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RESUMO

As proteses implantossuportadas tipo protocolo com base em resina acrilica tem sido
amplamente empregadas em pacientes desdentados totais, considerando sua 6tima
estabilidade e retengdo. O controle do biofilme, porém, ¢ dificultado pelo desenho e
material da protese. O objetivo deste estudo foi quantificar o biofilme da face gengival
de proteses totais fixas implantossuportadas mandibulares, identificar e quantificar
espécies de bactérias e fungos viaveis no biofilme presente, considerando fatores
individuais para comparacdes estatisticas. Participaram da pesquisa vinte pacientes que
atenderam os critérios pré-estabelecidos. As proteses foram desparafusadas, lavadas em
cloreto de s6dio 0,89%, coradas com eosina y 1% e fotografadas. A drea corada foi medida
por método digital através do software (Image J; National Institute of Health). Amostras
de biofilme passaram por dilui¢do até 1:107, sendo semeadas em meios de cultura dgar
cromogénicos e, posteriormente, incubadas por 48 horas, a 37°C, para contagem das
unidades formadoras de colonias (UFC/mL). Os dados foram analisados pelos testes de
Mann-Whitney, correlagdo de Spearman e exato de Fisher (a=0,05). Uma média de 62%
da area da superficie gengival das préteses continha biofilme. Enterococcus spp
(5,82+1,38 logioUFC/mL) e Staphylococcus aureus (5,75+2,02 logioUFC/mL)
apresentaram maior contagem e prevaléncia nas culturas; maior contagem de Escherichia
coli (p=0,039) foi observada em amostras de pacientes com cinco implantes. Candida
albicans (1,94+1,99 logiyUFC/mL), entre os fungos apresentou uma maior
predominancia. Assim, concluiu-se que houve formacao de biofilme em todas as proteses
analisadas, sendo a média de 4rea coberta por biofilme maior que 60%, os micro-
organismos viaveis encontrados em maior quantidade na cultura microbioldgica foram
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus € Candida albicans. Os fatores individuais

considerados, exceto a idade, influenciaram nos pardmetros avaliados.

Palavras-chave: Biofilmes. Protese dentdria fixada por implante. Estudo clinico.
Microbiologia. Implantodontia. Protese dentaria.
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INTRODUCAO

A reabilitacdo com protese total fixada por implante tem sido amplamente
utilizada como intervencdo clinica em pacientes completamente edéntulos.*>19:26:28
Entretanto, apesar de apresentar alta taxa de sobrevida e satisfacdo dos pacientes, por
promover estabilidade e retencdo, favorecendo o conforto funcional, agravamentos

bioldgicos podem ser identificados. 9192128

Além de seu desenho, a superficie dos materiais constituintes de uma protese
implantossuportada pode favorecer a colonizagdo microbiana, desencadeando a formagao
do biofilme, que pode ser agente etiologico de algumas doengas.”'?* A inflamac&o
presente nos tecidos moles e duros pela proliferacdo bacteriana e fungica pode causar
mucosite, peri-implantite e estomatite protética, e, consequentemente, podem resultar na
perda de implantes envolvidos.”®17182427 Nesse contexto, as bactérias orais que
desencadeiam complicacbes biologicas, também tém sido implicadas em problemas
sistémicos, tais como a endocardite bacteriana, pneumonia por aspiracdo e obstrutiva
crénica e infeccéo gastrointestinal, principalmente em pacientes

imunocomprometidos.®*°

Apesar da diversidade de materiais que podem ser utilizados para confeccdo da
prétese em questdo, o emprego da resina acrilica € o mais frequente, considerando custo,
biocompatibilidade e facilidade de manuseio.®**1%23 Porém, caracteristicas superficiais
de rugosidade, porosidade, molhabilidade e energia livre de superficie, facilitam a adesédo

dos micro-organismos e dificultam a higienizagdo.>® 23

O processo inicial de formacdo do biofilme em superficies peri-implantares e
protéticas é caracterizado pela geracdo de uma pelicula adquirida a partir de biopolimeros
ou enzimas salivares e a subsequente adesdo de micro-organismos iniciais, que
promoveram a colonizagdo primaria e posteriormente a coagregacdo de micro-
organismos, como Streptococcus ou Actinomyces spp, que séo conhecidos por criarem a
condigdo prévia para o acimulo bacteriano gram-negativo, anaerdbico e de colonizagdo
tardia, promovendo o estabelecimento de biofilme maduro, como Fusobacterium ou
Prevotella spp.® 7 81214 2024 O syrgimento desse patdgenos € influenciado pela higiene

bucal deficiente, e por outros fatores individuais que incluem a dieta, a composicao



salivar, além de fatores sistémicos como a desnutri¢do, a diabetes mellitus ndo controlada,

a imunossupressdo e a xerostomia.'42*

Espécies de Candida, um género de levedura, sdo frequentemente associadas a
formacdo do biofilme em proteses totais, como também bactérias do género
Streptococcus e Enterococcus, que podem estar presentes em até 60% das infeccGes, 0
que se torna relevante quando se considera que usuarios dessas préteses podem ser idosos,

diabéticos e imunocomprometidos.>*22

Atualmente, poucos estudos abordam o problema da presenca do biofilme em
proteses totais fixas implantossuportadas. Em um estudo de Abi Nader et al (2015), com
20 (vinte) pacientes normossistémicos, reabilitados com  proteses  fixas
implantossuportadas maxilares, a porcentagem média de area coberta por biofilme foi de
28%, reforcando a necessidade de uma melhora na higienizacdo desses dispositivos.®
Diante disso, considerando as dificuldades no controle do biofilme é importante uma
analise da microbiota prevalente nesse tipo de reabilitacdo, para que, a longo prazo, a
salde bucal seja mantida, com consequente sucesso do tratamento reabilitador. Logo, 0s
objetivos deste estudo foram a quantificacdo da area de biofilme presente na superficie
gengival protética e a identificacdo e quantificagdo de espécies bacterianas aerdbias e
leveduras viaveis neste biofilme, considerando fatores individuais, como sexo, idade e

numeros de implantes para as comparacdes estatisticas.

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo € do tipo clinico, transversal, observacional e descritivo. O
projeto foi submetido a Plataforma Brasil e cadastrado na International Clinical Trials
Registry Platform, nimero de registro: RBR-6¢cn5t7. Nesse contexto, ap6s a aprovagao
no Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal do Ceara
(UFC), através do parecer de numero: 2.402.599 e obtencdo das assinaturas dos Termos

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), o projeto foi iniciado.

- Amostragem

No estudo de Abi Nader et al (2015)*, que analisou a porcentagem de area coberta

por biofilme na superficie gengival de préteses fixas implanto-suportadas maxilares, foi



necessario examinar 20 proteses, de 20 pacientes, sendo 9 (nove) homens e 11 (onze)
mulheres, de 50 a 77 anos de idade, para observar uma diferenca estatisticamente
significante (p<0,05) entre a metade palatina da superficie (41,3£17,7%) e a metade
vestibular (22,3+8,3%), representando um poder de 0,994. Desta forma, em nosso estudo,
estimou-se analisar também 20 proteses de diferentes pacientes, de forma a garantir poder

estatistico acima de 0,8.

Os pacientes foram selecionados na Clinica de Prétese Dentéria da Universidade
Federal do Ceard (UFC) e na Academia Cearense de Odontologia, na cidade de Fortaleza-
CE, sendo acompanhados por meio de prontuarios contidos nas clinicas. Dessa maneira,
os critérios de inclusdo para selecdo dos pacientes foram: adultos maiores de 18 anos,
qualquer género, totalmente edéntulos na arcada mandibular (independente do
antagonista), estado de saude geral bom, tecidos peri-implantares saudaveis, usuarios de
protese tipo protocolo confeccionada com base e dentes artificiais de resina acrilica, com
0 minimo de 6 meses da Ultima manutencdo. Os critérios de exclusdo foram: alteracGes
sisttmicas que interferissem nas condi¢des bucais, como diabetes, anemia, infecgdo por
HIV, tratamento para cancer (radioterapia ou quimioterapia), uso de antibidticos ou
agentes antifungicos nos dltimos 3 meses, problemas associados a imunossupressao,
xerostomia, problemas motores ou cognitivos, tabagismo, fratura ou reparo na base da
prétese e dentes soltos. Nessa perspectiva, vale ressaltar que todos os pacientes foram

analisados pelo mesmo operador.

- Quantificacdo do biofilme por analise fotografica

As préteses implantossuportadas do tipo protocolo foram desparafusadas da boca
dos pacientes selecionados para o estudo, e, apds lavagem prévia com solucdo estéril de
cloreto de sodio a 0,89% para remocédo de residuos e saliva, estas foram isoladas com
vaselina solida na regido dos dentes, para evitar a impregnacdo de evidenciador de
biofilme (Eosina y 1%; Sigma Aldrich) nas porgdes interdentais e nas bases dos
dentes.>142326 Em sequida, foram coradas com uso de seringa de 10 mL. O excesso de

corante foi removido por lavagem em soluc&o de cloreto de sodio 0,89%. 4152326

A superficie gengival das préteses coradas foi fotografada usando uma camera
digital com lente objetiva de 105mm, na fun¢do macro (Nikon D90; Nikon Inc), com

tempo de exposicdo padronizado e posicionamento da maquina fotografica em estativa



(CS-4 Copy Stand; Testrite Inst. Co., Inc).}??> Uma régua milimetrada foi posicionada
proxima a margem anterior da protese para calibracdo da unidade de medida a ser
utilizada no software (Image J; National Institute of Health). A mensuragdo da &rea
protética gengival total e da area coberta por biofilme foi realizada por um Unico

pesquisador, por meio de um método quantitativo digital. 2°
- Analise microbioldgica

Amostras de biofilme foram coletadas da superficie gengival dos dispositivos
protéticos, utilizando colher de dentina n°18 estéril, passada em locais distintos. O
biofilme coletado foi colocado em microtubos contendo 1mL de solucdo tamponada de

cloreto de sddio 0,89%. 1526

Dessa maneira, as amostras completamente vedadas foram transportadas para o
Laboratdrio de Microbiologia da Faculdade de Farméacia, Odontologia e Enfermagem, da
Universidade Federal do Ceara (FFOE-UFC). Os tubos foram colocados em vortex
(AP56, Phoenix) por 1 minuto e a suspensdo passou por dilui¢do seriada 1:10, 1:100,
1:1.000, 1:10.000, 1:100.000, 1:000.000, 1:10.000.000 em solucéo esteéril de cloreto de
sodio 0,89%.

Na sequéncia, foi feita a semeadura de 25uL, por meio de espalhamento usando
alca drigalsky em Agar Cromogénico Geral (Probac) e Agar Cromogénico Candida
(Probac). Assim, as placas foram incubadas por 48 horas, a 37°C, para posterior contagem

das unidades formadoras de col6nia por mL da amostra (UFC/mL).

Os meios de cultura cromogénicos ndo sdo seletivos e permitem a identificacdo
de coldnias especificas viaveis por meio de distin¢es nas suas tonalidades. O meio de
cultura &gar cromogénico geral pré-identifica o micro-organismo através da cor tipica da
colbnia, para Escherichia coli a coloracdo vai de rosa ao avermelhado; para Klebsiella
spp, Enterobacter spp, Citrobacter spp azul metélico; para Proteus spp halo marrom; para
Staphylococcus aureus dourada, opaca, pequena; para Enterococcus spp azul turquesa;
para Pseudomonas spp creme, transllcida; para Staphylococcus saprophyticus rosa,
opaca, pequena. Quanto ao &gar cromogénico Candida é um meio seletivo para
diferenciagdo, utilizado para isolamento e identificacdo de Candida albicans com
coloragéo verde; de Candida glabrata branco/roxo; de Candida tropicalis azul e de

Candida krusei roxo/rosa.



- Andlise dos dados

Os dados quantitativos obtidos foram: a area protética gengival total e a area
coberta por biofilme, em cmz?, logio0UFC/mL dos diferentes micro-organismos viaveis
identificados nos biofilmes coletados. Estes dados foram expressos em forma de média e
desvio-padréo, submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e analisados
utilizando o teste de Mann-Whitney e a correlacdo de Sperman (dados ndo paramétricos).
Género/idade dos pacientes e o nimero de implantes (suporte das proteses) foram
considerados para as comparag0es estatisticas.

Além disso, a prevaléncia de cada micro-organismo foi verificada por meio de
cultura; os dados foram expressos em frequéncia absoluta e percentual e depois
comparados pelo 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

Todos os pacientes selecionados, num total de 20 (vinte) individuos
normossistémicos, 18 (dezoito) mulheres e 02 (dois) homens foram submetidos aos testes
de quantificacdo digital do biofilme e microbioldgicos. Desse modo, vale mencionar que
12 (doze) pacientes apresentaram 4 implantes e 8 (oito) pacientes 5 implantes. As idades

variavam de 47 a 74 anos (média 65 anos).

A tabela 1 mostra a quantificacdo da area protética gengival coberta por biofilme.
Houve uma média (desvio-padrdo) de 9,34+1,15 de area total (cm?) das proteses
delimitadas em sua superficie gengival, sendo uma média (desvio-padrao) de 5,82+1,52
(cm2) de area corada, o que corresponde a 62% da face gengival das préteses cobertas por

biofilme. Os pacientes com cinco implantes apresentaram menor area corada (p=0,031).

O perfil microbioldgico das amostras de biofilme avaliadas pelos métodos de
cultura microbiol6gica esta representado na tabela 2. Assim, Escherichia coli (2,95+2,82
logio UFC/mL), Enterococcus spp (5,82+£1,38 logio UFC/mL), Klebsiella spp,
Enterobacter spp, Citrobacter spp (2,20+2,25 logio UFC/mL), Pseudomonas spp
(1,82+2,42 logio UFC/mL) e Staphylococcus aureus (5,75+2,02 logio UFC/mL) foram
identificados. Ndo foram encontrados Proteus spp nem Staphylococcus saprophyticus.
Quanto ao contetdo fungico, Candida tropicalis (0,10+0,47 logio UFC/mL), Candida



albicans (1,94+1,99 logic UFC/mL), Candida krusei (0,58+1,44 logio UFC/mL),
Candida glabrata, Candida parapsilosis (0,82+1,85 logio UFC/mL) foram identificadas.

Escherichia coli, além da maior contagem (p=0,039), apresentou também maior
prevaléncia nos pacientes com cinco implantes (p=0,028/88%), enquanto Enterococcus
faecalis e Staphylococcus aureus foram 0s micro-organismos com maiores prevaléncias
no geral, correspondendo a 100% e 90%, respectivamente. Staphylococcus aureus
apresentou maior contagem no género masculino (7,21£0,25 logio UFC/mL, p=0,042).
Considerando os fungos, Candida albicans foi o mais observado, presente em 55% das

amostras (tabela 3).

Pode-se notar na tabela 4 de correlacdo de Spearman, que quanto maior a area
total da superficie gengival da prétese, maior também foi a é&rea corada
(p=0,003/r=0,623). Entretanto, a face corada ndo mostrou correlacdo significante com
nenhum micro-organismo (p > 0,05). Escherichia coli e Enterococcus faecalis
apresentaram relacédo positiva com Pseudomonas aeruginosa (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. Ainda, Enterococcus faecalis estd consideravelmente correlacionado
com Candida krusei (p=0,027/ r=0,494). Além disso, pode-se constatar correlacdo entre
Pseudomonas aeruginosa e algumas espécies de Candida, como Candida albicans
(p=0,010/r=0,563) e Candida parapsilosis (p=0,025/ r=0,498). Dessa forma, esse aspecto
também pode ser visivel entre Staphylococcus aureus e Candida krusei
(p=0,037/r=0,469), além de entre os proprios géneros Candida tropicalis e Candida
krusei (p=0,032/r=0,480).

DISCUSSAO

A grande maioria das infeccdes bacterianas orais, cerca de 65% a 80% nas
superficies protéticas implantossuportadas envolvem a formacéo do biofilme °. A média
em nosso estudo foi de 62% da superficie gengival coberta por biofilme nas préteses
mandibulares. Desse modo, vale considerar que a colonizagdo microbiana comeca em
areas protéticas expostas ao ambiente oral, estendendo-se paras as por¢des mais internas,
podendo resultar na inflamacdo dos tecidos peri-implantares, que justificam doencas

como a mucosite e a peri-implantite, 0 que ameaca a taxa de sobrevida das proteses



relatadas em alguns estudos prévios, como o de Astasov-Frauenhoffer et al (2019).,
Carinci et al (2019) e o de Heuer et al (2013). #"14

Algumas pesquisas mostram a composicdo microbiana mais prevalente em
proteses totais convencionais, Meric et al (2014) destaca espécies como, Staphylococcus
aureus e Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa , 0 que se repetiu na avaliacéo
das proteses totais suportadas por implantes em nosso estudo.®?° Em relagio aos fungos,
Candida albicans (1,94+1,99 logio UFC/mL) foi a espécie mais identificada, seguida de
Candida glabrata e Candida parapsilosis (0,82+1,85 logio UFC/mL) pelo método de

cultura microbioldgica.

Em nosso estudo, foi observada uma distin¢do entre a quantidade de area corada,
relacionada ao nimero de implantes. Pacientes que possuiam 5 implantes apresentaram
menor area corada (p=0,031) e maior quantidade de E. coli (p=0,039), sendo também o
micro-organismo mais frequente (p=0,028/88%), quando comparado aos pacientes com
4 implantes. Nessa perspectiva, vale ressaltar que, E. coli € um patdgeno associado ao
vazamento microbiano em superficies implantares, justificando, assim, que um maior

nimero de implantes possa favorecer o aumento deste micro-organismo. °

A falta de higienizacdo de prdteses muco-suportadas pode estar diretamente
associada a ocorréncia de estomatite protética, e além disso, pode servir como um
reservatorio de patdgenos potencialmente infecciosos, favorecendo ainda mais o
surgimento e a proliferacdo do biofilme, quando associado a comprometimentos
sisttmicos.>® O género Candida, reconhecido por patdgeno oportunista, &
abundantemente encontrado em casos de estomatite protética, mais precisamente a
Candida albicans, seguidas de Candida glabrata.? As préteses do tipo protocolo, embora
ndo sejam muco-suportadas, apresentam contato intimo com a mucosa gengival. Neste
estudo ndo foram incluidos pacientes que ndo estivessem com a mucosa oral integra, mas
existe uma preocupacdo de que a perseveranca do biofilme em contato com a mucosa
poderia gerar um processo inflamatério local, assim como acontecem com as proteses

muco-suportadas.

A cavidade oral deve ser considerada como um reservatorio de Staphylococcus
aureus, visto que, mesmo variando de acordo com a populacdo estudada, tem uma
incidéncia de cerca de 48% em usuarios de proteses totais. Em nosso estudo foi

identificado em mais de 85% das amostras avaliadas.® Além disso, varias infecgdes orais



distintas, como a queilite angular e a mucosite estafilocdcica sdo causadas por esse micro-
organismo.®® Nessa perspectiva, numerosos estudos epidemiol6gicos mostram que cerca
de 14% a 20% dos casos de endocardite bacteriana estdo associados a uma possivel
origem oral.*® Assim, também é importante considerar que o Staphylococcus aureus
propriamente dito é especialmente virulento, pois além da pneumonia por aspiragéo, ele

é capaz de definir receptores especificos do endotélio de valvulas cardiacas saudaveis. %%

Nesse aspecto, 0 que mais deve ser analisado com cautela é a possibilidade de
infeccdo por esses tipos de patdgenos oportunistas associados a reducédo da imunidade, o
que pode acarretar em comprometimentos sistémicos graves. Além da Candida albicans
e do Staphylococcus aureus, a Pseudomonas aeruginosa, classificada como bactéria
gram-negativa, também pode promover infec¢des correlacionadas com a baixa da fungéo
imunoldgica, todos encontrados em nosso estudo.*'® Dessa forma, outro fator
preocupante € que se constatou uma correlacdo diretamente proporcional entre a
existéncia de espécies de Candida e de Pseudomonas, o que indica um risco ainda maior
na populacgdo idosa, por exemplo, considerando a possibilidade de desencadeamento de

complicacdes sistémicas, como as doengas cardiacas.®

Diante disso, considerando o fato de que sdo poucos o0s achados elucidativos
prévios que caracterizem o perfil microbioldgico das préteses implantossuportadas, nosso
estudo tem bastante relevancia, pois a partir da analise e quantificacdo desse biofilme
prevalente, estratégias eficientes de limpeza desses dispositivos protéticos podem ser
empregadas, além da conscientizagcdo de cirurgiGes-dentistas e pacientes sobre a

importancia de uma manutencéo periodica desses dispositivos.

CONCLUSAO

Conclui-se desta pesquisa clinica, que todos os dispositivos protéticos do tipo
protocolo analisados apresentaram biofilme na sua superficie gengival, sendo a média da
area coberta por biofilme maior que 60% da area total; os micro-organismos viaveis
encontrados em maior quantidade na cultura microbiologica foram Enterococcus faecalis
e Staphylococcus aureus, estando presentes em mais de 85% das amostras. Entre 0s
fungos, a Candida albicans esteve presente em cerca de 55% das amostras. Os pacientes
com cinco implantes apresentaram menor area corada (p=0,031), maior contagem de E.

coli (p=0,039), como também uma maior frequéncia (p=0,028/88%). Quanto ao fator



género, Staphylococcus aureus apresentou maior contagens dentre os homens (7,21+0,25
logio UFC/mL, p=0,042), porém a idade ndo influenciou significativamente em nenhum

dos parametros avaliados.
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TABELAS
Tabela 1: Superficie de area total e area corada da amostra de usuarios de proteses totais implantossuportadas mandibulares (cm2).
Sexo Idade N° implantes
Total Feminino Masculino p-Valor  Até 65 >65 p-Valor 4 5 p-Valor
Avrea total cm? 9,34+1,15 9,24+1,00 10,15+2,59 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+153 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.
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Tabela 2: Caracterizagio do perfil microbiologico da amostra de usudrios de proteses totais implantossuportadas mandibulares (logioUFC/mL).

Sexo Idade N® implantes
Total Feminino Masculino p-Valor Até 65 =65  p-Valor 4 5 p-Valor
E. coli 2952 82 303287 223£3.15 0,589 3,15£274 275303 0,853 1,79£2,69 4,69£2.10 *0,039
Enterococcus spp 5,82£1.38 584+1,42 559+1,39 0853 5,53=1,65 6,10£1,06 0436 6,06£0,92 546=1,90 0,678

Klebsiella spp Enterobacter spp
220225 1932215 466£2,06 0211 3142201 1278216 0,075 1,73£234 292204 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
Pseudomonas spp 1,82£2.42 2.02+£247 0,000,000 0379 1,42+£191 222+289 0,579 1,57£234 2192266 0,624
Staphylococcus aureus 5,75£2,02 559207 721025 *0,042 536286 6,14:036 0436 588+]193 5558227 0,678

Staphylococcus saprophyticus  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

Candida albicans 1,94£199 1962200 1,82£257 0,947 181169 2,08£2.33 0,796 151192 2,60£2,02 0,305
Candida krusei 058=1.44 048=141 144£204 0516 0,71=1,53 0,45£143 0,796 059141 0,56£1,59 0,970
Candida glabrata

082£185 0,76=1.89 132+187 0516 0262083 137£241 0436 040095 143£2,67 0,678
Candida parapsilosis

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

anos = 10; =65 anos = 10; Com 4 implantes = 12; Com 5 implantes = §.



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% O 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% 0,474 11 92% 7 88% 1,000
Saphylococcus saprophyticus 0 0% 0 0% 0 0% 1,000 O 0% 0 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% 1000 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 17% 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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o o L %) I 2
T 5 2% , % 3 3¢ § § § 8
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IS = o e T & 2 e oS 2 o £ = « © > 3
© S Ll S 8 g2 © S £ s £ g = 2 5 2 3
g ¢ g 22 & : § §g§ T 8 &5 TS
¥ 5 o & n n @ 8 8 (@) S s
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 0,542 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 - - 0,648 0624 0428 1,000 0,856 0,937 1,000 0,100 0,779 0,569 0,329
E. coli r - - - 0,357 0,181 0,000 0,553" 0,147 0,000 -0,229 0,759 0,223 0,251
p - - - 0,123 0,445 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 - - - - 0,823 1,000 0,033 0,086 1,000 0,450 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 - - - - - - 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
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Pseudomonas spp r - - - - - - - 0,031 0,000 -0,180 0,563" 0,250 0,498"

p - - - - - - - 0,895 1,000 0,449 0,010 0,288 0,025
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 - - - - - - - - - - - - 0417
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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APENDICE 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 informacdes e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos
0s 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 proteses totais
implantossuportadas mandibulares em uso.

Para isso, a sua protese serd desparafusada, lavada com soro fisiologico para remogéo
da saliva, isoladas com vaselina sélida na regido dos dentes, para evitar que o corante
impregne nas porcdes 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 € facilmente removido, ndo causando nenhum dano a sua prétese. Apos isso,
detritos aderidos a superficie da prétese serdo coletados, sendo encaminhados para testes
microbiologicos e microscopicos, com o intuito de verificar os micro-organismos
presentes. Os riscos durante a pesquisa estao relacionados a queda da prétese durante a
remocao da boca, perda de parafusos durante a desinstalacdo e pigmentacdo da protese,
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 prétese. Depois da coleta do material
para 0s testes, sera 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. Apds isso, sera reinstalada
e reparafusada em posicdo. O maior beneficio é que vocé terd acesso a todas as
informacdes sobre 0os micro-organismos que serdo encontrados em sua protese nos testes
realizados e tera a sua prétese completamente limpa, assim como a regido dos implantes,
podendo aguardar mais 6 meses para uma futura manutencdo. Suas informacgdes
fornecidas serdo mantidas confidenciais, respeitando sua privacidade. Vocé tem a
garantia de receber respostas a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer duvida
sobre 0s assuntos relacionados com a pesquisa, atraves do telefone do (a) pesquisador (a)

do projeto.
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Vocé ndo tera 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 qualquer momento, sem que isso traga prejuizo a continuidade de quaisquer
tratamentos que vocé esteja fazendo nessa instituicdo. Apds 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 voce tiver alguma consideracdo ou divida, sobre a sua participacao na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua
Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-8344. (Horario: 08:00-12:00
horas de segunda a sexta-feira).

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

O abaixo assinado , anos, RG:

, declara que € 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 contetido, como
também sobre a pesquisa, e recebi explicagdes que responderam por completo minhas

duvidas. 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 souber ler)
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ANEXO A -

UFC - UNIVERSIDADE Plataoforma
FEDERAL DO CEARA / %wﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Pesquisador: |IANA SA DE OLIVEIRA

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 79282617.0.0000.5054

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

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.402.599

Apresentacao do Projeto:

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

desta pesquisa sera quantificar a area protética coberta por biofilme e identificar bactérias e leveduras
presentes no biofilme de proteses totais implantossuportadas mandibulares em uso. Serdo selecionados
pacientes desdentados totais que utilizam proteses 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 prétese definitiva tipo protocolo confeccionada com base e dentes
artificiais de resina acrilica com minimo de 6 meses da ultima manutengdo. Os critérios de exclusdo serdo:
uso de antibidticos 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 serdo 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 solugéo de cloreto de sédio 0,89%
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para remogao da saliva, isoladas com vaselina

solida na regido dos dentes, para evitar que o corante impregne nas porgdes 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 microbioldgica, amostras de biofilme seréo coletadas das
proteses e inseridas em tubos tipo

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

seriada até 1:10-7, em solugéo de cloreto de sédio 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 biofiime serdo fixados com paraformaldeido a 4%,
durante 1 hora, desidratados em

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

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

vezes. Além disso, a hibridizacdo de DNA sera 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
correlagéo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo geral deste projeto de pesquisa sera 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 quantificagdo da area protética coberta por biofilme das préteses 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;

*Avaliar o padrao de colonizagao e distribuicdo de micro-organismos, através da microscopia eletrénica de
varredura do biofilme coletado nas superficies protéticas em contato com a mucosa;

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos considerados serdo durante a remogao da protese implantossuportada: queda da prétese durante
a remogao, perda de parafusos durante a desinstalacdo e pigmentacéo da protese,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 protese inflamada e, além disso, a halitose é bastante
verificada. Dessa forma, é necessario o conhecimento do grau de patogenicidade dos micro organismos
presentes e, a partir disso, sensibilizar pacientes e dentistas acerca da importancia da manutengao periddica
de tais préteses. Maior

conscientizagdo sobre a necessidade de higienizacao diaria eficaz e de manutengdes programadas
influenciara, diretamente, em maior durabilidade das proteses, menor risco de inflamagao do tecido
periimplantar gengival em contato com a protese e menor comprometimento sistémico dos pacientes.Como
a protese sera corada, os detritos aderidos serao observados de forma eficaz e, assim, a manutengao sera
realizada de forma minuciosa, pois qualquer resquicio de placa bacteriana sera visto faciimente. Além disso,
0 paciente tera acesso a todas as informagdes acerca do grau de infecgdo e de quais micro-organismos
serdo encontrados nos testes realizados. Dessa forma, podera descartar qualquer problema sistémico
devido a presenga de micro-organismos encontrados na sua protese.

Comentarios e Consideragdes 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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proéteses sobre implantes para que medidas preventivas e curativas sejam utilizadas caso necessario.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os termos foram devidamente assinados e anexados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_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

Orgamento 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

Declaracéo 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

Situagao 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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Necessita Apreciagio da CONEP:
Nao

Continua¢io do Parecer: 2.402.599

FORTALEZA, 28 de Novembro de 2017

Assinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA
{Coordenador)
Enderego: [Rua Cel. Nunes de Melo, 1000
Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 80.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (B5)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br
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ANEXO B -

V- REGISTRO BRASILEIRO DE

Ensaios Clinicos

NOTICIAS | SOBRE | AJUDA | CONTATO e

nove / SUBMISSOES

Enviar um novo ensaio clinico

Escelha uma das formas abaixo para enviar um nove ensaio clinico

Completando o formulario de submissio.
Enviar um arguivo XML.

Suas submissdes

Data de criagdo « Titulo da Submissdo ¢ Situagio @

201711928 10:28 Estudo clinico do Siofiime de Totas Fxas imp { Awatzar ) aprovaco
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