspensdo passou por diluigdo seriada até 1:107 ¢ semeadura em
meios de cultura agar cromogénicos para identificacdo de bactérias e fungos. As placas foram
incubadas por 48 horas, a 37°C, para posterior contagem de unidades formadoras de coldnias
(UFC/mL). Além disso, a hibridagdo de DNA (checkerboard) foi realizada, empregando 42
sondas de DNA genomico para espécies bacterianas gram-negativo, gram-positivo e leveduras.
Os dados foram analisados pelos testes de Mann-Whitney e correlacdo de Spearman (a=0,05).
Houve média de 62% de area corada por biofilme na superficie gengival das proteses.
Enterococcus spp (5,82+1,38 log0UFC/mL) e S. aureus (5,75+2,02 log;)UFC/mL) foram os
micro-organismos com maior contagem e prevaléncia no método de cultura. A idade nao
influenciou os resultados. Os pacientes com 5 implantes apresentaram menor quantidade de
biofilme, comparados aos que possuiam 4 implantes (p=0,031), porém com maior contagem de
E. coli (p=0,039). Na analise de hibridacdo de DNA, as bactérias S. pneumoniae, V. parvula, F.
nucleatum se apresentaram com maior intensidade de sinal e foram prevalentes em todas as
amostras. Outras espécies microbianas também foram detectadas. Pacientes acima de 65 anos

apresentaram maior sinal para C. tropicalis (p=0,049). Pacientes com 5 implantes apresentaram



reducdo de sinal para varias espécies. Concluiu-se que biofilme foi formado em proéteses totais
implantossuportadas mandibulares com, pelo menos, 6 meses de uso, € que tal biofilme ¢
constituido por micro-organismos conhecidamente patogénicos para a cavidade oral ou satude

sistémica de pacientes mais susceptiveis.

Palavras-chave: Biofilmes. Protese dentaria fixada por implante. Sonda de DNA.



ABSTRACT
The implant-supported prosthesis protocol has demonstrated a great improvement in the
masticatory performance of total edentulous patients, since they have excellent retention and
stability. The biofilm control, however, is hampered by the design of the prosthesis, which can
cause peri-implantitis, mucositis, prosthetic stomatitis, tissue hyperplasia, aesthetic problems,
among others. The aim of this clinical research was to quantify the biofilm of the gingival face of
mandibular implants and to identify bacteria and fungi in the present biofilm. Twenty total
edentulous patients were evaluated using implant-supported prothesis of protocol type in acrylic
resin in the lower arch. The inclusion criteria were: adults, any genus, totally edentulous in the
mandibular arch, with good general health status, protocol type prosthesis users with at least 6
months of last maintenance. Exclusion criteria were: use of antibiotics in the last 3 months,
diabetes, problems associated with immunosuppression, xerostomia, smokers, motor or cognitive
problems, fracture or repair in the base of the prosthesis and loose teeth. The prostheses were
unscrewed, washed with 0.89% sodium chloride, stained with 1% eosin y and photographed. The
area covered by biofilm was delimited and quantified using the photographs obtained using the
Image J software. For microbiological analysis, biofilm samples were collected from the
prostheses and inserted in 0.89% sodium chloride buffered. The suspension was serially diluted
to 1: 10" and seeded on chromogenic agar media to identify bacteria and fungi. The plates were
incubated for 48 hours at 37 ° C for further counting of colony forming units (CFU / mL). In
addition, DNA hybridization (checkerboard) was performed, employing 42 genomic DNA
probes for gram-negative, gram-positive bacterial species and yeasts. Data were analyzed by the
Mann-Whitney test and Spearman correlation («=0,05). There was a mean of 62% of area stained
by biofilm on the gingival surface of the prostheses. Enterococcus spp (5.82 £+ 1.38 logip CFU /
mL) and S. aureus (5.75 = 2.02 log1oCFU / mL) were the microorganisms with the highest count
and prevalence in the culture method. Age did not influence results. Patients with 5 implants had
less biofilm compared to those who had 4 implants (p = 0.031), but with a higher E. coli count (p
= 0.039). In the analysis of DNA hybridization, S. pneumoniae, V. parvula, and F. nucleatum
showed the highest signal intensity and were prevalent in all samples. Other microbial species
were also detected. Patients older than 65 years presented a higher signal for C. tropicalis (p =
0.049). Patients with 5 implants presented reduction of signal for several species. It was
concluded that biofilm was formed in total mandibular implant-supported prostheses with at least



6 months of use, and that such biofilm consists of microorganisms known to be pathogenic to the
oral cavity or systemic health of more susceptible patients.

Keywords: Biofilms. Dental Prosthesis, Implant- supported. DNA probes.
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1 INTRODUCAO GERAL

O uso de proétese dentaria tem associacdo positiva com nutricdo, funcdo cognitiva, bem-
estar geral e até sobrevivéncia (DUYCK et al., 2016). No entanto, a limpeza desse dispositivo e a
higiene bucal dos usuarios sdo geralmente deficientes, facilitando a formacdo e o acumulo de
biofilme oral (THALJI et al., 2014; EMAMI et al., 2014; DUYCK et al., 2016). Esses pacientes,
muitas vezes, sdo incapazes de realizar uma higiene eficaz devido & mé& coordenacdo motora,

comprometimento cognitivo ou perda de memoria (DE CASTRO et al., 2016).

InUmeras tentativas de inibir a adesdo inicial de micro-organismos a superficie das
proteses tém sido relatadas, com sucesso limitado até o momento (DE CASTRO et al., 2016). O
acimulo do biofilme compromete a eficacia do tratamento reabilitador, aumenta o risco de
infeccdo e desconforto bucal, além de resultar em problemas sistémicos (HEUER et al., 2013;
DUYCK et al., 2016; DE CASTRO et al., 2016). Em pacientes idosos e imunocomprometidos,
principalmente, esses micro-organismos podem se dispersar e desencadear doengas como a
endocardite infecciosa e a pneumonia aspirativa, que sdo as principais causas de
morbimortalidade (IINUMA et al, 2015; DE CASTRO et al., 2016). No caso da pneumonia
aspirativa, o risco de ocorréncia em usuarios acima de 85 anos de idade com proteses totais muito
antigas pode dobrar com uso durante o sono, devido ao aumento da carga microbiana intraoral
neste periodo (IINUMA et al, 2015).

Dentre as modalidades de reabilitacdo oral, a utilizacio de prétese total
implantossuportada levou a uma mudanga no paradigma terapéutico para o tratamento de
pacientes edéntulos, sendo bastante recomendada para o edentulismo mandibular (QUIRYNEN et
al, 2005; LI, 2012; MALO et al., 2011; NARVAJA et al., 2018). Apresenta boa taxa de sobrevida
e satisfagdo dos pacientes, sendo considerada como tratamento alternativo para proteses totais
convencionais (ABI NADER et al., 2014; EMAMI et al., 2014; THALJI et al., 2014). Esse tipo
de tratamento promove proteses estaveis, retentivas e funcionalmente confortaveis (LI et al,
2012; EMAMI et al., 2014; THALJI et al., 2014). Todavia, por apresentar contato com a mucosa
a longo prazo, seu desenho resulta em dificuldades de higiene, com acumulo de biofilme em sua
superficie e dos implantes associados (LI et al, 2012; KANAO et al., 2013; ABI NADER et al.,
2014; NARVAJA et al., 2018). Por esse motivo, problemas infecciosos podem estar relacionados,
como estomatite protética, mucosite e peri-implantite (LI et al, 2012; PJETURSSON et al.,
2012).



A longevidade das préteses dentdrias pode ser afetada, seja por fraturas ou por
colonizagdo de micro-organismos (AKAHN-EVREN et al., 2012). O polimetilmetacrilato
(PMMA), material bastante utilizado para confeccionar bases de proteses, apresenta facil
manuseio e baixo custo, no entanto, suas propriedades de superficie, como rugosidade, propiciam
a adesdo microbiana (SIVAKUMAR et al., 2014; AL-FOUZAN; AL- MEJRAD; ALBARRAG,
2017).

O processo inicial de formagdo de biofilme em superficies orais é caracterizado pela
formagdo de uma pelicula adquirida, a partir de enzimas salivares, com a posterior aderéncia de
micro-organismos iniciais, como Streptococcus spp ou Actinomyces spp, 0s quais sao conhecidos
por criar condi¢bes prévias de colonizacdo de micro-organismos gram-negativos, anaerobios,
colonizadores tardios, como Fusobacterium spp ou Prevotella spp (HEUER et al., 2013). O
aparecimento de tais patégenos é influenciado tanto pela higiene bucal, como por fatores

individuais, como nutricado, atividade da lingua ou composicéo salivar (HEUER et al., 2013).

Além dos micro-organismos citados, a Candida albicans € bastante verificada na cavidade
oral, sendo considerado o patogeno fangico oportunista mais comum e principal fator etioldgico
microbiano da estomatite protética (AKAHN-EVREN et al., 2012; KOCH, BURGERS,
HAHNEL, 2013; DUYCK et al., 2016). Essa condicéo € caracterizada por uma inflamacéo bucal
relacionada ao uso continuo das préteses totais, por vezes mal adaptadas, e a higiene oral
deficiente (KOCH, BURGERS, HAHNEL, 2013; DUYCK et al., 2016). A alta taxa de recidiva
dessa doenca ressalta a importancia da prevencdo de contaminacOes repetidas da superficie

protética por meio de sua higiene eficaz (DUYCK et al., 2016).

A capacidade de adesdo de Candida albicans as superficies poliméricas é geralmente
consequéncia das forcas de London, van der Waals e eletrostatica (AKAHN-EVREN et al., 2012;
SIVAKUMAR et al., 2014; AL-FOUZAN; AL- MEJRAD; ALBARRAG, 2017). Além disso, a
presenca de saliva e outros micro-organismos, assim como diferencas na topografia da superficie
dos polimeros, podem contribuir ainda mais para sua aderéncia, 0 que torna o processo de adesao
mais complexo (AKAHN-EVREN et al., 2012).

Pode-se supor que as diferengas nas possibilidades de limpeza das estruturas suportadas
por implantes ou os diferentes locais de retencdo de biofilme nas estruturas protéticas associadas
aos implantes podem conduzir a diferentes comunidades bacterianas peri-implantares (HEUER et
al., 2013).



Existem poucas evidéncias na literatura sobre quais patégenos sdo 0s principais
responsaveis pela inflamacgédo dos tecidos ésseos e moles peri-implantares. Esses patdgenos sdo
frequentemente organizados em matrizes tridimensionais de polissacarideos extracelulares,
formando um biofilme com alta tolerancia as terapias antibioticas ou as forcas de cisalhamento de
fluidos orais e movimentos de lingua e mandibula (HEUER et al., 2013). A fim de se
compreender o papel do biofilme na manutenc¢éo da satde peri-implantar ou no inicio da doenca
em usuarios de proteses totais fixas implantossuportadas é importante determinar a composicao

do seu microbioma.



2 PROPOSICAO

O objetivo geral deste estudo clinico foi analisar o biofilme formado em prdteses totais

implantossuportadas de resina acrilica, quanto a sua distribui¢do e composicao microbiana.
Os objetivos especificos foram:

e analisar a area protética coberta por biofilme em contato com a mucosa gengival, por

meio de evidenciagao e quantificacéo;

e quantificar e identificar espécies bacterianas gram-negativo / gram-positivo aerobios e
leveduras viaveis presentes no biofilme coletado das préteses, por meio de cultura em

meios cromogeénicos;

e quantificar e identificar espécies bacterianas gram-negativo / gram-positivo aerdébios /
anaerobios e leveduras presentes no biofilme coletado das proteses, por meio do método
de hibridacdo de DNA (checkerboard).



3 CAPITULOS

Esta dissertacdo esta escrita de acordo com o Artigo 46 do Regimento Interno do Programa de
Pds-graduacdo em Odontologia da Universidade Federal do Ceard, que regulamenta o formato
alternativo para dissertacdes de mestrado e teses de doutorado e permite a inser¢do de artigos
cientificos de autoria e co-autoria do candidato. Assim sendo, essa dissertagéo é composta por um

capitulo, contendo o artigo que serd submetido a publicacdo, conforme descrito na sequéncia:

3.1 CAPITULO1

“Estudo clinico do biofilme de proteses totais implantossuportadas™. Este artigo sera traduzido
para a lingua inglesa e submetido a publicagdo no periddico “The Journal of Prosthetic

Dentistry” (Anexo A).
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RESUMO
Esse estudo quantificou a area coberta por biofilme e identificou bactérias e leveduras presentes
em proteses totais implantossuportadas mandibulares de resina acrilica, de vinte pacientes
selecionados de acordo com critérios pré-estabelecidos. As proteses foram desparafusadas,
lavadas em cloreto de sodio 0,89%, coradas com eosina y 1% e fotografadas. A area coberta por
biofilme foi delimitada e quantificada digitalmente. Amostras de biofilme foram coletadas,
passando por dilui¢do até 1:107, sendo semeadas em meios de cultura agar cromogénicos e,
posteriormente, incubadas por 48 horas, a 37°C, para contagem de unidades formadoras de
colonias (UFC/mL). Hibridagdo de DNA foi realizada para complementacdo da identificacdo e
quantificagdo dos micro-organismos presentes. Os dados foram analisados pelos testes de Mann-
Whitney, correlacdo de Spearman e exato de Fisher (a=0,05). Uma média de 62% da superficie
gengival das préteses continha biofilme. Enterococcus spp (5,82+1,38 logigUFC/mL) e S. aureus
(5,75£2,02 log;)UFC/mL) apresentaram maior contagem e prevaléncia nas culturas e a idade ndo
influenciou os resultados; pacientes com 5 implantes apresentaram menos biofilme, comparados
aos com 4 implantes (p=0,031), mas maior contagem de E. coli (p=0,039). Na analise de
hibridacdo de DNA, S. pneumoniae, V. parvula, F. nucleatum apresentaram maior quantificagao,
estando presentes em todas as amostras; biofilmes de pacientes acima de 65 anos continham mais
C. tropicalis (p=0,049); proteses sobre 5 implantes apresentaram menor quantificagdo para varias
espécies. Concluiu-se houve formagao de biofilme em quantidade clinicamente significativa em

todas as proteses analisadas, sendo composto por micro-organismos potencialmente patogénicos.

Palavras-chave: Biofilmes. Protese dentdria fixada por implante. Sonda de DNA.



IMPLICACOES CLINICAS

O conhecimento sobre o microbioma presente no biofilme formado em proteses totais
implantossuportadas de resina acrilica do tipo protocolo orienta os cirurgides-dentistas sobre seu
possivel potencial patogénico, com eventuais implica¢fes locais e sistémicas. O estudo pode ser
um instrumento de conscientizacdo sobre a necessidade de orientacdo ao paciente quanto a
higienizacdo diaria e as manutencdes periddicas pelo profissional, bem como criar um protocolo

terapéutico.
INTRODUCAO

O principal vantagem da reabilitacdo com proteses totais implantossuportadas é evitar
proteses totais removiveis, proporcionando aumento da retencdo e estabilidade*?. Outros
beneficios incluem diminuicdo da taxa de reabsorcdo dssea, eficacia mastigatdria melhorada e

diminuico do traumatismo dos tecidos moles?.

As préteses totais sobre implantes metalo-plasticas sdo amplamente utilizadas como
intervencdo clinica para mandibulas edéntulas®*>®. Apesar dos resultados favoraveis, a longo
prazo, obtidos com a reabilitacGes protéticas sobre implantes, complicacBes bioldgicas e técnicas

podem ser verificadas®"®,

Peri-implantite, mucosite peri-implantar, estomatite protética,
hiperplasia tecidual, problemas estéticos e fonéticos sdo frequentes*’. Tais complicagdes sdo
afetadas por inimeros fatores, incluindo o planejamento inadequado do tratamento, os materiais

utilizados, além de condi¢es como bruxismo, tabagismo, presenca de doenca periodontal, falta

de higiene e manutencéo das préteses*?.

O controle do biofilme é dificultado nas proteses tipo protocolo, pois esse dispositivo é

composto por um pontico fixo extenso em contato com a mucosa do rebordo residual®***°. A



maior adesdo dos micro-organismos € verificada com o crescimento e amadurecimento do
biofilme, quando algumas células se destacam, aderem a outras regides da cavidade oral e
desenvolvem outras colénias bacterianas'’. Devido a essas estratégias de sobrevivéncia e ao
ambiente favordvel para tais microssistemas nos sitios de retencdo em implantes ou estruturas
protéticas, os biofilmes sdo um dos principais problemas na estabilidade a longo prazo do

tratamento reabilitador>®1%,

Dessa forma, a higiene oral facilitada deve ser considerada ao escolher o material de
composicdo de tais proteses’. Apresentam-se com diferentes materiais na sua composicdo, em
que superficies a base de titanio, resina acrilica e ceramica podem ser utilizadas **?. Apesar da
diversidade dos materiais utilizados, na maioria dos casos, as préteses implantossuportadas do
tipo protocolo sdo confeccionadas em resina acrilica, pois sao mais baratas e de maior facilidade
de manutencéo™*°. Estas proteses também adequam-se ao protocolo de carga imediata, em que 0
sucesso esta relacionado ao tempo de tratamento reduzido e a aceitacdo do paciente, ja que sdo
reabilitados nas primeiras horas apds a insercéo dos implantes*. A superficie acrilica, no entanto,
é susceptivel & colonizagdo microbiana no ambiente oral™>*°. A auséncia de carga idnica na base
de protese de polimetilmetacrilato evita a adsorcdo de moléculas de defesa salivar (defensinas e
histatinas) na superficie, favorecendo a formagdo de biofilme®. Outros mecanismos que
favorecem a aderéncia bacteriana incluem interacdo hidrofébica, interacdo eletrostatica e adesdo

mecanica*>®.

Além disso, fatores sisttmicos como desnutri¢cdo, diabetes mellitus ndo controlada,
imunossupressdo e xerostomia também contribuem para a colonizagdo®®. Uma vez aderido, o
biofilme aumenta o desconforto bucal e o risco de infecgdo, resultando em implicacGes
sisttmicas'®*’. A endocardite infecciosa e a pneumonia aspirativa, por exemplo, podem se

relacionar aos micro-organismos encontrados no microbioma bucal, causando alta mortalidade
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principalmente nos pacientes imunocomprometidos®”2,

Considerando as préteses totais convencionais confeccionadas em resina acrilica, a
superficie ndo se mostra uniforme, apresentando porosidades, que podem ser permeadas por
Candida albicans™. A umidade e a temperatura, a falha na autolimpeza pela saliva, bem como a
ma higiene das proteses facilitam a deposicao de biofilme, assim como a replicacdo de bactérias e

fungos®®.

Verificando a carga bacteriana e o perfil microbiano da superficie peri-implantar, estes
foram semelhantes ao encontrado em dentes remanescentes***®. Qutros estudos identificaram
maior proporcao de patdgenos periodontais como Aggregatibacters spp ou Porphyromonas spp?°
e algumas espécies particulares, como Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis,

Prevotella intermedia, Parvimonas micra e Treponema denticola em maior concentracdo em

torno dos implantes saudaveis®.

Conforme foi exposto, o tipo de microbioma relacionado a salde e doenca de implantes
dentarios e proteses totais ja foi bastante estudado. No entanto, ainda existem poucas informacdes
sobre 0 microbioma em proteses totais implantossuportadas tipo protocolo em resina acrilica. E
importante detectar os micro-organismos prevalentes nas superficies protéticas em contato direto
com a mucosa, com intuito de facilitar o acompanhamento e manutencéo clinica dessas préteses.
Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi quantificar a area protética coberta por biofilme,
identificar e quantificar bactérias e leveduras presentes no biofilme de préteses totais

implantossuportadas mandibulares em uso.

MATERIAIS E METODOS
Esse estudo € do tipo clinico, transversal, observacional e descritivo. O projeto foi

cadastrado na International Clinical Trials Registry Platform e submetido a Plataforma Brasil,
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iniciando-se apGs aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal do Ceara (UFC) e obtencdo das assinaturas dos Termos de Consentimento

Livre e Esclarecido.
- Amostragem

Baseado no estudo de Heuer et al. (2013), que observou que barras de implantes
apresentam menor numero de bandas representativas de DNA bacteriano que as coroas
telecospicamente ancoradas (3,55+2,11 vs. 6,31+3,14), estimou-se necessario avaliar 20
pacientes a fim de obter uma amostra que represente com 90% de poder e 95% de confianca, a

extensdo e qualidade do biofilme sob préteses implantossuportadas.

Os 20 pacientes portadores de proteses implantossuportadas do tipo protocolo foram
selecionados na Clinica de Prétese Dentaria da Universidade Federal do Ceard (UFC) e na
Academia Cearense de Odontologia (ACO), na cidade de Fortaleza - CE, Brasil, sendo
acompanhados por meio de prontuarios contidos nas clinicas. Os critérios de inclusdo para a
selecdo dos pacientes foram: adultos maiores de 18 anos, qualquer género, totalmente edéntulos
na arcada mandibular, estado de salde geral bom, tecidos peri-implantares saudaveis, usuarios de
protese definitiva tipo protocolo confeccionada com base e dentes artificiais de resina acrilica
com minimo de 6 meses da ultima manutencdo. Os critérios de exclusdo foram: alteracdes
sisttmicas que interfiram nas condigcdes bucais, como diabetes, anemia, infeccdo por HIV,
tratamento para cancer (radioterapia ou quimioterapia), uso de antibioticos ou agentes
antifangicos nos ultimos 3 meses, problemas associados a imunossupressao, xerostomia,
problemas motores ou cognitivos, tabagismo, fratura ou reparo na base da protese e dentes soltos.

Todos os pacientes analisados foram avaliados pelo mesmo operador e as proteses

apresentaram o mesmo material de base de prétese, o que reduz o viés neste tipo de analise.
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-Quantificacdo do biofilme por analise fotogréfica

As préteses do tipo protocolo foram desparafusadas da boca dos pacientes selecionados e,
apos lavagem prévia com solugéo de cloreto de sodio a 0,89% para remogéo de detritos e saliva,
estas foram isoladas com vaselina sélida na regido dos dentes, para evitar a impregnacao de
evidenciador de biofilme (Eosina y 1%; Sigma Aldrich) nas porgOes interdentais e na base dos
dentes. Em seguida, foram coradas com uso de seringa de 10mL. O excesso de corante foi
removido por lavagem em solucéo de cloreto de sédio 0,89% ..

A superficie gengival das préteses coradas foi fotografada utilizando camera digital com
lente objetiva de 105mm, funcdo macro (Nikon D90; Nikon Inc) com tempo de exposi¢do
padronizado e posicionamento da maquina fotografica em estativa (CS-4 Copy Stand; Testrite
Inst. Co., Inc)'®#. Uma régua milimetrada foi posicionada préxima a margem anterior da prétese
para calibracdo da unidade de medida a ser utilizada no software (Image J; National Institute of
Health). A mensuracdo da area protética gengival total e da area coberta por biofilme foi
realizada por um nico pesquisador, por meio de um método quantitativo digital®.

- Analise microbioldgica

Amostras de biofilme foram coletadas da superficie gengival da protese, utilizando colher
de dentina n° 18 esteéril, passada em trés locais distintos. O biofilme coletado foi colocado em
microtubos contendo 1mL de solugéo de cloreto de sédio 0,89% tamponada®.

As amostras hermeticamente fechadas foram transportadas para o Laboratorio de
Microbiologia da Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem, da Universidade Federal
do Cearad (FFOE-UFC). Os tubos foram colocados em vortex (AP56, Phoenix) por 1 minuto e a
suspensdo passou por diluicdo seriada 1:10, 1:100, 1:1.000, 1:10.000, 1:100.000, 1:000.000,

1:10.000.000 em solucéo de cloreto de sodio 0,89%.
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Em seguida, foi realizada a semeadura de 25uL, através de espalhamento usando alca
drigalsky em Agar Cromogénico Geral (Probac) e Agar Cromogénico Candida (Probac). As
placas foram incubadas por 48 horas, a 37 °C, para posterior contagem e calculo das unidades
formadoras de col6nias por mL da amostra (UFC/mL). Os meios de cultura cromogénicos nao
sdo seletivos e permitem a identificacdo de coldnias especificas viaveis através de diferencas nas
suas tonalidades, sem necessidade de confirmagéo.

- Hibridacdo de DNA (checkerboard)

O método DNA checkerboard detecta micro-organismos menos comuns e de

desenvolvimento lento, nutricionalmente exigentes, além da deteccdo de microbioma néo

cultivavel®

. Foram empregadas 42 sondas de DNA gendmico completo para espécies bacterianas
gram-negativo / gram-positivo e leveduras.

A coleta do biofilme da superficie protética foi realizada da forma ja descrita
anteriormente. As amostras foram inseridas em microtubos identificados (referente ao biofilme
protético de cada paciente) contendo 150uL tampdo TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 7,6).
No laboratorio de Microbiologia, em fluxo laminar, foi adicionado 150uL de NaOH 0,5 M a cada
microtubo, os quais foram armazenados a 4°C.

No momento da identificacdo baseada no genoma, as amostras foram agitadas por 4
minutos em agitador de tubos (AP 56, Phoenix, Brasil) para a desagregacdo total do conteudo
coletado. As amostras de biofilme foram fervidas a 95 °C por 5 minutos para desnaturacdo das
fitas de DNA e ap0s o resfriamento, neutralizadas com 800uL de acetato de aménio 5M
adicionados a cada microtubo. Cada amostra de biofilme foi depositada no interior das canaletas
de um minislot (Immunetics, Cambridge) com auxilio de pipetas automaticas e, apés 5 minutos,

depositadas sobre membrana de nylon (Hybond N + Amersham Biosciences), com auxilio de

uma bomba a vacuo. Para referéncias padrdo, quantidades definidas de DNA gendmico



14

correspondendo a 10° ou 10° de células de cada espécie foram montadas, desnaturadas,
precipitadas e aplicadas em duas fendas comparativas controle. As amostras foram fixadas sobre
a membrana a 120 °C durante 20 minutos. A membrana foi pré-hibridada a 63,5 °C durante 5
horas e meia, sob agitacdo suave. Para o preparo das sondas, foram adicionados 150uL de
solucdo de hibridacdo em 1uL de cada sonda. Através de um dispositivo acrilico (Miniblotter 45,
Immunetics), as sondas foram aplicadas na membrana. Esta foi hibridada a 63,5 °C durante 8
horas, sob agitacdo suave. Em seguida foram feitas duas lavagens da membrana, em 500mL de
solucdo de lavagem (60g uréia 2M; 0,59 SAS 0,1%; 50 mL NaHPO,4 0,5M; 4,35 NaCl 150mM;
0,5 mL MgCl, mM; 1g Blacking Reagent 0,2%; agua gsp 500mL volume final), a 67,5°C sob
agitacdo forte, por 30 minutos. Depois, mais duas lavagens de 15 minutos, em 500mL da mesma
solucdo, em temperatura ambiente, também sob agitagcdo forte. Ao final, foi aplicado o reagente
de deteccdo sobre a membrana, durante 120 minutos, para posterior exposicdo e revelacdo. Os
sinais de hibridacdo quimioluminescentes foram detectados expondo a membrana em filme ECL
Hyperfilm-MP (GE Healthcare) por 1 minuto, seguido de 3 horas de revelacdo. O nimero de
micro-organismos recuperados de amostras clinicas foi relatado, comparando os sinais de
intensidade quimioluminescente contra pistas padrdo. O filme radiografico apresentou sinais de
hibridacéo detectados pelas interseccBes entre as amostras e as sondas'>?. Para a quantificacdo,
foi utilizado um software (CLIQS 1.2.044; TotalLab) detectando-se a intensidade de pixels nas
imagens dos sinais nas interseccdes, calibrado com os controles de 10° e 10° células.
-Analise dos dados

Os dados quantitativos obtidos foram: a area protética gengival total e a coberta por
biofilme, em cm?; logi,gUFC/mL dos diferentes micro-organismos viaveis identificados nos
biofilmes coletados; a quantidade de determinado micro-organismo identificado por meio da

hibridizacio DNA checkerboard. Estes dados foram expressos em forma de média e desvio-
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padrdo, submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e analisados utilizando o
teste de Mann-Whitney e a correlacdo de Spearman (dados ndo paramétricos).

Adicionalmente, foi verificada a prevaléncia de cada micro-organismo por meio de
cultura e DNA checkerboard; os dados foram expressos em forma de frequéncia absoluta e
percentual e comparados utilizando o teste exato de Fisher.

Todas as analises foram realizadas por um software (Statistical Packcage for the Social

Sciences, SPSS 20,0; IBM), adotando uma confianca de 95%.

RESULTADOS

Um total de 20 pacientes normossistémicos, 18 mulheres e 02 homens, foram
selecionados para os testes microbioldgicos. As idades variavam de 47 a 74 anos (média 65
anos). Doze pacientes apresentaram 4 implantes e oito pacientes 5 implantes.

A tabela 1 representa a quantificacdo de area protética gengival coberta por biofilme.
Houve uma meédia (desvio-padréo) de 9,34+1,15 de area total (cm?2) das proteses delimitadas em
sua face gengival, sendo uma média (desvio-padrdo) de 5,82+1,52 (cm?) de area corada, o que
corresponde a 62% da face gengival protética coberta por biofilme.

A caracterizacdo do perfil microbiolégico das amostras de biofilme analisadas pelos
métodos de cultura esta representada na tabela 2. Escherichia coli (2,95+2,82 log;0UFC/mL),
Enterococcus spp (5,82+1,38 log:gUFC/mL), Klebsiella spp, Enterobacter spp, Citrobacter spp
(2,20+2,25 log;o0UFC/mL), Pseudomonas spp (1,82+2,42 log10UFC/mL) e Staphylococcus aureus
(5,75+2,02 log;oUFC/mL) foram encontrados, no entanto ndo foi verificado Proteus spp nem
Staphylococcus saprophyticus. Candida tropicalis (0,10+0,47 log;0UFC/mL), Candida albicans
(1,9441,99 logioUFC/mL), Candida krusei (0,58+1,44 log;0UFC/mL), além de Candida

glabrata, Candida parapsilosis (0,82+1,85 logicUFC/mL) foram observadas. A idade néo
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influenciou significativamente em nenhum dos parametros avaliados, no entanto os pacientes
com cinco implantes apresentaram menor area corada e maior quantidade de E. coli (p=0,031 e
p=0,039, respectivamente).

E. coli apresentou maior frequéncia nos pacientes com cinco implantes (p=0,028/ 88%),
enguanto Enterococcus spp e S. aureus foram 0s micro-organismos com maiores frequéncias, no
geral, correspondendo a 100% e 90%, respectivamente. Entre as leveduras, C. albicans foi a mais
encontrada, representando 55% (tabela 3).

A partir da tabela 4 de correlacdo de Spearman, pode-se observar que, quanto maior a area
total da superficie gengival da protese, maior também foi a area corada (p=0,003/ r=0,623). A
area corada, porém, ndo mostrou correlagdo significante com nenhum micro-organismo (p >
0,05). E. coli e Enterococcus spp apresentaram correlacdo positiva com Pseudomonas spp
(p=0,011/ r=0,553 e p= 0,033/ r=0,477) e com Candida albicans (p<0,001/ r=0,759 e p=0,033/
r=0,478), respectivamente. Enterococcus spp esta significativamente correlacionado também com
Candida krusei (p=0,027/ r=0,494). Além disso, pode-se verificar correlacdo entre Pseudomonas
spp e alguns géneros de Candida, como Candida albicans (p=0,010/ r=0,563) e Candida
parapsilosis (p=0,025/ r=0,498). Essa caracteristica também pode ser observada entre
Staphylococcus aureus e Candida krusei (p=0,037/ r=0,469), além de entre os prdéprios géneros
Candida tropicalis e Candida krusei (p=0,032/ r=0,480) (tabela 4).

Dos micro-organismos detectados no DNA checkerboard, pode-se observar que
Veillonella parvula apresentou maior sinal de hibridaco (células x10°) nas amostras (6,65+1,32),
seguida de Fusobacterium nucleatum (5,78+1,26) e Streptococcus pneumoniae (4,99+1,01)
(tabela 5), e todos estavam presentes em 100% das amostras (tabela 6). O micro-organismo com
menor sinal de hibridagéo, dentre as sondas analisadas, foi Pseudomonas aeruginosa (0,53+0,95)

(tabela 5), representando 25% de frequéncia (tabela 6).
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Bacteroides fragilis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Streptococcus sanguinis e
Streptococcus mutans também apresentaram sinal de hibridacdo nas 20 amostras. Enterococcus
faecalis e Staphylococcus aureus, Mycoplasma orale, Streptococcus gallolyticcus, Lactobacillus
acidophilus, Campylobacter gracilis, Treponema denticola, Tannerella forsythia, Streptococcus
salivarius, Streptococcus parasanguinis, Streptococcus mitis, Prevotella nigrescens,
Porphyromonas endodontalis, Campylobacter rectus, Capnocytophaga gingivalis foram
detectadas em mais de 90% das amostras, ou seja, em 18 ou 19 pacientes; Candida albicans
(85%), Candida tropicalis (90%) e Candida dubliniensis (80%) foram frequentes na maioria das
amostras. Prevotella. intermedia (p=0,049) e Porphyromonas gingivalis (p= 0,049) se
apresentaram em maior frequéncia (100%) nos pacientes com quatro implantes (tabela 6).

Os pacientes com mais de 65 anos apresentaram maior quantidade de Candida tropicalis
(p=0,049) e menor prevaléncia de S. pneumoniae (p=0,049), Lactobacillus acidophilus
(p=0,049), Campylobacter gracilis (p=0,013), V. parvula (p=0,016), Streptococcus sanguinis
(p=0,010), Staphylococcus pasteuri (p=0,016), Streptococcus parasanguinis (p=0,002) e
Streptococcus gordonii (p=0,010). Apenas 0s pacientes com cinco implantes apresentaram
reducdo nos sinais de hibridacdo de Prevotella melaninogenica (p=0,045), Peptostreptococcus
anaerobios (p=0,027), F. nucleatum (p=0,037), Enterococcus faecalis (p=0,040),
Capnocytophaga gingivalis (p= 0,015) e Bacteroides fragilis (p=0,005). Os demais micro-

organismos nao mostraram associacgoes (tabela 5).

DISCUSSAO
Este estudo quantificou a area coberta por biofilme e investigou o microbioma de proteses
totais implantossuportadas instaladas em pacientes com arcadas mandibulares edéntulas. Varios

estudos mostraram que a abordagem de proteses protocolo apresenta uma alta taxa de sobrevida,
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mesmo com alguns problemas associados®’®. E necessario e importante descrever o perfil
microbiano encontrado no modelo de reabilitacdo citado para entender a longevidade desse
dispositivo, efetivar o protocolo de tratamento, bem como comprender os possiveis fatores de

risco relacionados, a fim de construir estratégias adicionais para programas de manutenc&o.

A adesdo e a colonizagdo de micro-organismos sdo passos primarios no desenvolvimento
de doencas infecciosas orais comuns, como a estomatite protética’>?°. Embora as proteses orais
contribuam positivamente para o bem-estar geral do paciente, a falta de manutencdo do
dispositivo protético pode resultar desde infeccGes orais simples até infeccBes sistémicas

associadas aos micro-organismos®*"8.

A primeira evidéncia clinica acerca da distribuicdo de biofilme na superficie de 20
préteses totais fixas sobre implantes tipo All-on-4, verificou que o biofilme cobria em média 28%
da superficie de encaixe da prétese™®. No nosso estudo, porém, foi verificada uma média de 62%
da superficie interna das proteses coberta por biofilme. A maior porcentagem de area coberta por
biofilme pode ser justificada, pois no estudo de Abi Nader et al. (2015), os pacientes foram
orientados a usar diariamente dispositivo especifico para limpeza de prétese protocolo (irrigador
bucal, WaterPik) e enxaguante bucal (Crest Pro-Health Multi-Protection mouthwash, Procter &
Gamble) trés vezes ao dia. Além disso, as proteses totais fixas implantossuportadas eram de
maxila e ndo de mandibula; e a consulta de manutencdo, que remove e higieniza de forma

profissional o dispositivo protético, realizada exatamente seis meses apos a instalacdo da protese.

A alta porcentagem de acumulo de placa nas superficies gengivais das préteses pode
afetar gravemente as condigdes dos tecidos moles adjacentes, promovendo sua infeccdo™. A
infeccdo dos tecidos moles pode disseminar e atingir os tecidos peri-implantares, causando

mucosite peri-implantar e, posteriormente, peri-implantite'®. Assim, manter as superficies
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protéticas em condi¢Oes ideais de higienizacdo é um procedimento preventivo essencial para

minimizar a probabilidade de infeccdo tecidual peri-implantar.

Além disso, foi verificado que quanto maior a area total da superficie gengival da prétese,
maior também é a éarea corada (p= 0,003/ r=0,623). Assim, espera-se que préteses de grandes
superficies apresentem maior acimulo de micro-organismos. Reduzir a extensdo das proteses
totais implantossuportadas seria importante, a fim de reduzir o acumulo de placa, facilitar o
processo de limpeza e diminuir o risco de infeccdo peri-implantar nesses pacientes™.

A éarea corada, porém, ndo mostrou correlacao significante com nenhum micro-organismo
(p > 0,05), ou seja, 0 aumento da area coberta por biofilme ndo pareceu favorecer o crescimento
de nenhum micro-organismo especificamente.

Os pacientes com 5 implantes apresentaram menor area corada (p=0,031) e maior
quantidade de E. coli (p=0,039), sendo o micro-organismo mais frequente (p=0,028/ 88%) quanto
comparado aos pacientes com 4 implantes. O valor absoluto da area total dos pacientes com 5
implantes foi menor (8,94+1,18 cm?), dessa forma, foi considerada uma menor area de superficie
protética gengival a ser corada. Além disso, E. coli é um patgeno presente e associado ao
vazamento microbiano nas superficies implantares®’. Por isso, um maior nimero de implantes
poderia justificar o aumento desse micro-organismo. Bactérias normalmente encontradas em
implantes como Aggregatibacter ou Porphyromonas® e algumas espécies particulares, como T.
forsythia, P. gingivalis, P. intermedia, P. micra e T. Denticola’ também foram encontradas no
nosso trabalho.

Os micro-organismos encontrados comumente em préteses totais convencionais existem
em comunidades polimicrobianas e diferentes espécies interagem de maneira complexa para
modular a natureza do biofilme?®. C. albicans, S. aureus, E. faecalis (gram-positivo) e P.

aeruginosa (gram-negativo) sdo alguns dos micro-organismos avaliados a partir do microbioma
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de proteses totais antigas e encontrados também nas préteses totais fixas implantossuportadas
analisadas no nosso estudo®?°,

Os géneros Candida observados nao variaram entre os pacientes avaliados, sendo
Candida albicans a espécie mais verificada (1,94+1,99 log;0UFC/mL), seguido por Candida
glabrata, Candida parapsilosis (0,82+1,85 logioUFC/mL) pelo método de cultura. Candida
tropicalis (4,56x1,71) foi bastante evidente, principalmente entre os pacientes com mais de 65
anos na analise por hibridacdo de DNA, checkerboard, que é uma técnica que supera as
limitagbes das técnicas microbiolégicas comuns, pois consegue detectar micro-organismos
mesmo inviaveis na cultura®?®. Em alguns estudos, Candida albicans foi a principal espécie

1*4*° seguida de Candida tropicalis®®. J4 em pacientes com

isolada em usuarios de protese tota
estomatite protetica, Candida albicans foi a espécie isolada mais prevalente, sequida de Candida
glabrata®™. A presenca de duas ou mais espécies de Candida no mesmo paciente pode predispor a

estomatite recorrente®.

Com relacdo as propriedades dos materiais, € bem claro que a energia de superficie, a

rugosidade e a hidrofobicidade influenciam na adesdo de micro-organismos*>?°

, assim como na
sua proliferacdo®. As bases de prétese em analise foram confeccionadas em polimetilmetacrilato,
que € a resina acrilica, um material cuja rugosidade superficial influencia diretamente na adeséo
inicial, no crescimento e na colonizacdo do biofilme; dessa forma, materiais mais rugosos
geralmente exibem contagens de micro-organismos mais altas™?. Avaliando a adesdo de
Candida albicans a uma base de prdtese confeccionada em resina acrilica pelo sistema
CAD/CAM foi verificado menor afinidade do que em base de prétese convencional, a qual

1
I 5

apresentou maior rugosidade superficial™. Quirynen et al. (1990) postularam um valor de

rugosidade limiar (0,2 pum), abaixo do qual nenhum efeito na adesdo clinicamente significante
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deveria ser esperado®. Superficies lisas e altamente polidas resultam em baixa retencdo de

biofilme, conforto para o paciente, bons resultados estéticos, além de longevidade da prétese®.

Outros fatores que podem interferir na adesdo de micro-organismos é a presenca de outras
espécies na superficie e a presenca da saliva®®. Correlacdo positiva foi observada entre E. coli e
C. albicans (p<0,001/ r=0,759). Esse resultado corroborou com outro estudo, o qual identificava
E. coli capaz de inibir, eficazmente, a formacdo de hifa por células fungicas (C. albicans) apenas
quando induzida e modificada pelo acido hidroxifenilacético (HPA). As células bacterianas que

ndo foram induzidas permitiram enorme filamentagéo do fungo®.

Pacientes reabilitados com protese, que sofrem de xerostomia ou que estdo sob medicacéo e,
eventualmente, tém reducdo do fluxo salivar podem ser mais propensos ao acumulo de C.
albicans 2. No estudo de Akahn-Evren et al. (2012), em anélise da superficie acrilica revestida
por saliva, menor adesdo de C. albicans foi verificada nos espécimes revestidos quando
comparado com aqueles revestidos com &gua destilada®. O revestimento de saliva ideal, porém,
ndo pode ser assegurado em todos os individuos. No nosso estudo, ndo foram incluidos pacientes

que apresentavam reducéo do fluxo salivar.

A presenca de Candida albicans e Staphylococcus aureus mostram um aumento em idosos
qguando comparados com adultos jovens, sendo um dos principais colonizadores de base de
préteses®®**. No entanto, 0 aumento nos pacientes acima de 65 anos ndo foi verificado neste
estudo. S. aureus, que é um coco gram-positivo, quando associado a reducdo da funcdo
imunolodgica, pode levar a infeccBes sistémicas graves e virulentas, como pneumonia por
aspiracdo, assim como a P. aeruginosa, que € bacilo gram-negativo, também pode levar a
infeccBes oportunistas associadas a diminuicao da funcéo imunoldgica®”'#2®,

Verificou-se uma relagdo diretamente proporcional entre a presenca de Pseudomonas spp e

algumas espécies de Candida, como Candida albicans (p= 0,010/ r=0,563) e Candida
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parapsilosis (p= 0,025/ r=0,498). No estudo de Hogan; Vik; Kolter. (2004), no entanto, a
presenca da espécie P. aeruginosa limitou a filamentacéo de Candida albicans®. Os efeitos que
as bactérias tém sobre a morfologia do fungo representam uma das formas pelas quais as
bactérias podem influenciar o comportamento das células fangicas®™. Em trabalhos futuros,
controlar o comportamento desses micro-organismos poderia resultar em melhora sistémica para
0 paciente. Hipoteses que devem ser confirmadas.

Essa coexisténcia de Pseudomonas spp. e C. albicans em pessoas idosas € um indicador
potencial de alto risco de pneumonia e doencas cardiacas?®®. Ja a presenca de Enterococcus
faecalis, também observada no nosso estudo, tem sido associado a lesdes da mucosa bucal em
individuos imunocomprometidos e € um dos principais contribuintes para os casos de endocardite

infecciosa?®.

Considerando que a estrutura celular bacteriana e que seus produtos de degradacdo podem
atuar como nutrientes para outras espécies oportunistas, a identificacdo de espécies ndo viaveis
pode ser relevante para a determinagdo do risco associado aos tecidos peri-implantares®’, o que

torna importante a andlise por hibridagdo de DNA.

Uma limitacdo do estudo foi que através do método de hibridacdo de DNA apenas 0s
micro-organismos esperados podem ser detectados, utilizando primers especificos. Nesse

trabalho foram usadas 42 sondas de diferentes espécies de micro-organismos.

Este é um dos primeiros estudos que fornece informacdes sobre a diversidade microbiana
em uma amostra consideravel de biofilme coletado da superficie gengival de proteses totais
implantossuportadas de diferentes voluntéarios. Esses achados sdo de grande relevancia na
Odontologia, pois tém implicacdes no planejamento cirdrgico, protético e na sistematizacdo dos

métodos de higiene e proservacao a serem adotados.
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CONCLUSAO

Baseado nos resultados deste estudo clinico, obtivemos as seguintes conclusdes: todas as
proteses protocolo analisadas apresentaram biofilme em sua superficie gengival, sendo a média
da &rea coberta maior do que 50% da area total; 0s micro-organismos viaveis encontrados em
maior quantidade no teste de cultura foram Enterococcus ssp e Staphylococcus aureus, entre as
bactérias, e estavam presentes em mais de 85% das amostras; e Candida albicans entre os fungos,
estando presente em 55% das amostras; na analise de hibridacdo de DNA, as bactérias
Streptococcus pneumoniae, Veillonella parvula, Fusobacterium nucleatum se apresentaram em
maior quantidade, e em 100% das amostras; Bacteroides fragilis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Streptococcus sanguinis e Streptococcus mutans também foram
detectadas em todas as amostras; Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus, Mycoplasma
orale, Streptococcus gallolyticcus, Lactobacillus acidophilus, Campylobacter gracilis,
Treponema denticola, Tannerella forsythia, Streptococcus salivarius, Streptococcus
parasanguinis, Streptococcus mitis, Prevotella nigrescens, Porphyromonas endodontalis,
Campylobacter rectus, Capnocytophaga gingivalis foram detectadas em mais de 90% das
amostras; Candida albicans, Candida tropicalis e Candida dubliniensis foram detectadas em

mais de 80% das amostras.
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TABELAS
Tabela 1: Superficie de area total e area corada da amostra de usuarios de proteses totais implantossuportadas mandibulares (cm?2).
Sexo Idade N° implantes
Total Feminino Masculino p-Valor  Até 65 >65 p-Valor 4 5 p-Valor
Area total cm?2 9,34+1,15 9,24+1,00 10,15+259 0,674 9,45+1,32 9,22+1,01 0,912 9,60+1,10 8,94+1,18 0,270
Area corada cm? 5,82+1,52 5,68+1,44 7,09+2,28 0,379 5,88+1,60 5,77+1,53 0,853 6,42+1,33 4,92+1,41 *0,031

*p<0,05, teste de Mann-Whitney. Dados expressos em forma de média £DP. Amostra total = 20; Homens = 2; Mulheres = 18; Até 65 anos

= 10; >65 anos = 10; Com 4 implantes = 12; Com 5 implantes = 8.



Tabela 2: Caracterizacdo do perfil microbiolégico da amostra de usuérios de proteses totais implantossuportadas mandibulares

(log1oUFC/mL).
Sexo Idade N° implantes Amostras
Total Feminino Masculino p-Valor Até 65 >65  p-Valor 4 5 p-Valor
E. coli 2,95+2,82 3,03+2,87 2,23+3,15 0,589 3,15+2,74 2,75+3,03 0,853 1,79+2,69 4,69+2,10 *0,039 4
Enterococcus 18
5,82+1,38 5,84+1,42 559+1,39 0,853 5,53+1,65 6,10+1,06 0,436 6,06+0,92 5,46+1,90 0,678
Spp
Klebsiella spp 13
Enterobacter spp 2,20+2,25 1,93+2,15 4,66+2,06 0,211 3,14+2,01 1,27+2,16 0,075 1,73+2,34 2,92+2,04 0,238
Citrobacter spp
Proteus spp 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,000 0,00+0,00 0,00+0,00 1,000 0,00+0,00 0,00+0,00 1,000 0
Pseudomonas 8
1,82+2,42 2,02+2,47 0,00+0,00 0,379 1,42+191 2,22+2,89 0,579 1,57+2,34 2,19+2,66 0,624
Spp
Staphylococcus 17
5,75%2,02 5,59+2,07 7,21+0,25 *0,042 5,36+2,86 6,14+0,36 0,436 5,88+1,93 5,55+2,27 0,678
aureus
Staphylococcus 8
_ 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,000 0,00+0,00 0,00+0,00 1,000 0,00+0,00 0,00+0,00 1,000
saprophyticus
Candida 1
o 0,10+0,47 0,00+0,00 1,04+1,47 0,316 0,21+0,66 0,00+0,00 0,739 0,17+0,60 0,00+0,00 0,792
tropicalis
Candida 11
1,94+1,99 1,96+2,00 1,82+2,57 0,947 1,81+1,69 2,08+2,33 0,796 1,51+1,92 2,60+2,02 0,305

albicans
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Candida krusei  0,58+1,44 0,48+1,41 1,44+2,04 0,516 0,71+1,53 0,45+1,43 0,796 0,59+1,41 0,56+1,59 0,970 3
Candida 4
glabrata

) 0,82+1,85 0,76+1,89 1,32+1,87 0,516 0,26+0,83 1,37+2,41 0,436 0,40+0,95 1,43+2,67 0,678
Candida
parapsilosis

*p<0,05, teste de Mann-Whitney. Dados expressos em forma de média +DP (logig). Amostra total = 20; Homens = 2; Mulheres = 18; Até

65 anos = 10; >65 anos = 10; Com 4 implantes = 12; Com 5 implantes = 8.



Tabela 3: Frequéncia dos micro-organismos pelo método de cultura.

Idade Numero de implantes
Total Até 65 Mais de 65 p-Valor 4 5 p-Valor
Microbiologia

E. coli 11 55% 6 60% 5 50% 1,000 4 33% 7 88% *0,028
Enterococcus 20 100% 10 100% 10 100% 1,000 12 100% 8 100% 1,000
Klebsiella ssp 11 55% 8 80% 3 30% 0070 5 42% 6 75% 0,197
Proteus 0 0% 0 0% 0 0% 1000 0 0% 0 0% 1,000
Pseudomonas 8 40% 4 40% 4 40% 1000 4 33% 4 50% 0,648
Staphylococcys aureus 18 90% 8 80% 10 100% 0474 11 92% 7 88% 1,000
Saphylococcus saprophyticus 0 0% 0 0% 0 0% 1000 0 0% O 0% 1,000
C. tropicalis 1 5% 1 10% 0 0% 1000 1 8% 0 0% 1,000
C. albicans 11 55% 6 60% 5 50% 1,000 5 42% 6 75% 0,197
C. krusei 3 15% 2 20% 1 10% 1,000 2 17% 1 13% 1,000
C. glabrata 4 20 1 10% 3 30% 0582 2 1% 2 25% 1,000

*p<0,05, teste exato de Fisher; Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
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Tabela 4: Correlacdo de Spearman entre os micro-organismos identificados pelo método de cultura.
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area total cm r - 0,623° -0,145 -0,089 0,187 0,000 0,134 -0,240 0,000 0,378 -0,425 -0,082 -0,232
p - 0,003 0542 0,710 0,430 1,000 0,573 0,308 1,000 0,100 0,062 0,730 0,324
area corada cm r - - 0,109 0,117 0,188 0,000 0,043 0,019 0,000 0,378 -0,067 0,135 -0,230
p - - 0648 0,624 0,428 1,000 0,856 0,937 1,000 0,100 0,779 0,569 0,329
E. coli r - - - 0357 01181 0,000 0553 0,147 0,000 -0,229 0,759° 0,223 0,251
p : . - 0123 0445 1,000 0,011 0,537 1,000 0,331 <0,001 0,344 0,285
Enterococcus spp r - - - - -0,053 0,000 0,477° 0,393 0,000 0,179 0,478 0,494 0,142
p - - - - 0823 1,000 0,033 0,086 1,000 0450 0,033 0,027 0,552

Klebsiella spp r
- - - - - 0,000 0,130 0,321 0,000 0,396 0,072 0,127 0,208

Enterobacter

spp Citrobacter spp p - - - - - 1,000 0,586 0,167 1,000 0,084 0,762 0,594 0,380
Proteus spp r - - - - - - 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
p - - - - - - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Pseudomonas spp r - - - - - - - 0,031 0,000 -0,180 0,563 0,250 0,498"
p - - - - - - - 0895 1,000 0,449 0,010 0,288 0,025
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Staphylococcus aureus  r - - - - - - - - 0,000 0,259 0,286 0,469 0,167
p - - - - - - - - 1,000 0,271 0,222 0,037 0,482
Staphylococcus r - - - - - - - - - 0,000 0,000 0,000 0,000
Saprophyticus p - - - - - - - - - 1,000 1,000 1,000 1,000
Candida tropicalis r - - - - - - - - - - -0,230 0,480" -0,114
p - - - - - - - - - - 0,330 0,032 0,633
Candida albicans r - - - - - - - - - - - 0,223 0,415
p - - - - - - - - - - - 0,344 0,069
Candida krusei r - - - - - - - - - - - - 0,192
p - - - - - - - - - - - - 0,417
Candida glabrata r
Candida _ ) ) _ ) ) . _ _ _ _ ) )
parapsilosis p - - - - - - - - - - - - -

p<0,05, correlacdo de Spearman. Amostra total = 20; Homens = 2; Mulheres = 18; Até 65 anos = 10; >65 anos = 10; Com 4 implantes = 12;

Com 5 implantes = 8.
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Tabela 5: Média da quantidade de micro-organismos (x10°) presentes nos biofilmes coletados dos pacientes usuérios de préteses totais
implantossuportadas mandibulares.

Sexo Idade N° implantes Amostras

Total  Feminino Masculino p-Valor Até 65 >65  p-Valor 4 5 p-vValor
C. tropicalis 456+1,71 4,59+1,80 4,25+0,28 0,130 4,22+1,53 4,89+1,88 *0,049 4,50+1,51 4,63+2,07 0,728 18
C. dubliniensis 2,93+1,57 2,89+1,64 3,34+0,47 0,704 3,42+1,32 2,45+1,71 0,103 2,96+1,43 2,90+1,85 0,536 16
C. albicans 2,91+1,33 2,86+1,40 3,34+0,03 0,801 3,44+0,52 2,37£1,68 0,289 2,84+1,41 3,00+1,29 0,817 17
S. pneumoniae 499+101 4,90+1,02 5,83+0,14 0,101 5,46+0,38 4,53+1,23 *0,049 5,22+0,82 4,65+1,21 0,487 20
S. gallolyticcus 3,49+1,06 3,46+1,11 3,81+051 0,801 3,84+0,43 3,14+1,38 0,131 3,79+0,71 3,04+1,37 0,280 19
M. orale 2,64+0,97 2,64+1,03 2,68+0,11 0,412 3,00£0,47 2,29+1,23 0,289 2,69+0,91 2,58+1,13 0,757 18
L. acidophilus 490+1,61 4,92+1,70 4,73x0,46 0,705 5,52+1,01 4,27+1,89 *0,049 5,28+0,99 4,31+2,20 0,217 19
C. gracilis 4,23+1,21 4,16+£1,25 4,85+0,52 0,284 4,79+0,56 3,66+1,44 *0,013 4,53+0,60 3,78+1,74 0,203 19
V. parvula 6,65+1,32 6,55+1,35 7,51+0,16 0,147 7,32+0,44 597+156 *0,016 6,92+0,81 6,24+1,83 0,728 20
T. denticola 3,77£1,24 3,75+1,31 3,95+0,25 0,801 4,03+0,41 3,50+1,71 0,325 4,09+0,93 3,29+1,54 0,418 19
T. forshytia 3,42+1,21 3,40+1,26 3,66+0,63 0,753 3,80+0,82 3,05t1,45 0,273 3,73+0,83 2,96+1,57 0,143 19
S. sobrinus 2,38+1,32 2,34+1,39 2,74+0,01 1,000 2,83+1,17 1,93+1,36 0,160 2,23+1,40 2,61+1,24 0,846 16
S. sanguinis 3,92+1,06 3,84+1,09 4,63+0,18 0,378 4,56+0,38 3,28+1,14 *0,010 4,10+0,90 3,64+1,27 0,589 20
S. salivarius 3,25+1,28 3,20+1,34 3,75+0,23 0,614 3,87+0,35 2,63+1,57 0,059 3,65+0,60 2,64+1,78 0,247 18
S. pasteuri 1,89+1,42 1,85+1,49 2,28+0,02 0,798 2,81+0,88 0,97+1,26 *0,016 1,95+1,62 1,80+1,15 0,531 14
S. parasanguinis 2,56+1,06 2,49+1,09 3,16+0,57 0,378 3,15+0,58 1,97+1,13 *0,002 2,46%£1,29 2,71+0,63 0,700 18
S. oralis 2,23+1,07 2,22+1,13 2,39+0,23 0,850 2,73+0,58 1,73+1,24 0,103 2,26+1,16 2,20+1,00 0,787 17
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. mutans

. moorei

. mitis

. gordonii

. aureus

. putida

. higrescens
. micra

. melaninogenica
. intermedia
. gingivalis

. endodontalis

W U U W U U T T v v v v Oumw

. anaerobios
P. aeruginosa
M. salivarium
L. casei

K. pneumoniae
F. nucleatum
E. faecalis

E. corrodens
E. coli

3,86+1,18
1,83+1,28
3,18+1,13
1,78+1,00
2,91+0,90
1,83+0,88
2,06+0,85
1,03+0,98
4,61+1,24
2,80%1,73
2,49+1,49
3,38+1,73
2,06+1,21
0,53+0,95
1,52+1,20
0,70+1,10
0,78+1,26
5,78+1,26
4,11+1,51
1,50+1,77
0,96+1,55

3,87+1,24
1,82+1,35
3,06+1,12
1,73+1,04
2,90+0,95
1,83+0,93
2,04+0,89
0,96+1,01
4,37+1,03
2,63%1,68
2,51+1,57
3,37+1,82
2,06+1,27
0,59+0,99
1,60+1,21
0,77+1,14
0,87+1,30
5,79%+1,31
4,06+1,58
1,51+1,81
1,07+1,60

3,78+0,36
2,00£0,32
4,29+0,15
2,25+0,33
3,00+0,54
1,86+0,25
2,19+0,28
1,65+0,13
6,82:0,01
4,35+1,82
2,27+0,33
3,50+1,00
2,02+0,62
0,00+0,00
0,83+1,17
0,00+0,00
0,00+0,00
5,70+1,07
4,54+0,44
1,41+1,99
0,00£0,00

0,801
0,849
0,059
0,613
0,900
0,614
1,000
0,741
*0,023
0,165
0,705
0,801
0,613
0,408
0,247
0,351
0,351
0,801
0,801
0,890
0,351

4,06x1,06
2,01+0,80
3,67+0,46
2,38+0,43
3,17+0,37
2,20+0,50
2,43+0,49
1,46+0,81
4,83+1,38
3,60+1,44
2,84+0,84
3,80+0,98
2,24+0,49
0,68+1,10
1,77+0,98
0,69+1,12
0,72+1,20
6,13+0,80
4,52+0,43
1,54+1,71
0,64+1,35

3,66+1,31
1,66+1,66
2,69+1,39
1,19+1,07
2,65+1,20
1,46+1,04
1,68+0,99
0,60+0,98
4,39+1,10
2,00+1,67
2,14+1,93
2,96+2,24
1,87+1,66
0,39+0,82
1,26+1,38
0,70+1,14
0,84+1,38
5,43%1,56
3,70+2,06
1,46+1,93
1,28+1,74

0,406
0,542
0,070
*0,010
0,406
0,112
0,130
0,104
0,449
0,069
0,256
0,173
0,649
0,427
0,589
1,000
0,889
0,450
0,677
0,869
0,351

4,04+0,95
2,09+1,30
3,56+0,87
2,05+0,81
3,23+0,57
2,04+0,74
2,17+0,75
1,29+0,98
5,08+1,13
3,32+1,41
2,98+1,26
3,93+1,57
2,52+1,01
0,50+0,91
1,41+1,31
0,80+1,19
0,93+1,39
6,29+0,84
4,39+1,48
1,83+1,97
1,35+1,73

3,59+1,48
1,45+1,23
2,62+1,29
1,39+1,18
2,44+1,13
1,52+1,02
1,88+1,01
0,65+0,90
3,91+1,09
2,01+1,96
1,75+1,59
2,56+1,73
1,37+1,21
0,58+1,07
1,69+1,06
0,55+1,02
0,56+1,08
5,01+1,44
3,69+1,55
1,01+1,40
0,38+1,08

0,114
0,484
0,090
0,373
0,090
0,142
0,232
0,195
*0,045
0,122
0,142
0,143
*0,027
0,761
0,875
0,601
0,634
*0,037
*0,040
0,237
0,168

20
15
19
16
19
17
18
11
19
17
17
18
16

13

20
18
9
6
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C. rectus 3,74+1,66
C. gingivalis 4,54+1,69
B. fragilis 4,56x0,67

A.actinomycetemcomitans 4,80+0,82

3,73+1,74
4,44+1,73
4,52+0,70
4,68+0,77

3,82+0,86
5,51+0,86
4,93+0,08
5,91+0,30

0,900
0,449
0,313
*0,023

4,14+0,76 3,34+2,21
4,96+1,17 4,13+2,06
4,67+0,28 4,45+0,92
5,10+0,58 4,51+0,95

0,450
0,405
0,762
0,226

4,16x1,67 3,10+1,53
5,32+1,12 3,39+1,78
4,87+0,53 4,09+0,60
5,09+0,76 4,38+0,77

0,097
*0,015
*0,005

0,054

18
19
20
20

*p<0,05, teste de Mann-Whitney. Dados expressos em forma de media +DP (x 10°). Amostra total = 20; Homens = 2; Mulheres = 18; Até

65 anos = 10; >65 anos = 10; Com 4 implantes = 12; Com 5 implantes = 8.



Tabela 6: Frequéncia dos micro-organismos pelo método DNA checkerboard.

Idade Numero de implantes
Total Até 65 Mais de 65 p-Valor 4 5 p-Valor
DNA checkerboard
C. tropicalis 18 90% 9 90% 9 90% 1,000 11 92% 7 88% 1,000
C. dubliniensis 16 80% 9 90% 7 70% 0582 10 83% 6 75% 1,000
C. albicans 17 85% 10 100% 7 70% 0,211 10 83% 7 88% 1,000
S. pneumoniae 20 100% 10 100% 10 100% 1,000 12 100% &8 100% 1,000
S. gallolyticcus 19 95% 10 100% 9 90% 1,000 12 100% 7 88% 0,400
M. orale 18 90% 10 100% 8 80% 0474 11 92% 7 88% 1,000
L. acidophilus 19 95% 10 100% 9 90% 1,000 12 100% 7 88% 0,400
C. gracilis 19 95% 10 100% 9 90% 1,000 12 100% 7 88% 0,400
V. parvula 20 100% 10 100% 10 100% 1,000 12 100% 8 100% 1,000
T. denticola 19 95% 10 100% 9 90% 1,000 12 100% 7 88% 0,400
T. forshytia 19 95% 10 100% 9 90% 1,000 12 100% 7 88% 0,400
S. sobrinus 16 80% 9 90% 7 70% 0582 9 75% 7 88% 0,619
S. sanguinis 20 100% 10 100% 10 100% 1,000 12 100% 8 100% 1,000
S. salivarius 18 90% 10 100% 8 80% 0474 12 100% 6 75% 0,147
S. pasteuri 14 70% 10 100% 4 40% *0,011 8 67% 6 75% 1,000
S. parasanguinis 18 90% 10 100% 8 80% 0474 10 83% 8 100% 0,495
S. oralis 17 85% 10 100% 7 70% 0,211 10 83% 7 88% 1,000



U U U U U U U U » O o n®n

. mutans

. moorei

mitis

. gordonni

aureus

. putida

. nigrescens

micra

. melaninogenica
. intermedia

. gingivalis

. endodontalis

. anaerobios

P.

aeruginosa

M. salivarium

L.

casei

K. pneumoniae

F.
E.
E.
E.

nucleatum
faecalis
corrodens

coli

20
15
19
16
19
17
18
11
20
17
17
18
16

13

20

18
9

100%
75%
95%
80%
95%
85%
90%
55%

100%
85%
85%
90%
80%
25%
65%
30%
30%

100%
90%
45%
30%

10
10
10
10
10

10
10
10
10

10
10
5
2

100%
90%
100%
100%
100%
100%
100%
80%
100%
100%
100%
100%
100%
30%
80%
30%
30%
100%
100%
50%
20%

10 100%
60%
90%
60%
90%
70%
80%
30%
10 100%
70%
70%
80%
60%
20%
50%
30%
30%
10 100%
8 80%
4 40%
4  40%

W 00 N © o ©o o

W W o1 N O 0o NN

1,000
0,303
1,000
0,087
1,000
0,211
0,474
0,070
1,000
0,211
0,211
0,474
0,087
1,000
0,350
1,000
1,000
1,000
0,474
1,000
0,628

12
10
12
11
12
11
11

12
12
12
12
11

12
11
6

100%
83%
100%
92%
100%
92%
92%
67%
100%
100%
100%
100%
92%
25%
58%
33%
33%
100%
92%
50%
42%

P W N 00 NN OO OO O O1T O W N OO0 N O N o1 oo

100%
63%
88%
63%
88%
75%
88%
38%

100%
63%
63%
75%
63%
25%
75%
25%
25%

100%
88%
38%
13%

1,000
0,347
0,400
0,255
0,400
0,537
1,000
0,362
1,000
*0,049
*0,049
0,147
0,255
1,000
0,642
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,325
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C. rectus 18
C. gingivalis 19
B. fragilis 20

A. actinomycetemcomitans 20

90%
95%
100%
100%

100%
100%
100%
100%

8 80%
9 90%
10 100%
10 100%

0,474
1,000
1,000
1,000

11
12
12
12

92%
100%
100%
100%

88%
88%
100%
100%

1,000
0,400
1,000
1,000

*p<0,05, teste exato de Fisher; Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
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4 CONCLUSAO GERAL

Todas as préteses protocolo analisadas apresentaram biofilme em sua superficie
gengival, sendo a média da &rea coberta maior do que 50% da area total. A partir da
analise de cultura, verificou-se maior quantidade de Enterococcus ssp e
Staphylococcus aureus, encontrados em mais de 85% das amostras; e, entre 0s

fungos, Candida albicans, presente em 55% das amostras.

Streptococcus pneumoniae, Veillonella parvula, Fusobacterium nucleatum
apresentaram os maiores sinais de hibridizagdo no método DNA checkerboard,
estando presente em 100% das amostras. Candida albicans, Candida tropicalis e

Candida dubliniensis foram detectadas em mais de 80% das amostras.
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APENDICE A — Material suplementar - correlacio de Spearman entre os micro-

organismos identificados pelo método de DNA checkerboard.



. 2 “ & 3 3 ) < @ 2] ) =
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& = S S S S < & = @ 8 = 2 7
o =} = 2 =l i=l > a ] ] 2 @ © 8
= 3 c IS = 8 o o L2 @ s b =3
o S S = > “ > + - » n » o
. r - 0,247 0,164 -0,324 -0,283 0,196 0,312  -0,517" -0,092 0,020 -0,159 0,130 0,527 0,431 -0,140

C tropicalis ' '
p-Valor - 0,293 0,489 0,163 0,227 0,407 0,180 0,020 0,699 0,932 0,504 0,584 0,017 0,058 0,557
C dubliniensis " - - 0,803 0,131 0,101 0,719 0,465" 0,383 0,265 0,470 0,450°  0,798" 0,360 -0,004 0,554
p-Valor - - 0,000 0,583 0,671 0,000 0,039 0,096 0,260 0,037 0,047 0,000 0,119 0,987 0,011
C albicans r - - - 0,046 0,017 0,570 0,438 0,357 0,063 0,473 0487 0,803 0,291 -0,006 0,501"
p-Valor - - - 0,847 0,945 0,009 0,054 0,123 0,793 0,035 0,029 0,000 0,214 0,980 0,025
S pneumoniae " - - - - 0,666 -0,022 0,316 0,619 0,781 0,555 0,426 0,239 0,677 0,722 0,084
p-Valor - - - - 0,001 0,927 0,175 0,004 0,000 0,011 0,061 0,310 0,001 0,000 0,725
S gallolyticous " - - - - - 0,356 0,331 0,573" 0,549 0,670 0,272 0,237 0,638 0,833 0,199
p-Valor - - - - - 0,123 0,154 0,008 0,012 0,001 0,247 0,314 0,002 0,000 0,400
M orale r - - - - - - 0,462 0,318 0,223 0,581 0,292 0,684 0,221 0,187 0,615
p-Valor - - - - - - 0,040 0,172 0,345 0,007 0,212 0,001 0,348 0,430 0,004
Lacidophitus " . - - - - - - 0,811" 0,202 0,400 0,739 0,561 0,692" 0,460 0,760
p-Valor - - - - - - - 0,000 0,394 0,081 0,000 0,010 0,001 0,041 0,000
C gracilis r - - - - - - - - 0,397 0,491 0,572 0,434 0,836 0,715 0,647
p-Valor - - - - - - - - 0,083 0,028 0,008 0,056 0,000 0,000 0,002
v parvula r - - - - - - - - - 0,486" 0,229 0,344 0,450 0,521" 0,121
p-Valor - - - - - - - - - 0,030 0,330 0,138 0,047 0,019 0,611
T denticola r . - - - - - - - - - 0489° 0677 0,468 0,634 0,386
p-Valor - - - - - - - - - - 0,029 0,001 0,037 0,003 0,092
T forshytia r - - - - - - - - - - - 0547 0,572 0,284 0,378
p-Valor - - - - - - - - - - - 0,012 0,008 0,224 0,100
S sobrinus r - - - - - - - - - - - - 0,382 0,119 0,549"
p-Valor - - - - - - - - - - - - 0,097 0,616 0,012
Ssanguinis " - - - - - - - - - - - - - 0,718 0,444
p-Valor - - - - - - - - - - - - - 0,000 0,050
S salivarius ' ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 0,322
p-Valor - - - - - - - - - - - - - - 0,166
S pasteuri ' . . . ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
p-Valor - - - - - - - - - - - - - - -
S parasanguinis . . . ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
p-Valor - - - - - - - - - - - - - - -
S oralis ' . . . ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
p-Valor - - - - - - - - - - - - - - -
S mutans r . . . ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
p-Valor - - - - - - - - - - - - - - -
S moorei ' . . . ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
p-Valor - - - - - - - - - - - - - - -

S mitis
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C tropicalis

C dubliniensis

C albicans

S pneumoniae

S gallolyticcus

M orale

L acidophilus

C gracilis

V parvula

T denticola

T forshytia

S sobrinus

S sanguinis

S salivarius

S pasteuri

S gordonii
S aureus
P putida
P nigrescens
P micra
P melaninogenica
P intermedia
P gingivalis
P endodontalis
P anaerobios
P aeruginosa
M salivarium
L casei
K pneumoniae
F nucleatum
E faecalis
E corrodens
E colii

C rectus

p-Valor

p-Valor

p-Valor

p-Valor

p-Valor

p-Valor

p-Valor

p-Valor

p-Valor

p-Valor

p-Valor

p-Valor

p-Valor

p-Valor

p-Valor

p-Valor

p-Valor
p-Valor

p-Valor

p-Valor
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C tropicalis r 0,179 0,235 0,057 0,058 -0,433 0,324 0,132 -0,078 -0,249 -0,140 0,377 0,328 -0,100 -0,086 0,093
p-Valor 0,451 0,318 0,812 0,807 0,056 0,163 0,578 0,745 0,290 0,557 0,101 0,158 0,674 0,719 0,698

C dubliniensis " 0,536" 0,747" 0,390 0,405 0,103 0,635 0,410 0,594" 0,491" 0,439 0,125 0,330 0,416 0,456" 0,043
p-Valor 0,015 0,000 0,090 0,077 0,667 0,003 0,073 0,006 0,028 0,053 0,601 0,156 0,068 0,043 0,857

C albicans r 0,463" 0,653" 0,412 0,302 0,194 0,666" 0,340 0,558" 0,500" 0,393 -0,041 0,390 0,370 0,454 0,118
p-Valor 0,040 0,002 0,071 0,195 0,413 0,001 0,142 0,011 0,025 0,087 0,862 0,089 0,108 0,045 0,620

Spneumoniae " 0,465 0,342 0,551" 0,471" 0,720" 0,324 0,368 0,170 0,415 0,337 0,501 0,587" 0,554" 0565 0,495"
p-Valor 0,039 0,140 0,012 0,036 0,000 0,164 0,110 0,473 0,069 0,147 0,024 0,006 0,011 0,009 0,026

s gallolyticcus " 0,402 0,356 0,663 0,424 0,374 0,339 0,589 0,288 0,437 0,296 0,304 0,245 0,462 0,335 0,565
p-Valor 0,079 0,124 0,001 0,063 0,104 0,144 0,006 0,219 0,054 0,206 0,193 0,297 0,040 0,149 0,010

M orale r 0,403 0,677 0,561 0,330 0,001 0,486°  0,509" 0,645 0,402 0,350 -0,108 0,116 0,306 0,290 0,268
p-Valor 0,078 0,001 0,010 0,156 0,997 0,030 0,022 0,002 0,079 0,131 0,650 0,626 0,189 0,215 0,253

L acidophilus ' 0,518" 0,476 0,325 0,423 0,543 0,767 0,465 0,886 0,824" 0,553 0,294 0,720" 0,718 0,687 0,432
p-Valor 0,019 0,034 0,162 0,063 0,013 0,000 0,039 0,000 0,000 0,011 0,208 0,000 0,000 0,001 0,057

C gracilis r 0,653 0,423 0,450 0,502 0,704 0,723 0,443 0,683 0,702" 0,528" 0,486" 0,691 0,620 0,580" 0,353
p-Valor 0,002 0,063 0,046 0,024 0,001 0,000 0,050 0,001 0,001 0,017 0,030 0,001 0,004 0,007 0,126

V parvula r 0,470 0,424 0,578 0,121 0,435 0,342 0,403 0,164 0,241 0,217 0,421 0,388 0,287 0,342 0,335
p-Valor 0,037 0,063 0,008 0,612 0,055 0,140 0,078 0,489 0,306 0,359 0,065 0,091 0,220 0,140 0,149

T denticola r 0,622" 0,782 0,848 0,608 0,496 0,444 0,847 0,353 0,446 0,412 0,269 0,376 0,601" 0,562 0671
p-Valor 0,003 0,000 0,000 0,004 0,026 0,050 0,000 0,127 0,049 0,071 0,252 0,102 0,005 0,010 0,001

T forshytia r 0,386 0,447 0,360 0,500 0,640" 0,634" 0,539 0,602 0,811 0,723 0,479 0,898 0,887 0,909 0,533
p-Valor 0,093 0,048 0,119 0,025 0,002 0,003 0,014 0,005 0,000 0,000 0,033 0,000 0,000 0,000 0,016

S sobrinus r 0,638 0,817 0,535 0,312 0,212 0,668° 0,543 0,599 0,590 0,348 0,166 0,393 0,407 0,465" 0,251
p-Valor 0,002 0,000 0,015 0,181 0,369 0,001 0,013 0,005 0,006 0,133 0,484 0,086 0,075 0,039 0,286

S sanguinis r 0,439 0,295 0,442 0,464 0,660 0,682 0,382 0,574 0,816 0,573 0,344 0,637 0,613 0,615 0,426
p-Valor 0,053 0,207 0,051 0,039 0,002 0,001 0,097 0,008 0,000 0,008 0,138 0,003 0,004 0,004 0,061

S salivarius r 0,445 0309 0667 0518 0,672" 0372 0,542" 0,333 0,439 0,400 0,349 0,402 0,530" 0,459 0,646
p-Valor 0,049 0,185 0,001 0,019 0,001 0,107 0,013 0,151 0,053 0,081 0,132 0,079 0,016 0,042 0,002

S pasteuri r 0,697 0,630" 0,284 0,366 0,388 0,696  0,448" 0,801" 0,475 0,315 -0,004 0,363 0,386 0,376 0,193
p-Valor 0,001 0,003 0,226 0,113 0,091 0,001 0,047 0,000 0,034 0,176 0,986 0,116 0,093 0,102 0,415

S parasanguinis " - 0,769 0,409 0,381 0,469" 0,624 0,588 0,411 0,303 0,263 0,259 0,413 0,415 0,375 0,116
p-Valor - 0,000 0,073 0,098 0,037 0,003 0,006 0,072 0,194 0,262 0,270 0,070 0,069 0,103 0,627

S oralis r - - 0,696 0,499 0,329 0,625 0,722 0,551 0,381 0,341 -0,012 0,309 0,503 0,509 0,375
p-Valor - - 0,001 0,025 0,157 0,003 0,000 0,012 0,097 0,142 0,961 0,184 0,024 0,022 0,103

S mutans r - - - 0,488 0,500 0,477 0,699" 0,429 0,445 0,480 0,241 0,300 0,476" 0520 0,713"
p-Valor - - - 0,029 0,025 0,034 0,001 0,059 0,049 0,032 0,306 0,199 0,034 0,019 0,000

S moorei r - - - - 0,566 0,201 0,470 0,424 0,500 0,600 0,120 0,473" 0,710 0,712 0,552
p-Valor - - - - 0,009 0,397 0,037 0,063 0,025 0,005 0,614 0,035 0,000 0,000 0,012

< mitis r - - - - - 0,477 0,417 0,398 0,551" 0,621 0,587 0,780 0,661 0,756 0,584
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p-Valor - - - - 0,033 0,068 0,083 0,012 0,003 0,007 0,000 0,002 0,000 0,007

5 gordonii - - - - - - 0,484 0,779 0,720 0,485 0,179 0,593 0,535 0,557" 0,243
p-Valor - - - - - 0,031 0,000 0,000 0,030 0,451 0,006 0,015 0,011 0,301

S aureus r - - - - - - - 0,395 0,417 0,417 0,281 0,398 0,648 0,547 0,664
p-Valor - - - - - - 0,085 0,067 0,067 0,229 0,083 0,002 0,013 0,001

P putida r - - - - - - - - 0,797 0,525 0,093 0,540 0,572 0,601 0,419
p-Valor - - - - - - - 0,000 0,017 0,698 0,014 0,008 0,005 0,066

P nigrescens - - - - - - - - - 0,723 0,364 0,735 0,723 0,780" 0,532"
p-Valor - - - - - - - - - 0,000 0,114 0,000 0,000 0,000 0,016

P micra ' - - - - - - - - - - 0,409 0687 0701 0,815" 0,421
p-Valor - - - - - - - - - - 0,073 0,001 0,001 0,000 0,064

P melaninogenica - - - - - - - - - - - 0,621" 0,307 0,375 0,279
p-Valor - - - - - - - - - - - 0,003 0,188 0,103 0,233

Pintermedia ' - - - - - - - - - - - - 0,821" 0,880" 0,446
p-Valor - - - - - - - - - - - - 0,000 0,000 0,049

p gingivalis " - - - - - - - - - - - - - 0937 0677
p-Valor - - - - - - - - - - - - - 0,000 0,001

P endodontalis ' . . . ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 0,658
p-Valor - - - - - - - - - - - - - - 0,002

P anaerobios ' . . . ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) . )
p-Valor - - - - - - - - - - - - - - -

P aeruginosa ' ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) . .
p-Valor - - - - - - - - - - - - - - -

M salivarium ' . . . ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) . )
p-Valor - - - - - - - - - - - - - - -

L casei r . . . ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) B
p-Valor - - - - - - - - - - - - - - -

K pneumoniae . . . ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) . )
p-Valor - - - - - - - - - - - - - - -

F nucleatum r . . . ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) .
p-Valor - - - - - - - - - - - - - - -

E faecalis ' . . . ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) . .
p-Valor - - - - - - - - - - - - - - -

r - - - - - - - - - - - - - - -

E corrodens p-Valor ) ) ) i i i i i i i i i i ) )
.. r - - - - - - - - - - - - - - -

E colii p-Valor - - - - - - - - - - - - - - -

C rectus r . . . ) ) ) . . . . . . ) . .

p-Valor
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C tropicalis r 0,044 0,362 0,371 0,420 -0,119 -0,162 -0,114 0,296 -0,065 -0,193 -0,166 -0,433
p-Valor 0,855 0,117 0,107 0,065 0,618 0,496 0,631 0,204 0,784 0,415 0,483 0,057
C dubliniensis " 0,540" 0,699" 0,287 0,224 0,325 0,051 -0,068 -0,028 0,238 0,215 0,071 -0,118
p-Valor 0,014 0,001 0,220 0,342 0,163 0,829 0,777 0,905 0,312 0,364 0,766 0,621
C albicans r 0,486 0,580" 0,297 0,197 0,383 0,112 0,003 -0,076 0,293 0,288 0,188 0,088
p-Valor 0,030 0,007 0,203 0,404 0,095 0,639 0,989 0,750 0,210 0,218 0,427 0,712
Spreumonize " 0,176 0,160 0,078 0,148 0,373 0,313 0,135 -0,056 0,468" 0,439 0,577 0,639"
p-Valor 0,458 0,501 0,744 0,533 0,105 0,179 0,570 0,816 0,038 0,053 0,008 0,002
S gallolyticous " 0,287 0,151 0,409 0,462 0,284 0,521 0,216 0,271 0,381 0,672" 0,605 0,397
p-Valor 0,221 0,526 0,073 0,040 0,225 0,018 0,361 0,248 0,097 0,001 0,005 0,083
M orale r 0,395 0,553 0,491 0,441 0,254 0,237 0,164 0,192 0,284 0,477 0,215 -0,076
p-Valor 0,085 0,011 0,028 0,052 0,281 0,314 0,490 0,417 0,226 0,034 0,362 0,750
L acidophilus " 0,551" 0,423 0,033 -0,041 0,759 0,222 0,082 -0,173 0,747 0,625 0,352 0,395
p-Valor 0,012 0,063 0,889 0,864 0,000 0,348 0,730 0,465 0,000 0,003 0,128 0,084
C gracilis r 0,449" 0,330 -0,032 -0,083 0,571" 0,316 0,117 -0,228 0,667 0,726 0,506 0,618
p-Valor 0,047 0,156 0,892 0,726 0,009 0,175 0,623 0,333 0,001 0,000 0,023 0,004
V parvula r 0,148 0,184 0,094 0,189 0,190 0,116 0,128 0,000 0,188 0,385 0,375 0,487"
p-Valor 0,533 0,438 0,694 0,424 0,423 0,626 0,589 10,000 0,427 0,093 0,103 0,029
T denticola r 0,414 0,650 0,694 0,684 0,429 0,640 0,379 0,417 0,569 0,625 0,627" 0,381
p-Valor 0,069 0,002 0,001 0,001 0,059 0,002 0,099 0,068 0,009 0,003 0,003 0,097
T forshytia r 0,405 0,398 0,221 0,149 0,912 0,228 -0,176 -0,038 0,628 0,363 0,463 0,402
p-Valor 0,076 0,082 0,348 0,531 0,000 0,334 0,457 0,875 0,003 0,116 0,040 0,079
S sobrinus r 0,591 0,651 0,398 0,337 0,395 0,110 -0,017 0,054 0,324 0,426 0,144 0,128
p-Valor 0,006 0,002 0,083 0,146 0,085 0,645 0,942 0,823 0,164 0,061 0,544 0,592
S sanguinis r 0,459" 0,151 -0,096 -0,116 0,579 0,249 0,064 -0,278 0,545 0,628" 0,529" 0,571
p-Valor 0,042 0,526 0,689 0,627 0,007 0,289 0,788 0,235 0,013 0,003 0,016 0,008
S salivarius r 0,239 0,202 0,225 0,251 0,407 0,584" 0,428 0,121 0,628 0,716" 0,719 0,658
p-Valor 0,310 0,393 0,339 0,285 0,075 0,007 0,060 0,613 0,003 0,000 0,000 0,002
S pasteuri r 0,292 0,495 0,222 0,126 0,371 0,262 0,180 -0,119 0,599 0,528" 0,258 0,252
p-Valor 0,212 0,027 0,346 0,595 0,107 0,265 0,447 0,616 0,005 0,017 0,271 0,283
S parasanguinis " 0,314 0,606" 0,415 0,361 0,238 0,311 0,063 0,045 0,426 0,363 0,208 0,310
p-Valor 0,177 0,005 0,069 0,118 0,313 0,183 0,793 0,851 0,061 0,115 0,380 0,184
S oralis r 0,402 0,796 0,670 0,628 0,337 0,403 0,222 0,292 0,459 0,418 0,359 0121
p-Valor 0,079 0,000 0,001 0,003 0,146 0,078 0,347 0,211 0,042 0,067 0,120 0,613
S mutans r 0,241 0,458 0,547 0,548 0,423 0,523 0,390 0,324 0,448 0,694 0,761 0,481"
p-Valor 0,306 0,042 0,013 0,012 0,063 0,018 0,089 0,163 0,048 0,001 0,000 0,032
S moorei r 0,335 0,629" 0,434 0398  0549° 0478 0,088 0,223 0,708" 0,328 0,502" 0,259
p-Valor 0,149 0,003 0,056 0,082 0,012 0,033 0,712 0,344 0,000 0,157 0,024 0,270
S mitic r 0,004 0,203 0,048 0,000 0,675" 0,363 0,127 0,171 0,699" 0,484" 0,729 0,842"
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p-Valor 0,987 0,391 0,840 10,000 0,001 0,115 0,594 0,472 0,001 0,031 0,000 0,000
$ gordonii r 0,433 0,371 0,122 0,035 0,566" 0,198 0,059 -0,197 0,412 0,553 0,423 0,390
p-Valor 0,057 0,107 0,608 0,882 0,009 0,402 0,806 0,405 0,071 0,011 0,063 0,089
S aureus r 0,425 0,658 0,697 0,686 0,532 0,659 0,333 0,528 0,589 0,621 0,602 0,314
p-Valor 0,062 0,002 0,001 0,001 0,016 0,002 0,152 0,017 0,006 0,003 0,005 0,177
P putida r 0,451" 0,432 0,109 0,032 0,670 0,133 0,030 -0,175 0,631 0,637 0,396 0,312
p-Valor 0,046 0,057 0,648 0,895 0,001 0,577 0,901 0,459 0,003 0,003 0,084 0,181
P nigrescens r 0,556 0,287 0,035 -0,029 0,837" 0,127 -0,148 -0,188 0,587" 0,591" 0,462" 0,446
p-Valor 0,011 0,219 0,883 0,904 0,000 0,592 0,533 0,428 0,006 0,006 0,040 0,049
P micra r 0,243 0,292 0,177 0,078 0,790 0,240 -0,167 0,025 0,450 0,320 0,453 0,338
p-Valor 0,303 0,212 0,455 0,744 0,000 0,308 0,480 0,916 0,046 0,168 0,045 0,145
P melaninogenica " 0,061 -0,048 0,127 -0,141 0,464 0,048 -0,224 -0,065 0,234 0,384 0,313 0,685
p-Valor 0,797 0,839 0,595 0,553 0,040 0,842 0,342 0,786 0,320 0,095 0,179 0,001
pintermedia " 0,374 0,309 -0,024 -0,070 0,854" 0,198 -0,106 -0,175 0,654" 0,381 0.468" 0,605"
p-Valor 0,104 0,185 0,919 0,771 0,000 0,402 0,658 0,462 0,002 0,098 0,037 0,005
P gingivalis r 0,449 0,526" 0,370 0,338 0,877 0,496" 0,094 0,163 0,799 0,431 0,595 0,357
p-Valor 0,047 0,017 0,109 0,145 0,000 0,026 0,694 0,491 0,000 0,058 0,006 0,122
P endodontalis " 0,366 0,483" 0,280 0,230 0,916 0,364 -0,003 0,053 0,740 0,381 0,599 0,460"
p-Valor 0,113 0,031 0,231 0,329 0,000 0,114 0,989 0,825 0,000 0,098 0,005 0,041
P anaerobios " 0,186 0,328 0,429 0,458" 0,684 0,508" 0,340 0,270 0,751 0,655 0,827" 0,569"
p-Valor 0,431 0,158 0,059 0,042 0,001 0,022 0,142 0,249 0,000 0,002 0,000 0,009
pacruginosa ' - 0,594" 0,100 0,110 0,366 0,170 0,117 0,134 0,378 0,411 -0,006 0,022
p-Valor - 0,006 0,675 0,645 0,113 0,473 0,624 0,573 0,101 0,072 0,980 0,928
Msalivarium " - - 0,559 0,526 0,373 0,349 0,193 0,349 0,529 0,249 0,186 0,006
p-Valor - - 0,010 0,017 0,105 0,132 0,414 0,132 0,017 0,290 0,433 0,979
L casei r - - - 0,979 0,169 0,628" 0,226 0,744 0,262 0,167 0,337 -0,129
p-Valor - - - 0,000 0,477 0,003 0,337 0,000 0,265 0,481 0,147 0,588
K peumoniae " - - - - 0,102 0,621" 0,271 0,773 0,240 0,168 0,336 0,133
p-Valor - - - - 0,669 0,003 0,248 0,000 0,308 0,478 0,148 0,575
Fnucleatum " - - - - - 0,278 -0,071 0,015 0,721 0,462 0,577 0,501"
p-Valor - - - - - 0,235 0,767 0,951 0,000 0,040 0,008 0,025
E faecalis r - - - - - - 0,718 0,710 0,511 0,454" 0,610" 0,182
p-Valor - - - - - - 0,000 0,000 0,021 0,044 0,004 0,443
r - - - - - - - 0,429 0,349 0,413 0,405 0,123
Ecorrodens —\alor ; - ; - - - - 0,059 0,131 0,070 0,077 0,604
E colii r - - - - - - - - 0,051 0,054 0,154 0,276
p-Valor - - - - - - - - 0,831 0,822 0,517 0,238
C rectus r - - - - - - - - - 0638 0,638" 0,533
p-Valor - - - - - - - - - 0,002 0,002 0,015
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C gingivalis . . ) - - - - - - - 0,701 0,621
p-Valor - - - - - - - - - - 0,001 0,003
B fragilis ) . . ; - - - - - - - 0,714
p-Valor - - - - - - - - - - - 0,000
r - - - - - - - - - - - -
Aa
p-Valor - - R

*p<0,05, correlagdo de Spearman. Amostra total = 20; Homens = 2; Mulheres = 18; Até 65 anos = 10; >65 anos = 10; Com 4 implantes = 12; Com 5 implantes = 8.
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ANEXO A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado para participar, como voluntario, da pesquisa intitulada
“ESTUDO CLINICO DO BIOFILME DE PROTESES TOTAIS
IMPLANTOSSUPORTADAS”.

Leia atentamente as informagdes e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos os
procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

O objetivo da pesquisa é quantificar a area da protese coberta por micro-organismos e
identificar bactérias e fungos presentes em amostra que sera coletada das préteses totais
implantossuportadas mandibulares em uso.

Para isso, a sua protese sera desparafusada, lavada com soro fisiol6gico para remocéao da
saliva, isoladas com vaselina sélida na regido dos dentes, para evitar que o corante impregne
nas porgdes interdentais e na base dos dentes, apds isso serdo coradas com eosina 1% e
fotografadas para determinar e quantificar a area coberta pelo biofilme. O corante é
facilmente removido, ndo causando nenhum dano a sua protese. Apds isso, detritos aderidos a
superficie da protese serdo coletados, sendo encaminhados para testes microbioldgicos e
microscopicos, com o intuito de verificar os micro-organismos presentes. Os riscos durante a
pesquisa estdo relacionados a queda da prétese durante a remogéao da boca, perda de parafusos
durante a desinstalacdo e pigmentacdo da prétese, devido ao corante utilizado. Apesar disso,
fica garantido ao paciente que, caso algum problema ocorra, sera solucionado no ato da

consulta.

Os testes ndo produzirdo qualquer tipo de dano a protese. Depois da coleta do material
para 0s testes, serd realizada a manutencdo minuciosa da sua protese, sendo adequadamente
higienizada, jA que os detritos serdo melhor identificados, pois a protese sera corada e
evidenciara de forma eficaz os detritos aderidos. Apo0s isso, sera reinstalada e reparafusada
em posic¢do. O maior beneficio é que vocé tera acesso a todas as informacdes sobre os micro-
organismos que serdo encontrados em sua protese nos testes realizados e tera a sua protese
completamente limpa, assim como a regido dos implantes, podendo aguardar mais 6 meses
para uma futura manutencdo. Suas informacbes fornecidas serdo mantidas confidenciais,
respeitando sua privacidade. VVocé tem a garantia de receber respostas a qualquer pergunta ou
esclarecimento a qualquer duvida sobre os assuntos relacionados com a pesquisa, através do

telefone do (a) pesquisador (a) do projeto.
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Vocé ndo terd nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem como nada sera
pago por sua participacdo. Além disso, vocé tem a liberdade de deixar de participar do estudo
a qualguer momento, sem que isso traga prejuizo a continuidade de quaisquer tratamentos que
vocé esteja fazendo nessa instituicdo. ApOs estes esclarecimentos, solicitamos o seu
consentimento de forma livre para participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os
itens que se seguem.

Endereco d(os, as) responsavel(is) pela pesquisa:

Nome: lana Sa de Oliveira

Instituicdo: Universidade Federal do Ceara

Endereco: Rua Monsenhor Furtado s/n, Rodolfo Teofilo
Telefones para contato: (85) 988190410

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideracdo ou ddvida, sobre a sua participacdo na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua
Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Teofilo, fone: 3366-8344. (Horéario: 08:00-12:00
horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceard responséavel pela
avaliacdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres
humanos.

O abaixo assinado , anos, RG:

, declara que é de livre e espontanea vontade que esta como

participante de uma pesquisa.

Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que,
apos sua leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contetdo, como também
sobre a pesquisa, e recebi explicacbes que responderam por completo minhas davidas. E
declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, [ ]

Nome do participante Data Assinatura
Nome do pesquisador Data Assinatura
Nome da testemunha (se o participante ndo Data Assinatura

n&o souber ler)
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ANEXO B: NORMAS DA REVISTA “THE JOURNAL OF PROSTHETIC
DENTISTRY”

Sobre o “Journal of Prosthetic Dentistry”

Nos seus 62 anos, The Journal of Prosthetic Dentistry tem sido a revista lider profissional
dedicada exclusivamente a odontologia protética e restauradora. E a publicagfo oficial de 25
organizacOes de prostodénticos nos EUA e internacionalmente, servindo dentistas e protéticos
em pratica avancada. A revista apresenta artigos originais revisados por pares sobre as mais
recentes técnicas, materiais dentarios, e os resultados de investigacdo, com fotos a cor que
ilustram procedimentos passo-a-passo.

O Journal of Prosthetic Dentistry esta incluido no Index Medicus e CINAHL, e é o jornal mas
citado em prostodontia, pelo nimero de referéncias citados segundo o “Journal Citation
Reports”® de 2011.

The Journal of Prosthetic Dentistry
Editorial Office

Georgia Regents University
College of Dental Medicine
1120 15th St, GC3094

Augusta, GA 30912-1255
Telefone: (706) 721-4558

Fax: (706) 721-4571

E-mail: JPD@gru.edu

Website: www.prosdent.org
Submiss&o on-line:
http://www.ees.elsevier.com/jpd/

Lista de verificacdo para submisséo inicial

* Carta de submissao

+ Conflito de interesses e declaragdo financeira, se aplicavel

* Permissdo para reproducdo de materiais previamente publicados, se aplicavel

* O consentimento informado para fotografias de pacientes, se aplicavel

» Um manuscrito em formato Microsoft Word que contém:

- Pégina de titulo

- Abstrato

- Texto principal, (o proprio artigo)

- Referéncias bibliogréaficas

- Tabelas

- Lendas de ilustracGes, e

- Figuras em formato TIFF (ver OrientacGes, paginas 11-13)

Orientacdes de Submisséo

Obrigado pelo seu interesse em escrever um artigo para o Journal of Prosthetic Dentistry. No
processo de publicacdo, como em odontologia, procedimentos precisos sdo essenciais. Sua
atencdo e complacéncia com as seguintes politicas ajudara a garantir 0 processamento
atempado da sua submissao.

Comprimento de Manuscritos

Comprimento do manuscrito depende do tipo. Artigos de pesquisa e ciéncia clinicos gerais
ndo deve exceder 10 a 12 paginas, escritos em espaco duplo (excluindo referéncias, legendas
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e tabelas). Relatorios Clinicos e Técnicas Dentarias ndo deve exceder 4 a 5 paginas, e
conselhos dos nossos leitores ndo deve exceder 1 a 2 péginas. O comprimento varia de
revisdes sistematicas.

Numero de Autores

O numero de autores € limitado a 4, inclusdo de mais de 4 deve ser justificada na carta de
submissdo. (Contribuigdo de cada autor deve ser anotado) Caso contrario, autores acima de 4
serdo listados nos agradecimentos.

Formatacao Geral

Todas as submissdes devem ser enviadas através do sistema de EES em Microsoft Word ou
num formato compativel com Microsoft Word usando péginas de 8.5 X 11 polegadas em
tamanho. As seguintes especificacdes deve ser seguido:

* Times Roman, 12 pt

* Espaco duplo

* Justificado a esquerda

* Margens de 1 polegada (2,5cm) em todos os lados da pagina

« Tabulacdo de meia polegada (1,25cm)

* Cabecalhos/rodapés deve ser livre de nimeros de paginas ou qualquer outra informagao

* Referéncias; ndo deve ser numerados automaticamente (formatado).

* Defina a linguagem em MS Word para Inglés (EUA).

Tipos de Artigos

RELATORIO DE PESQUISA/ESTUDO CLINICO

O relatdrio da pesquisa ndo deve ser mais de 10-12 péginas digitadas em espago duplo e deve
ser acompanhado por ndo mais de 12 ilustracdes de alta qualidade. Evite o uso de forma de
esboco (ou seja enumeracdes e/ou frases ou paragrafos com marcadores). O texto deve ser
escrito em frases completes e em forma de parégrafo.

[1 Abstract (Abstrato): (aproximadamente 250 palavras): Crie um resumo estruturado com os
seguintes subsecOes: Statement of the Problem (Declaracdo do Problema), Objective
(Objetivo), Materials and Methods (Métodos e Materiais), Results (Resultados) e Conclusions
(Conclusdes). O abstrato deve conter detalhes suficientes para descrever o experimento e 0s
variaveis do projeto. O tamanho da amostra, os controles, o método de medicdo,
estandardizacdo, confiabilidade examinador, e método estatistico utilizado com nivel de
significancia associado deve ser descritos na secdo de Materiais e Métodos. Valores reais
devem ser fornecido na secao de Resultados.

[1 Clinical Implications (Implicacdes Clinicas): Em 2-4 frases, descreva o impacto dos
resultados do estudo sobre pratica clinica.

1 Introduction (Introducéo): Explique o problema completamente com precisdo. Resuma a
literatura relevante, e identifique qualquer viés em estudos anteriores. Declare claramente o
objetivo do estudo e a hipoOtese da pesquisa no final da introdugcdo. Observe que, numa
profunda revisao da literatura, a maioria das referéncias (se ndo todas) devem ser citadas na
secdo Materiais e Métodos e/ou na Introducdo.

[1 Materials and Methods (Materiais e Métodos): No paragrafo inicial, forneca uma visao
geral do experimento. Forneca informacgdes completas de todos os produtos de fabricagdo e
instrumentos utilizados, entre parénteses ou em uma tabela. Descreva o que foi medido, como
foi medido, e as unidades de medida utilizadas. Liste os critérios para julgamento
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quantitativo. Descreva o designo experimental e variaveis, incluindo critérios definidos para
controlar varidveis, estandardizar os testes, a alocacdo de especimes/sujeitos a grupos (método
de randomizacgdo), o tamanho total da amostra, controles, calibracdo dos examinadores, e
confiabilidade de instrumentos e examinadores. Descreva como o tamanho das amostras foi
determinada (por exemplo, com a analise de forca (power analysis)). Evite o uso de niumeros
para identificar grupos. Em vez, use abreviacdes ou codigos que claramente indicaram as
caracteristicas do grupo e assim, 0s grupos serdo mais significativo para o leitor. Os testes
estatisticos e niveis de significancia associado devem ser descrito no final desta secéo.

[1 Results (Resultados): Descreva com precisao e brevemente, na mesma ordem que 0s testes
foram descritos na secdo de Materiais e Métodos. Para uma listagem extensa, os dados
poderdo ser apresentados em forma tabular ou forma grafica para ajudar o leitor. Para 1-way
ANOVA apresente df, e valores de F e P nas &reas apropriada no texto. Para todas as outras
ANOVAs, de acordo com as orientacOes, forneca a tabela ANOVA. Descreva os resultados e
as tendéncias mais significativas. Texto, tabelas e figuras ndo devem repetir ao outro.
Resultados notados como significativos devem ser validados por dados atuais e valores P.

1 Discussion (Discussdo): Discuta os resultados do estudo, em relacdo a hipltese e a
relevante literatura. A discussao deve comecar por explicar se sim ou ndo ha suporte a rejeitar
a hipétese nula. Se os resultados ndo concordam com outros estudos e/ou com opiniGes
aceites, declare como, e porqué os resultados sdo diferentes. Resultados concordantes com
outros estudos também devem ser declarados. Identifique as limitagc@es do seu estudo e sugere
pesquisas futuras.

[1 Conclusion (Conclusdo): Liste concisamente conclusbes da pesquisa que possam ser
retiradas do seu estudo, ndo simplesmente reafirmar os resultados. As conclusdes devem ser
pertinentes aos objetivos e justificado pelos dados. Na maioria das situacOes, as conclusdes
sdo sO verdade para a populacdo do experimento. Todas as conclusGes devem ser
acompanhadas por analises estatisticas

1 References (Referéncias): Consulte a pagina 9 para obter mais orientacdes, pagina 22 para
amostras.

[1 Tables (Tabelas): Construir tabelas de acordo com as orientagdes na pagina 11.

[1 Legends for Illustrations (Legendas para as llustracGes): Descreva de forma concisa
cada ilustracdo sem diretamente duplicar o texto. Consulte a pagina 13 para obter mais
orientacdes; pagina 23 para a pagina de amostra de legendas.

Referéncias

Referéncias aceitaveis e a sua colocacdo no documento

[] A maioria das referéncias, se ndo todas, devem ser citada na introducdo e/ou na se¢do de
Materiais e Métodos. Apenas aquelas referéncias que foram citadas anteriormente ou que se
relacionam diretamente aos resultados do estudo podem ser citados na discussao.

[1 S6 os artigos publicados que foram revisados por pares podem ser usado como referéncia.
Manuscritos em preparac¢ao, manuscritos submetidos para consideracao e teses ndo publicadas
ndo sdo referéncias aceitaveis.

[1 Os abstratos sao considerados observag¢des ndo publicadas € ndo sdo permitidos como
referéncia a ndo ser que estudos de acompanhamento foram publicados em revistas revisadas
por pares.

1 A referéncia de publicacdes em lingua estrangeira devem ser mantidas a um minimo
(ndo mais que 3). Estas referéncias sdo permitidas apenas quando o artigo original foi
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traduzido para Inglés. O titulo traduzido deve ser citado e a lingua original deve ser
mencionada entre parénteses na citagéo ao final.

[1 Referéncias de livros didaticos devem ser mantidas a um minimo; livros didaticos muitas
vezes refletem as opinides dos seus autores e/ou editores. Quando necessario, as edi¢des mais
recentes dos livros didaticos devem ser utilizadas de preferéncia. Periddicos baseados em
evidéncia cientifica sdo preferidos.

Formatacao de Referéncias
[1 As referéncias devem ser identificadas no corpo do artigo, com numeros ardbicos
sobrescritos. O numero da referéncia deve ser posto apds o periodo no final da frase.

[1 A lista das referéncias completa deve ser em espaco duplo e em ordem numérica, deve
seguir a secdo de conclusbes mas comecar numa pagina separada. Apenas as referéncias
citadas no texto devem aparecer na lista das referéncias.

[1 Formatagdo das referéncias devem acordar com o estilo Vancouver, conforme estabelecido
no "Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals” (Ann Intern

Med 1997;126:36-47).
[0 As referéncias devem ser numeradas manualmente.
[] Liste até seis autores. Se houver sete ou mais, ap0s 0 sexto nome, adicione et al.

[1 Nome do jornal sera abreviado de acordo com Cumulative Index Medicus. Uma lista
completa de abreviaturas esta disponivel atraves do site do PubMed:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nImcatalog/journals

[1 Formato para artigos: forneca os sobrenomes e iniciais de todos os autores, o titulo do
artigo, o nome do periddico; e, o ano, volume e nimeros das pagina de publicacdo. N&o
utilize italico, letras real¢adas ou sublinhadas para qualquer parte da referéncia. Coloque um
periodo ap6s os iniciais do Gltimo autor, apds o titulo do artigo, e no final da referéncia.
Coloque um ponto e virgule ap6s o ano de publicacdo e uma virgula apds o volume. NUmeros
de emiss&o nédo séo usado em estilo Vancouver.

Exemplo: Jones ER, Smith IM, Doe JQ. Uses of acrylic resin. J Prosthet Dent 1985; 53:120-9.
1 Referéncias dos livros: A edi¢do mais atual deve ser citada. Forneca os nomes e iniciais de
todos os autores/editores, o titulo do livro, a cidade de publicacdo, a editora, 0 ano de
publicacdo e 0s numeros das pagina consultadas. N&do use italico, letras realcadas ou
sublinhadas para qualquer parte da referéncia.

Exemplo: Zarb GA, Carlsson GE, Bolender CL. Boucher’s prosthodontic treatment for
edentulous patients. 11th ed. St. Louis: Mosby; 1997. p. 112-23.
*Um exemplo duma péagina de referéncias pode ser encontrado na pagina 21.

IMPORTANTE

As referéncias ndo devem ser submetidas em Endnote ou de qualquer outro software
bibliogréafico. Essa formatacdo ndo pode ser editado pela Oficina Editorial ou revisores, e
devem ser suprimidos ou removidos do manuscrito antes de sua submissdo. As referéncias
nem devem ser numerados automaticamente.

TABELAS
[] As tabelas devem complementar, e ndo duplicar, o texto.
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[1 Todas as tabelas devem ser postas no final do manuscrito, apos a lista de referéncias e antes
das Legendas. Deve haver apenas uma tabela por pagina. Omita linhas horizontais e verticais.
Omita qualquer sombreado ou cor.

[1 Néo liste as tabelas em partes (por exemplo, Tables la, Ib, etc.) Cada tabela deve ter o seu
proprio numero. Numerar cada tabela na ordem em que sdo mencionadas no texto.

[1 Fornegca uma legenda concisa que descreve o conteudo da tabela. Crie nomes para
cabecalhos e coluna descritivos. Dentro de colunas, alinhar os dados de tal forma que os
pontos decimais estdo numa linha reta. Use pontos decimais (periodos), e ndo virgulas, para
marcar lugares passado o nimero inteiro (por exemplo, 3.5 em vez de 3,5).

[1 Numa linha de baixo da tabela, defina qualquer abreviaturas utilizadas na tabela.

[1 Se uma tabela (ou qualquer dado dentro dela) foi publicado anteriormente; dé todo o
crédito ao autor original no rodapé. Se necessario, obtenha permissdo para reimprimir a tabela
do autor /editor.

[1 As tabelas devem ser submetidas em Microsoft Word ou formato compativel. Microsoft
Word ¢ preferido. Se uma tabela foi criada em Excel, deve ser importados para um dos
formatos referidos acima antes de submisséo.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO CLINICO DO BIOFILME DE PROTESES TOTAIS FIXAS
IMPLANTOSSUPORTADAS

Pesquisador: IANA SA DE OLIVEIRA

Area Temética:

Verséo: 1

CAAE: 79282617.0.0000.5054

Instituicdo Proponente: Departamento de Clinica Odontoldgica
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 2.402.599

Apresentacédo do Projeto:

As préteses implantossuportadas tipo protocolo tem demostrado altas taxas de sucesso e grande melhora
da performance mastigatoria de pacientes desdentados totais, pois apresentam 6tima retencéo e
estabilidade. O controle do biofilme, no entanto, é dificultado pelo proprio desenho da prétese,podendo
causar periimplantite, perda 0ssea, mucosite periimplantar, estomatite protética, hiperplasia tecidual e
problemas estéticos. O objetivo

desta pesquisa serd quantificar a area protética coberta por biofilme e identificar bactérias e leveduras
presentes no biofilme de préteses totais implantossuportadas mandibulares em uso. Serdo selecionados
pacientes desdentados totais que utilizam préteses sobre implante do tipo protocolo na arcada inferior. Os
critérios de inclusdo serdo: adultos, qualquer género, totalmente edéntulo na arcada mandibular, com estado
de saude geral bom, usuarios de protese definitiva tipo protocolo confeccionada com base e dentes
artificiais de resina acrilica com minimo de 6 meses da Ultima manutencgdo. Os critérios de exclusdo seréo:
uso de antibiéticos nos ultimos 3 meses, diabetes, problemas associados a imunossupressao,

xerostomia, problemas motores ou cognitivos, fratura ou reparo na base da prétese e dentes soltos. Testes
de poder estatistico seréo realizados

para calculo amostral, a partir de dados obtidos em estudo piloto (-1=0,90; =0,05), para prever o nimero de
pacientes que ira compor o estudo.

Inicialmente, as proteses serdo desparafusadas, lavadas com solucéo de cloreto de sédio 0,89%
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para remocao da saliva, isoladas com vaselina

sélida na regido dos dentes, para evitar que o corante impregne nas porc¢des interdentais e na base dos
dentes; apos isso, serdo coradas com

eosina 1% e fotografadas com escala milimetrada. A area coberta por biofilme sera delimitada e quantificada
por meio das fotografias obtidas,

utilizando-se o software Image J. Para analise microbiolégica, amostras de biofilme serdo coletadas das
préteses e inseridas em tubos tipo

eppendorf contendo 1 mL de solucdo salina tamponada. Os tubos serdo colocados em sonicador por 1
minuto e a suspensdo passara por diluicdo

seriada até 1:10-7, em solucao de cloreto de sodio 0,89%. Em seguida, sera realizada a semeadura de 25L
das suspensdes em CHROMagar

Orientation® e CHROMagar Candida®. As placas serdo incubadas por 48 horas, a 37°C, para posterior
contagem de unidades formadoras de

colénias (UFC/mL). Sera realizado esfregaco de parte das amostras coletadas de biofilme na superficie de
espécimes padronizados em resina

acrilica termicamente ativada. Os discos contendo biofilme seréo fixados com paraformaldeido a 4%,
durante 1 hora, desidratados em

concentracfes crescentes de etanol (70%, 85% e 100%), durante 5 minutos em cada solucéo e
dessecados, durante 24 horas, antes de serem

encaminhados para metalizacdo. Os espécimes serdo observadas utilizando microscopio eletrénico de
varredura (MEV), em magnitude de 2000

vezes. Além disso, a hibridizacdo de DNA seré realizada segundo o método DNA Checkerboard, que
permite a identificagdo simultanea de

microorganismos distintos, empregando até 45 sondas de DNA gendmico completo para espécies
bacterianas gram-negativo, gram-positivo e

leveduras presentes nos biofilmes. Os dados coletados passarao por estatistica descritiva e testes de
correlacao.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo geral deste projeto de pesquisa serd quantificar a area protética coberta por biofilme, além de
identificar bactérias e leveduras presentes no biofilme de préteses totais implantossuportadas mandibulares
em uso.

Objetivo Secundario:
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A partir da quantificacdo da area protética coberta por biofilme das proteses protocolo, o presente projeto
tem como objetivos especificos:

« Identificar espécies bacterianas gram-negativas / gram-positivas e leveduras presentes no biofilme, através
dos métodos de cultura e DNA Checkerboard;

eAvaliar o padrédo de colonizacéo e distribuicdo de micro-organismos, através da microscopia eletrénica de
varredura do biofilme coletado nas superficies protéticas em contato com a mucosa,;

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos considerados serdo durante a remocao da protese implantossuportada: queda da protese durante
a remocéo, perda de parafusos durante a desinstalacdo e pigmentacdo da prétese,devido ao corante
utilizado. Apesar disso,fica garantido ao paciente que, caso algum problema ocorra, sera solucionado no ato
da consulta.

Beneficios:

Devido ao grande acumulo de biofilme, os pacientes portadores de préteses protocolo apresentam,
frequentemente, a mucosa em contato com a proétese inflamada e, além disso, a halitose é bastante
verificada. Dessa forma, € necessario o conhecimento do grau de patogenicidade dos micro organismos
presentes e, a partir disso, sensibilizar pacientes e dentistas acerca da importancia da manutencgéo periddica
de tais proteses. Maior

conscientizacdo sobre a necessidade de higienizacao diaria eficaz e de manutencfes programadas
influenciara, diretamente, em maior durabilidade das proteses, menor risco de inflamagéo do tecido
periimplantar gengival em contato com a prétese e menor comprometimento sistémico dos pacientes.Como
a prétese sera corada, os detritos aderidos seréo observados de forma eficaz e, assim, a manutencéo sera
realizada de forma minuciosa, pois qualquer resquicio de placa bacteriana sera visto facilmente. Além disso,
0 paciente tera acesso a todas as informag8es acerca do grau de infec¢do e de quais micro-organismos
serdo encontrados nos testes realizados. Dessa forma, podera descartar qualquer problema sistémico
devido a presenc¢a de micro-organismos encontrados na sua proétese.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa apresenta uma série de vantagens relacionadas a area de Prétese Dentaria, principalmente
relacionadas ao conhecimento sobre os microorganismos envolvidos com as
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proteses sobre implantes para que medidas preventivas e curativas sejam utilizadas caso necessario.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:

Todos os termos foram devidamente assinados e anexados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Sem pendéncias.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 24/10/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 998827.pdf 17:01:09
TCLE/ Termos de | TCLE.pdf 24/10/2017 [IANA SA DE Aceito
Assentimento / 17:00:10 |OLIVEIRA
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | PROJETO.pdf 24/10/2017 |[IANA SA DE Aceito
Brochura 16:59:46 |OLIVEIRA
Investigador
Folha de Rosto rosto.pdf 10/10/2017 |IANA SA DE Aceito
19:53:39 |OLIVEIRA

Outros apreciacao.pdf 19/09/2017 |IANA SA DE Aceito
20:29:05 |OLIVEIRA

Outros dados.pdf 19/09/2017 |IANA SA DE Aceito
20:27:41 [OLIVEIRA

Outros depositario.pdf 19/09/2017 |IANA SA DE Aceito
20:26:50 [OLIVEIRA

Orcamento orca.pdf 19/09/2017 |IANA SA DE Aceito
20:24:39 [OLIVEIRA

Declaracéo de concordancia.pdf 19/09/2017 |IANA SA DE Aceito

Pesquisadores 20:24:17 |OLIVEIRA

Declaracao de instituicao.pdf 19/09/2017 |IANA SA DE Aceito

Instituicdo e 20:23:51 |OLIVEIRA

Infraestrutura

Cronograma cronograma.pdf 19/09/2017 |IANA SA DE Aceito
20:22:16 __[OLIVEIRA

Situacao do Parecer:

Aprovado

Endereco:
Bairro: Rodolfo Tedfilo
UF: CE

Telefone:

Municipio:
(85)3366-8344

Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

CEP: 60.430-275
FORTALEZA

E-mail:

comepe@ufc.br
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UFC - UNIVERSIDADE Plataforma
FEDERAL DO CEARA / %

Continuagéo do Parecer: 2.402.599

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

FORTALEZA, 28 de Novembro de 2017

Assinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA

(Coordenador)
Endereco: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000
Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br
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Ensaios Clinicos

NOTICIAS | SOBRE | AJUDA | CONTATO I :sco: cnsaios |

BUSCA AVANCADA

wove / SUBMISSOES

Enviar um novo ensaio clinico

Escolha uma das formas abaixo para enviar um novo ensaio clinico

Completando o formulario de submissao.
Enviar um arquivo XML.

Suas submissdes

f NOVA
SUBMISSAO

Data de criagio  ~ Titulo da Submissdo 4 Situagio ¢

2017/11/28 10:26 Estudo clinico do Biofime de Proteses Totais Fixas Implantossuportadas ( Atualizar ) 3provado



