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RESUMO

A periimplantite € uma doenca infecciosa semelhante a periodontite crénica que
afeta os tecidos periimplantares. Os microrganismos prevalentes na periodontite
cronica se assemelham aos presentes na periimplantite. O objetivo do presente
estudo foi comparar, por meio da técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
a prevaléncia de A. actinomycetemcomitans, C. rectus e P. gingivalis em pacientes
com periimplantite, periodontite, periimplante saudavel e periodonto saudavel. Foram
coletadas, com o auxilio de cones de papel esterilizados, por um examinador
calibrado, amostras do sulco gengival de 22 individuos com periimplantite, 22 com
periodontite crénica, 22 com saude periodontal e 22 com periimplante saudavel.
Além disso, parametros clinicos de profundidade de sondagem, indice gengival e
indice periodontal, foram realizados para caracterizacdo clinica das amostras.
Através da PCR foi detectada uma prevaléncia de 86,36%, 90,9%, 59,09% e 86,36%
de C. rectus na periimplantite, periodontite, periimplante saudavel e periodonto
saudavel, respectivamente. P. gingivalis foi detectado em 86,36% dos casos de
periimplantite, 59,09% na periodontite, 9,09% no periimplante saudavel e 22,72%
nos pacientes com periodonto saudavel. A. actinomycetemcomitans apresentou
baixa prevaléncia nos quatro grupos mostrando-se presente em 22,72% dos casos
de periimplantite, 9,09% nos de periodontite, 13,63% no periimplante saudavel e
4,54% no periodonto saudavel. Apos analise dos resultados podemos concluir que
0s microrganismos C. rectus e P. gingivalis parecem apresentar uma relacao direta
com a presenca de periimplantite. Ja A. actinomycetemcomitans apresenta pouca
prevaléncia em individuos com periimplantite, periodontite crénica e em periodonto e
periimplante saudaveis.

Palavras-chave: Implantes dentarios. Campylobacter rectus. Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Porphyromonas gingivalis. Reagdo em cadeia da
polimerase.



ABSTRACT

Peri-implantitis is an infectious disease similar to chronic periodontitis that affects the
peri-implant tissues belonging to osteo-integrated implants. The average prevalent
microorganisms in chronic periodontitis resemble those usually present at peri-
implantitis. The aim of the current study was to compare, through the polymerase
chain reaction (PCR) technique, the prevalence of C. rectus, P. gingivalis and A.
actinomycetemcomitans in patiens with peri-implantitis, periodontitis, healthy peri-
implant and healthy periodontium. With the help of sterilized paper cones, through a
calibrated examiner, specimens were collected of the gingival sulcus of 22 individuals
with peri-implantitis, 22 with chronic periodontitis, 22 periodontically healthy and 22
with healthy peri-implants. Moreover, clinical parameters of probing depth, gingival
index and periodontal index were done in order to clinically chatracterize the
samples. Through PCR, 86,36%, 90,9%, 59,09% and 86,36% prevalences of C.
rectus were detected in peri-implantitis, periodontitis, healthy peri-implant and healthy
periodontium, respectively. P. gingivalis was detected in 86,36% of peri-implantitis
cases, 59,09% in periodontitis, 9,09% in healthy peri-implant, and 22,72% in patients
with healthy periodontum. A. actinomycetemcomitans. showed low prevalence in the
four groups, being present in 22,72% of peri-implantitis cases, 9,09% of periodontitis
ones, 13,63% in healthy peri-implant and 4,54% of healthy periodontum. Upon
analysis of the results, we can conclude that C. rectus presents wide prevalence
among patients healthy or sick, within all groups. P. gingivalis seems to be an
important microorganism related to peri-implantitis pathogeny.

Keywords: Dental implants. Campylobacter rectus. Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Porphyromonas gingivalis. Polymerase chain reaction.
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1 INTRODUCAO

Implantes osseointegrados sdo comumente usados para a fixacdo de
restauracdes protéticas. Branemark et al. (1985) foram os primeiros a descreverem a
ancoragem de proteses em implantes dentarios. Ao longo dos anos, diferentes
sistemas de implantes tém sido introduzidos no mercado e suas indicacbes e
aplicacoes gradualmente expandidas. Apesar do elevado indice de sucesso deste
tratamento, falhas ainda ocorrem (Fiorellini et al., 1998). A média de falha do sistema
Branemark € de 7,7% ap6s um periodo de cinco anos em funcdo. Falhas também

tém sido relatadas em outros sistemas de implantes (Fiorellini et al., 1998).

Para encontrar uma terminologia de consenso, a falha dos implantes tem
sido definida como a auséncia de tecido capaz de dar suporte ou manter a
osseointegracao; e periimplantite como o processo inflamatorio que afeta os tecidos
ao redor dos implantes osseointegrados em fungao, resultando na perda de suporte
0sseo e formagdo de uma bolsa periimplantar podendo levar a perda do implante
(Mombelli, Lang, 1998; De Boever, De Boever, 2006; Pongnarisorn et al., 2007,

Régo et al., 2007).

Estudos microbiologicos realizados em pacientes com periimplante
saudavel em humanos (Lee et al.,, 1999) e em animais (Shibli et al., 2003) tem
demonstrado uma vasta microbiota composta principalmente por cocos anaerébios
facultativos Gram-positivos. Em contraste, em sulcos periimplantares com presenca
de doenca, nds encontramos uma microbiota semelhantes a da periodontite crénica
com Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus,

Prevotella nigrescens, Tanerella Forshythia e Aggregatibacter
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actinomycetemcomitans (Mombelli et al., 1988; Danser et al., 1995; Sordyl et al.,

1995; Leitdo et al., 2005; De Boever, De Boever, 2006; Devides, Franco, 2006).

Assim, existe uma grande relacdo entre a prevaléncia da microbiota que
coloniza implantes com a que coloniza dentes naturais. Sabendo que o A.
actinomycetemcomitans € um microrganismos prevalente na periodontite agressiva
(Zambon et al., 1996; Fine et al., 2007), P. gingivalis apresenta grande prevaléncia
na periodontite cronica (Kawada et al.,, 2004) e C. rectus, apesar de n&o ser
considerado um periodontopatdogeno verdadeiro, coloniza sitios de periodontite
cronica (Macuch, Tanner, 2000), o objetivo do presente estudo foi comparar a
prevaléncia de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e C. rectus entre pacientes
com periodontite, saude periodontal, saude periimplantar e periimplantite,

empregando a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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2 PROPOSICAO

Baseado na literatura, a hipétese do estudo € que exista uma maior
prevaléncia de A. actinomycetencomitans, C. rectus e P. gingivalis na periodontite
em relacdo a periimplantite e que essa prevaléncia é diferente da de sitios
periodontais e periimplantares saudaveis que nao devem apresentar diferencas

entre si.

7

O objetivo do presente estudo é comparar a prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans, C. rectus e P. gingivalis entre pacientes com doenca
periodontal, saude periodontal, doenca periimplantar e saude peiimplantar

empregando a técnica da reacdo em cadeia da polimerase.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Doenca periodontal

A doenca periodontal € uma patologia de etiologia multifatorial, de origem
infecciosa, iniciada pelo acumulo de biofilme dental. A manifestacdo e progressao
dessa patologia sdo determinadas por diversos fatores como, condi¢cdes sociais,
fatores sistémicos, genéticos, composicdo microbiana e fatores de risco atuantes

(Nunn, 2003).

A progressao da doenca resulta na inflamacéo dos tecidos de protecéo e
sustentacdo do dente, com perda progressiva de insercdo conjuntiva e de 0Sso
alveolar. A forma mais freqientemente encontrada e de progressao mais lenta, € a
periodontite cronica. Uma variante mais agressiva e menos freqlente € a

periodontite agressiva (AAP, 1999).

A periodontite cronica € caracterizada pela constante presenca de
biofiime dental, associado a inflamacdo gengival e mobilidade dental aumentada
(Page, Schroreder, 1976). A progressao da doenca resulta em perda de insercao
clinica, perda Ossea alveolar e formacdo de bolsa periodontal em funcdo da
migracao apical do epitélio (Seymor, Greenspan, 1979). Quando acomete até 30%
dos sitios bucais, a periodontite crénica é classificada como localizada, e quando o
acometimento € superior ao percentual citado, considera-se como generalizada. A
severidade da patologia € baseada no nivel clinico de insercdo (NCI), onde, a

patologia é considerada leve com média de 2 mm, moderada com NCI de 3 e 4 mm

e avancada com valores superiores a 4 mm (AAP, 1999).



14

Atualmente, cerca de 600 géneros bacterianos podem ser detectados em
amostras de cavidade bucal humana. Normalmente, cerca de 30 a 40 géneros
bacterianos podem ser isolados de uma uUnica amostra subgengival (Paster et al.,
2002; Socransky, Haffajee, 2002; Kazor et al., 2003). A complexidade da microbiota
e frequentemente relacionada com saude e doenca dos tecidos periodontais
(Ximenez-Fyvie et al., 2000). No entanto, o predominio de alguns géneros
bacterianos, predispde o individuo a desenvolver lesdes periodontais, como

periodontite cronica e agressiva (Potera, 1999).

O biofilme dental é formado pela colonizacédo e crescimento de bactérias
nas superficies dentarias. Sua estrutura oferece inUmeras vantagens ao componente
bacteriano, como protecdo contra espécies competitivas, mecanismos de defesa do
hospedeiro e substancias toxicas presentes no meio ambiente como anti-sépticos e
antibioticos. Este biofilme favorece a aquisicdo e processamento de nutrientes, além
da eliminacdo de produtos toxicos produzidos pelo seu metabolismo por meio de
canais de agua existentes no seu interior, cuja estrutura se assemelha a um sistema

circulatério primitivo (Socransky, Haffajee, 2002; Kazor et al, 2003).

As bactérias relacionadas com doenca periodontal podem ser
encontradas acima e/ou abaixo da margem gengival, o que permite fazer algumas
distingdes entre biofilme dental supra e subgengival. O biofilme dental supragengival
€ aderido a superficie do dente e € composto predominantemente por espécies de
Streptococcus e Actinomyces. Esta predominancia ocorre em casos de saude ou
doengca, no entanto, em quadros de doenca periodontal a contagem de
periodontopatégenos se encontra elevada (Ximenez-Fyvie et al., 2000; Socransky,
Haffajee, 2002). A natureza do biofilme dental subgengival € mais complexa, pois

além de estar associado a superficie dentéria também tem relacdo com o tecido
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gengival. Similarmente ao biofilme supragengival, observa-se a predominancia de
espécies de Actinomyces em casos de saude, porém, ocorre significante aumento
na proporcao de periodontopatégenos em casos de doenca. A principal diferenca
entre o biofilme dental em casos de saude e doenca periodontal, € o marcante
decréscimo nas proporcdes de espécies de Streptococcus e Actinomyces na
doenca, sobretudo, na regido subgengival (Ximenez-Fyvie et al., 2000; Socransky,

Haffajee, 2002; Shibli et al., 2008).

3.2 Colonizagao microbiana da cavidade oral sem imp  lantes

Amostras de sulcos gengivais sadios possuem cerca de 10° a 10°
microrganismos com predominancias de cocos e bastonetes gram-positivos,
principalmente Actinomyces naeslundii (14%), Actinomyces gerencseriae (11%),
Streptococcus oralis (14%), e Peptostreptococcus micros (5%) (Slotts, 1977; Tanner
et al., 1998; Haffajee et al., 1998; Ximenez-Fyvie, 2000; Shibli et al., 2007).
Bastonetes anaerobios Gram-negativos somam aproximadamente 13% do total de

microrganismos cultivados (Tanner et al., 1998).

Existe um consenso que periodontite € uma doenca infecciosa associada
a um pequeno numero de espécies encontrado no biofilme dentario (Riviere et al.,
1996). Com o desenvolvimento da periodontite, aumenta a proporcdo de Gram-
negativos e diminui a de espécies Gram-positivas na microbiota subgengival. Na
lesdo periodontal estabelecida, sdo encontrados baixo numero de cocos e alto
namero de bastonetes modveis e espiroquetas. Sao detectadas proporgdes
aumentadas de Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e espécies de
Prevotella, Fusobacterium, Campylobacter, e Treponema (Haffajee, Socransky,

1994; De Boever, De Boever, 2006).
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Os microrganismos devem apresentar varios critérios para se tornarem

associados com a periodontite destrutiva (Socransky, Haffajee, 1997):

a) a espécie deve ser encontrada mais freqientemente e em alta proporgcao
em casos de infeccdo comparado a sitios ndo doentes;

b) a auséncia dessa espécie deve estar associada a remocao da doenca;

c) deve existir a producdo de anti-corpos ou resposta imune-celular
especificos;

d) a progressdao da doenca periodontal deve estar associada com a

presenca da espécie em nivel elevado.

Com base nesses critérios algumas espécies sdo relatadas como causa
da doenca periodontal destrutiva, desta forma Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis exibem uma forte associacéo.
A. actinomycetemcomitans é reconhecido como periodontopatégeno associado a
causa e patogenia principalmente da periodontite de inicio rapido (Régo et al., 2007),
enquanto P. gingivalis esta associado com a periodontite cronica. Em baixos niveis,
Prevotella intermedia e Prevotella nigrescens sdo encontradas em periodontos
sadios, mas eles podem também estar associados ao desenvolvimento da
periodontite. Para afetar os tecidos periodontais essas espécies provavelmente
devem existir no sulco gengival em niveis elevados e por extenso periodo de tempo.
Ja Tannerella forsythia é encontrado mais frequentemente em pacientes com
periodontite. Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Peptostreptococcus
micros, Treponema denticola e Treponema vicentii também estdo associados com
destruicdo periodontal. Como P. intermedia, essas espécies sdo provavelmente
patdbgenos oportunistas com baixa patogenicidade e precisam colonizar sitios

subgengivais por longo periodo de tempo e em elevados niveis para serem capazes
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de afetar o periodonto (Haffajee, Socransky, 1994; Ximenez-Fyvie et al., 2000; De
Leitdo et al., 2005; De Boever, De Boever, 2006; Rupani et al., 2008; Régo et al.,

2007).

ApoOs a extracao de todos os dentes, ocorrem mudancas nos tecidos e/ou
superficies alterando a aderéncia dos microorganismos. Quando o paciente com
periodontite severa torna-se edéntulo, A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis ndo
sdo encontrados sugerindo que seu habitat seja o sulco periodontal (Danser et al.,

1994; Rupani et al., 2008).

3.3 Participacdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans na doenca

periodontal

A. actinomycetemcomitans foi primeiramente descrito em 1912 pelo
microbiologista alemédo Klinger em uma amostra de actinomicose cervicofacial,
sendo denominado Bacterium actinomycetum comitans. Apds algumas propostas de
alteracdo na nomenclatura, foi finalmente denominado A. actinomycetemcomitans
em 1929 por Topley e Wilson. O emprego do termo “actinomycetemcomitans” esta
na similaridade existente com actinomicoses produzidas por Actinomyces israelli

(Zambom, 1985).

A. actinomycetemcomitans € um bastonete Gram-negativo, curto, nao
formador de esporos, imovel e anaerdbio facultativo (Slots, 1982). As células
bacterianas medem de 0,5 a 1,0 um de didmetro, e quando cultivados em meio de
cultura soélido apresentam colbnias convexas e translicidas, apresentando em seu
interior uma estrutura em forma de estrela (Zambom, 1985). Inicialmente, trés

sorotipos do patdégeno foram descritos, (Zambon et al., 1983) a, b e c. Os sorotipos a
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e b sdo mais encontrados na cavidade bucal humana, enquanto o ¢ estd mais
freqientemente relacionado a infeccdes extra-bucais. Posteriormente, outros dois
sorotipos d e e foram descritos, (Saarela et al., 1992) sendo também mais

relacionados a infeccdes extra-bucais.

A. actinomycetemcomitans destaca-se por ser uma das poucas espécies
que possuem capacidade de infiltracdo nos tecidos epitelial e conjuntivo, podendo
comprometer o sucesso da terapia periodontal (Tong et al., 2003; Muller, Heinecke,
2004), além de colonizar, simultaneamente, mucosa bucal e biofiime dental

subgengival (Slots, 1995).

Atualmente, A. actinomycetemcomitans € considerado um dos principais
patogenos de origem bucal a se relacionar com doencas sistémicas como diabetes
(Kuroe et al., 2004) e endocardite bacteriana (Paturel et al.,, 2004), aléem de ser
detectado em diversas regifes do organismo, onde um processo infeccioso estiver
instalado, como no fluido sinovial da articulagdo témporo mandibular (Kim et al.,

2003).

Dentre os fatores de viruléncia de A. actinomycetemcomitans, salienta-se
a producao de leucotoxina com elevado potencial inflamatério. Pertencente ao grupo
das toxinas RTX (repeats in toxin), a leucotoxina produzida por A.
actinomycetemcomitans consegue inativar neutrofilos, algumas linhagens de células
T, B e macrofagos humanos, podendo retardar a producédo de anticorpos para a
leucotoxina, assim comprometendo parcialmente a resposta do hospedeiro (Slots,

1997).

A lise celular acontece pela formacao de canais condutores de ions, que

causam despolarizacdo da membrana da célula alvo, aumentando a pressao
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osmotica com consequente passagem de liquido para o interior da célula (Lally et

al., 1991; Fives-Taylor et al., 1996; Kolodrubetz, 1996).

A marcada relagdo de A. actinomycetemcomitans com 0s envolvimentos
avancados de doenca periodontal, induz a realizacdo de estudos envolvendo seus
fatores de viruléncia. Estudos atuais, atribuem ao A. actinomycetemcomitans a
capacidade de induzir modificacbes patogénicas no biofilme dental através da
producdo de fimbrias, que favorecem o biofilme frente a resposta imunologica do
hospedeiro (Inoue et al., 2003), e proteinas, em sua membrana, caracterizando uma

versatilizacdo nos fatores de viruléncia (Asakawa et al., 2003).

Zambon et al. (1996) realizaram uma avaliacdo microbiolégica de
individuos com periodontites de inicio precoce, buscando uma associacdo de
elevada leucotoxicidade de A. actinomycetemcomitans com periodontite agressiva
localizada. Para tanto, hibridizacdo dot blot e PCR foram empregados em 165
isolados recentes de A. actinomycetemcomitans. Cepas de maxima leucotoxicidade
foram encontradas em 22% dos individuos. Individuos portadores de A.
actinomycetemcomitans de maxima leucotoxicidade eram mais jovens (média de
idade 12,7 anos) do que 0s que apresentavam A. actinomycetemcomitans de
minima leucotoxicidade (média de idade 25,5 anos). Individuos diagnosticados com
periodontite juvenil localizada apresentaram maior prevaléncia de cepas de maxima
leucotoxicidade (57%) em comparacao a individuos saudaveis ou com periodontite
do adulto. PCR mostrou-se eficaz para identificar e distinguir cepas de maxima e
minima leucotoxicidade de A. actinomycetemcomitans. Diante dos dados obtidos, os
autores destacaram a importancia de se identificar e diferenciar cepas de A.
actinomycetemcomitans na patogénese de certos tipos de periodontites de inicio

precoce e outras formas de doencga periodontal de progressao rapida.
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Haraszthy et al. (2000) avaliaram a importancia da leucotoxicidade de A.
actinomycetemcomitans na patogénese da doenca periodontal. Aplicaram a PCR
para diferenciar cepas de maxima e minima leucotoxicidade, a partir de 1023
isolados recentes por cultura bacteriana de 146 individuos, incluindo, 71 com
periodontite agressiva localizada, quatro com periodontite de inicio precoce, 11 com
periodontite pés-juvenil na forma localizada, 41 com periodontite crdénica e 19
individuos periodontalmente saudaveis. Cepas de maxima leucotoxicidade de A.
actinomycetemcomitans foram encontradas em 55% dos individuos com periodontite
juvenil localizada e 50% em individuos com peridontite de inicio precoce. As
referidas cepas acometeram mais freqientemente individuos jovens (média de idade
de 13,95 anos), ao passo que cepas produtoras de minima leucotoxicidade
estiveram relacionadas a individuos de 6 a 65 anos de idade (média de idade de
35,47 anos). Diante dos resultados, o0s autores concluiram que A.
actinomycetemcomitans de maxima leucotoxicidade foram mais frequentemente
isolados de individuos com periodontite juvenil localizada e periodontite de inicio

precoce, sobretudo em individuos jovens.

Cortelli et al. (2000) avaliaram a prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans em 87 individuos com doenca periodontal avancada na
regido do Vale do Paraiba - SP. Amostras de biofilme dental subgengival foram
coletadas com cone de papel estéril e processadas por cultura bacteriana. Foi
observada prevaléncia de 19,3% de A. actinomycetemcomitans na populacéo
estudada, sendo 12,4% para individuos com doenca periodontal avancada e 6,8%
para individuos com periodontite moderada. Em funcdo dos dados encontrados, 0s
autores destacaram a maior prevaléncia de A. actinomycetemcomitans em

individuos que apresentavam periodontite avancgada.
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Em 2001, Tan avaliou a prevaléncia de A. actinomycetemcomitans de

maxima e minima leucotoxicidade através da PCR em 45 individuos com doenca
periodontal moderada e cinqlienta periodontalmente  saudaveis. A.
actinomycetemcomitans foi isolado de 29 individuos (69%) com doenca periodontal
e quatro saudaveis (7,8%). Todas as amostras positivas foram de A.
actinomycetemcomitans de minima leucotoxicidade, o que levou os autores a supor

a presenca de A. actinomycetemcomitans na microbiota normal de adultos chineses.

Em 2003, Cortelli et al. propuseram a deteccdo de cepas de A.
actinomycetemcomitans, de maxima e minima leucotoxicidade e sua relagcdo com o
tipo de doenca periodontal em 136 individuos diagnosticados com gengivite,
periodontite crbnica e periodontite agressiva. Para tanto, foram obtidos indices
dicotbmicos de biofilme dental e sangramento a sondagem, profundidade de
sondagem e nivel clinico de insercdo em todos os dentes presentes. Foram entéo
selecionados o0s cinco dentes com o0s maiores valores de profundidade de
sondagem, onde foram obtidas amostras de biofilme dental subgengival. Foram
também obtidas amostras extra-sulculares da mucosa jugal e dorso da lingua. A.
actinomycetemcomitans foi cultivado em placas contendo Agar TSBV e,
posteriormente a incubacdo, foram identificados pela morfologia de colénia
caracteristica, coloragdo de Gram e provas bioquimicas. Nas amostras de biofilme
dental subgengival, a expressao de leucotoxina foi avaliada por meio da PCR. A.
actinomycetemcomitans foi isolado de 29,4% dos individuos, onde se observou
estatisticamente relacdo entre o diagnostico periodontal e o resultado da cultura
bacteriana, presenca de cepas de méaxima leucotoxicidade e individuos com idade

inferior a 28 anos e diagnosticados com periodontite agressiva.
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Poulsen et al. (2003) avaliaram a deteccdo da cepa JP2 de A.
actinomycetemcomitans em amostras de biofiime dental subgengival através da
PCR. Os autores relacionam esta cepa, conhecida por sua maxima leucotoxicidade,
a envolvimentos de periodontite agressiva nas formas localizada e generalizada,
bem como sua maior prevaléncia em individuos jovens. Destacaram ainda, a
importancia da deteccao diferencial dessa cepa no estabelecimento do diagndstico

precoce e tratamento das doencas periodontais agressivas.

A deteccdo da mesma cepa de A. actinomycetemcomitans foi mostrada
por Haubek & Westergaard (2004) em uma familia de imigrantes marroquinos com
multiplos casos de periodontite agressiva localizada. A avaliacdo da familia mostrou
cinco jovens com periodontite agressiva localizada. Raspagem dental e
aplainamento radicular foram aplicados e ap6s um ano, a condi¢cdo microbioldgica foi
avaliada. Em apenas um jovem nao foi detectada a cepa JP2 por PCR, podendo
esta auséncia de deteccdo ser relacionada a combinacdo terapia cirdrgica e
antibioticoterapia empregada exclusivamente nesse individuo. Os autores
destacaram a importancia de exames rotineiros em familias com indicios de

periodontite agressiva para o estabelecimento de diagnostico precoce.

Cortelli et al. (2005) analisaram a prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans em pacientes com periodontite crénica. Foram selecionados
66 pacientes. Amostras de biofilme subgengival foram removidas de oito sitios
diferentes de cada paciente. Além disso, amostras da lingua e mucosa foram
coletadas com auxilio de um swab estéril e amostras de saliva também foram
obtidas. A presenca de A. actinomycetemcomitans foi detectada através de cultura e
a PCR foi realizada para deteccdo de A. actinomycetemcomitans de maxima e

minima leucotoxicidade. Os resultados demonstraram a presenca de A.
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actinomycetemcomitans em 63,63% das amostras de sulco gengival, 56,06% das
amostras de saliva e 45,45% das amostras de mucosa. Nao houve diferenca
significativa entre as amostras de saliva e do sulco gengival. Os resultados sugerem
que em periodontite crbnica, a saliva € representativa para a deteccdo de A.

actinomycetemcomitans.

Analisando a prevaléncia de A. actinomycetemcomitans na periodontite
agressiva, Fine et al. (2007) analisaram 1075 adolescentes de 11 a 17 anos. Os
individuos que apresentavam sitios de periodontite agressiva localizada
apresentaram maior prevaléncia de A. actinomycetemcomitans que pacientes
saudaveis. Esses achados sugerem que a deteccdo de A. actinomycetemcomitans
em criancgas pode servir como um fator de risco para o aparecimento de periodontite

agressiva.

Tentando encontrar uma relagdo entre a transmissdao de A.
actinomycetemcomitans em membros de uma mesma familia, Dogan et al. (2008)
selecionaram 66 pacientes com periodontite agressiva (AgP). Foram colhidas
amostras de todos os individuos e realizada cultura para deteccdo de A.
actinomycetemcomitans. Os autores concluiram que individuos com AgP com
presenca de A. actinomycetemcomitans tem grande chance de transmitir esse

microrganismo aos seus parentes.

3.4 Participacdo de Porphyromonas gingivalis na doenca periodontal

P. gingivalis e P. intemedia foram pela primeira vez descritos no manual
Bergey's em 1923, sendo relatados como familia Bacteroidaceae. Posteriormente,

essa familia foi subdividida em trés géneros, Bacteroides, Fusobacterium e
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Leptotrichia. Como produtoras de acidos e com caracteristicas de anaerobiose, P.
gingivalis e P. intemedia foram classificadas como Bacteroides. Em 1989 Shah &
Collins propuseram a redefinicho de dois novos géneros, Porphyromonas e

Prevotella.

P. gingivalis € um membro do grupo Bacteroides de pigmento negro. Os
microrganismos deste grupo formam colénias com coloracdo de marrom a preta em
meio de cultura solido e foram inicialmente classificados em uma Unica espécie,
Bacteroides melaninogenicus. Posteriormente foi reconhecido que, Bacteroides de
pigmento negro compreendiam espécies assacaroliticas (P. gingivalis), espécies
com nivel intermediario de fermentacdo de carboidratos (P. intermedia) e outras

altamente sacaroliticas (Prevotella melaninogenica) (Socransky, Haffajee, 2002).

7z

P. gingivalis é um bastonete curto, Gram-negativo, anaerobio, nao
esporulado, ndo-fermentador de carboidratos, freqiientemente isolado de amostras
de biofilme dental subgengival de individuos com diversas formas de doenca
periodontal, incluindo periodontite crénica (Samaranayake, 1996). Seu papel na
patogénese da doenca periodontal baseia-se, em parte, no fato de ser isolado em
reduzidas propor¢des no sulco gengival de individuos periodontalmente saudaveis,
sendo encontrado numa prevaléncia elevada em quadros de inflamacéao dos tecidos

periodontais (Zambom, 1996).

Um importante fator de viruléncia de P. gingivalis é o polissacarideo
capsular, que, em geral, confere diversas vantagens as bactérias, principalmente a
capacidade de inibir fagocitose pelas células imunes do hospedeiro. Acredita-se,
baseado em estudos de ultra-estrutura de P. gingivalis (Okuda, Takazoe, 1974;
Yoshimura et al., 1985, Lee et al.,, 1992; Njoroge et al., 1997), que cepas néo-

virulentas tendem a apresentar quantidade muito menor de material capsular
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extracelular do que as cepas virulentas. Além disso, a capsula polissacaridica de P.

gingivalis favorece também na aderéncia celular (Zambom,1996).

Kawada et al. (2004) analisaram a prevaléncia de P. gingivalis na doenca
periodontal através da técnica de PCR - real time. Foi constatado que a cada
milimetro de aumento da profundidade da bolsa periodontal, a concentracdo de P.
gingivalis aumentava 10 vezes. Foi constatada ainda uma significante diferenca
entre a propor¢cdo de P. gingivalis antes e apos o tratamento. Esses resultados
sugeriram que o numero absoluto e relativo de P. gingivalis na bolsa periodontal esta
associado ao estagio em que se encontra a periodontite, e que a analise quantitativa

€ importante na escolha da correta terapia periodontal.

Existe ainda uma relacdo entre a diabetes tipo Il e a prevaléncia de P.
gingivalis na bolsa periodontal. Makiura et al. (2008) estudaram 30 pacientes com
diabetes tipo Il que receberam raspagem subgengival e analise microbioldgica
através da PCR. Além disso, foram analisados a profundidade da bolsa,
sangramento a sondagem e parametros metabdlicos como hemoglobina glicosada,
glicemia, colesterol total e triglicérides. Os resultados mostraram que houve uma
grande melhora nos parametros clinicos apés o tratamento juntamente com uma
reducdo na concentracdo de P. gingivalis, diminuicdo esta detectada mais

frequentemente em individuos com aumento da hemoglobina glicosada.

3.5 Participacdo de campylobacter rectus na doenca periodontal

O género Campylobacter apresenta 13 espécies diferentes, das quais
sete sdo encontradas no sulco gengival. S&o microrganismos relacionados com

doencas em humanos e animais (Moore, Moore, 1994). Os niveis de C. rectus e C.
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gracilis sdo elevados nos sulcos gengivais de pacientes com doenca periodontal
moderada e severa, quando comparados a sitios saudaveis (Tanner et al., 1987).
Além disso, C. rectus € um microrganismo relacionado a periodontite inicial (Tanner

et al., 1998).

C. rectus raramente é detectado em amostras de sulco gengival sadio
(Kama et al., 1994). Ele tem sido citado como um periodontopatogeno, entretanto

outras espécies de Campylobacter ndo estdo associadas a periodontite.

Gmur & Guggenheim (1994) avaliaram a presenca de A.
actinomycetemcomitans, C. rectus, P. nigrescens e T. forsythia no biofilme
interdental supragengival de pacientes sem periodontite. Foram selecionados 25
individuos com média de idade de 23,5 anos e coletadas amostras do biofilme
supragengival, entre os dentes primeiro e segundo molares em todos os quadrantes
e realizadas culturas para detecgdo dos microrganismos. P. nigrescens esteve
presente em 100% dos casos, sete amostras apresentavam A.
actinomycetemcomitans. T. forsythia e C. rectus foram encontrados em 48% e 43%
das amostras, respectivamente. Com o0s resultados, os autores levantaram a
hipotese de que esses microrganismos sdo oportunistas e tem como habitat natural

o biofilme supragengival.

Em um estudo em 2000, Macuch & Tanner avaliaram a presenca de C.
rectus em pacientes com saude periodontal e periodontite. Os resultados
demonstraram que C. rectus estava mais prevalente em pacientes com periodontite,
guando comparados com pacientes que apresentavam periodonto saudavel. Esses
resultados confirmaram a relacdo entre a presenca de C. rectus e doenca

periodontal.
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Yokoyama et al. (2008) realizaram um estudo demonstrando a relagéo

entre os niveis de C. rectus e a situacdo periodontal de pacientes gravidas. Foram
coletadas amostras de saliva ndo estimulada de 22 mulheres gravidas e 15 néao
gravidas. Profundidade da bolsa e sangramento a sondagem foram obtidos. Foi
realizada a técnica de PCR real-time para quantificar a concentracdo do
microrganismo nas amostras de saliva, além disso, a concentracdo de estradiol foi
medida na saliva. A média de idades, o numero de dentes e o niumero de bactérias
na saliva de ambos os individuos foram semelhantes. A quantidade de pacientes
com bolsa maior que 4 mm e com presenca de estradiol na saliva foram
significantemente maiores nas pacientes gravidas. O numero de sitios que
apresentavam sangramento a sondagem e a concentragcdo de C. rectus foram
maiores nas pacientes gravidas, mas nao apresentaram diferencas estatisticas.
Houve uma relacéo direta entre os niveis de estradiol e a presenca de C. rectus, e
entre os niveis de C. rectus e a quantidade de sitios com bolsa maior que 4 mm em

mulheres gravidas.

3.6 Prevaléncia de A. actinomycetemcomitans, P. gin  givalis e C. rectus na

doenca periodontal

Soder et al. (1993) propuseram a utilizacdo de sonda de DNA especifica
para deteccdo de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia,
Treponema denticola, Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum e
Campylobacter rectus em 20 individuos diagnosticados com periodontite avancada.
Foram obtidas de nove a dez amostras de biofilme dental subgengival de cada
individuo, totalizando 198 sitios avaliados. A. actinomycetemcomitans foi detectado

em pelo menos um sitio em 75% dos individuos, P. gingivalis em 95%, P. intermedia
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e C. rectus em 90% e T. denticola, E. corrodens e F. nucleatum foram detectados
em todos os individuos. Quando foram avaliadas as 198 amostras, observou-se
prevaléncia de 25% para A. actinomycetemcomitans, 51,5% para P. gingivalis,
64,1% para P. intermedia, 60,6% para T. denticola, 72,9% para E. corrodens, 74,7%
para F. nucleatum e 65,7% para C. rectus. Apos andlise dos resultados, os autores
destacaram a infeccdo multibacteriana que ocorre em casos de periodontites com

alto grau de destruicao tecidual.

Em 1995, Slots et al. avaliaram a deteccdo de periodontopatégenos de
amostras subgengivais por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em individuos
com doenca periodontal avancada. Apos o processamento das amostras, 36,8% dos
individuos apresentaram A. actinomycetemcomitans, 54,3% T. forsythia, 54,3% C.
rectus, 63,9% E. corrodens, 84,5% P. gingivalis e 73,6% P. intermedia. Em funcgao
do exposto, os autores demonstraram a capacidade de deteccdo de patdégenos
periodontais pela PCR e destacaram a elevada prevaléncia de P. gingivalis e P.

intermedia em individuos com doenca periodontal avancada.

Em 1996, Steenbergen et al. conduziram um estudo comparativo sobre a
eficacia na deteccdo de A. actinomycetemcomitans, P. intermedia e P. gingivalis
entre cultura bacteriana e sonda de DNA. Amostras de biofilme dental subgengival
foram coletadas de vinte individuos com doenca periodontal moderada ou avangada.
Quatro coletas foram realizadas por individuo e simultaneamente avaliadas em
cultura bacteriana com meio seletivo para cada microrganismo de interesse e sonda
de DNA. A sonda de DNA foi mais sensivel na deteccdo de A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis. P. intermedia foi detectada mais
frequentemente com cultura bacteriana. Diante dos resultados analisados, os

autores destacaram a discrepancia existente na deteccéo de patdégenos periodontais
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por cultura bacteriana e sonda de DNA, bem como a possibilidade de ocorréncia de

falso positivo e falso negativo na deteccédo microbioldgica por sonda de DNA.

Ashimoto et al. (1996) avaliaram a presenca de oito patdgenos
periodontais em amostras subgengivais de individuos com gengivite e periodontite
através da PCR. Apos extracdo de DNA das amostras bacterianas e sua respectiva
amplificacdo através de primers especificos para cada espécie bacteriana
pesquisada, foi obtida prevaléncia para os casos de periodontite e gengivite de 30%
e 14% para A. actinomycetemcomitans, 86% e 18% para T. forsythia, 74% e 52%
para C. rectus, 80% e 70% para E. corrodens, 70% e 10% para P. gingivalis, 58% e
12% para P. intermedia, 52% e 20% para P. nigrescens e 54% e 16% para T.
denticola respectivamente. Em funcéo dos resultados, os autores encontraram forte
associacdo dos patogenos pesquisados com doenca periodontal e considerou a
deteccdo de patdgenos periodontais através de PCR baseada na amplificacdo da
regido 16S do RNA ribossébmico uma técnica eficaz e importante no diagnéstico

microbiano periodontal.

Garcia et al. (1998) testaram a efetividade de deteccdo rapida de A.
actinomycetemcomitans, P. intermedia e P. gingivalis através da utilizacdo da
técnica multiplex PCR. Apés extracdo de DNA de amostras subgengivais obtidas de
individuos com doenca periodontal ndo tratada, foi realizada amplificacédo a partir de
primer caracteristico de patdgenos periodontais. Os resultados mostraram
efetividade da técnica na deteccdo dos microrganismos citados, podendo essa ser

utilizada para deteccéo rotineira na clinica.

Em 2000, Lopez avaliou a ocorréncia de A. actinomycetemcomitans, P.
intermedia e P. gingivalis em individuos portadores de doenca periodontal avancada.

Para tanto, amostras subgengivais foram coletadas de 56 individuos, em quatro
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sitios previamente selecionados, dois apresentando doenca periodontal ativa e dois
com doenca periodontal inativa. Apos hibridizacdo com sondas gendmicas de DNA,
observou-se prevaléncia de 75% de P. gingivalis nos sitios com atividade de doenca
periodontal e 59,7% nos sitios inativos; 6,25% de A. actinomycetemcomitans em
sitios ativos e 12,5% em inativos e, 49,1% de P. intermedia para sitios ativos e
30,3% para sitios inativos. Em funcéo dos resultados encontrados, o autor destacou
existir relacdo entre P. intermedia e P. gingivalis em casos ativos ou inativos de

periodontite avancadas, relacdo ndo observada para A. actinomycetemcomitans.

Em 2001, Hamlet et al. através da aplicacdo de reacdo ELISA,
determinaram a distribuicdo de A. actinomycetemcomitans, P. intermedia e P.
gingivalis em uma populacdo de 504 individuos australianos. Apds anélise de 6030
amostras de biofilme dental, A. actinomycetemcomitans apresentou a maior
prevaléncia, (22,8% dos individuos) seguido por P. gingivalis e P. intermedia (14,4%
e 9,5% dos individuos respectivamente). A maioria dos individuos (83%) apresentou
infeccdo por um Unico patdgeno. A presenca de A. actinomycetemcomitans foi
predominantemente observada em individuos com menor faixa etaria, contrario a
prevaléncia de P. gingivalis e P. intermedia predominantes em faixas etarias mais
avancadas. Apos andlise dos resultados, os autores destacaram a presenca de A.
actinomycetemcomitans, P. intermedia e P. gingivalis como membros da microbiota

subgengival de individuos australianos.

Em 2002, Avila-Campos & Veasquez-Meléndez determinaram a
prevaléncia de periodontopatdogenos em individuos com doenca periodontal e
saudaveis da cidade de Sao Paulo, SP, Brasil. Coletas microbiolégicas subgengivais
foram realizadas em 100 individuos (50 com doenca periodontal e 50 saudaveis) e,

apos extracdo de DNA, tiveram seus produtos amplificados pela PCR através de
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primers especificos para A. actinomycetemcomitans, T. forsythia, P. gingivalis, C.
rectus, E. corrodens, P. intermedia, F. nucleatum e T. denticola. A deteccao
bacteriana em individuos saudaveis e com doenca periodontal foi de 70% e 90%
para A. actinomycetemcomitans, 30% e 82% para T. forsythia, 66% e 78% para P.
gingivalis, 48% e 80% para C. rectus, 50% e 80% para E. corrodens, 64% e 84%
para P. intermedia, 92% e 96% para F. nucleatum e 32% e 60% para T. denticola.
Diante dos resultados, os autores apontaram uma diferenca significativa na
prevaléncia dos patdgenos citados em casos de saude e doenca periodontal,

mesmo diante de relativas prevaléncias em individuos periodontalmente saudaveis.

Takeuchi (2003) estudou a prevaléncia de periodontopatégenos em 50
individuos com periodontite agressiva (10 localizada e 40 generalizada), 35 com
periodontite crbnica generalizada e 18 saudaveis na populacdo japonesa. A.
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Campylobacter rectus, P. gingivalis,
Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e Treponema denticola foram avaliadas
por PCR, sendo A. actinomycetemcomitans, T. forsythia e P. gingivalis ainda
quantificados por cultura bacteriana. O autor concluiu que P. gingivalis foi o
periodontopatégeno predominante em casos de periodontite agressiva e T. forsythia,
C. rectus e T. denticola foram comumente encontrados em individuos com
periodontite cronica. O autor destacou ainda, elevada a presenca de A.
actinomycetemcomitans (20% nos casos de periodontite agressiva localizada e

17,5% nos casos generalizados) na populacao estudada.

Também fazendo uso da PCR para detectar e cultura bacteriana para
quantificar, Dogan et al. (2003) determinaram a prevaléncia de periodontopatégenos
em uma amostra representativa da populacado da Turquia. Foram obtidas amostras

de biofilme dental subgengival de individuos com periodontite agressiva localizada e
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generalizada, periodontite crénica e individuos periodontalmente saudaveis. A.
actinomycetemcomitans, T. forsythia, Campylobacter rectus, P. gingivalis, Prevotella
nigrescens e Treponema denticola foram freqiientemente detectados em individuos
com qualquer patologia periodontal. A. actinomycetemcomitans mostrou-se o

patdogeno mais prevalente em casos de periodontite agressiva.

Utilizando PCR em tempo real, Nonnenmacher (2005) realizou um estudo
quantificando microrganismos de pacientes com doenca periodontal. Foram
coletadas 83 amostras de sulcos gengivais de pacientes com periodontite e 43
amostras de pacientes periodontalmente saudaveis. Os resultados mostraram que
pacientes com saude apresentaram-se positivos para a maioria dos patdégenos
periodontais, entretanto a quantidade desses microrganismos foi muito menor que

em pacientes com periodontite.

Calabrese et al. (2007) detectaram a presenca de A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis e Treponema denticola no calculo periodontal.
Foram selecionados individuos com grande quantidade de calculo dental, na regiao
anterior, apresentando doenca periodontal moderada. Amostras foram preparadas
para visualizacdo em microscopia eletronica de transmissdo. T. denticula foi a
espécie mais prevalente. A. actinomycetemcomitans foi raramente encontrado. Os
autores concluiram que o calculo dental parece ser capaz de manter patbgenos
periodontais ativos e consequentemente ser um fator de risco para a instalagao de

doenca periodontal.

Kulekci et al. (2008) analisaram a presenca de periodontopatégenos em
criangas com denticdo mista e salde periodontal. Foram colhidas salivas de 41
criancas com idade entre seis e treze anos. A identificagdo das bactérias foi

realizada através da PCR. P. nigrescens foi a espécie mais frequentemente
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encontrada (80%), seguida de T. denticola (32%), A. actinomycetemcomitans (24%)

e P. gingivalis (12%). P. intermédia e T. forshythia ndo foram detectados.

3.7 Classificagcéo das doencas periimplantares
3.7.1 Mucosite periimplantar

Séao reacOes inflamatorias reversiveis nos tecidos moles ao redor dos

implantes (Albrektsson et al., 1994; De Boever, De Boever, 2006).

A classificagdo da mucosite periimplantar esta baseada nas

manifestacdes clinicas que séo (Esposito et al.,1998; Mombelli, Lang,1998):

a) mucosite periimplantar: € uma lesdo inflamatoéria reversivel confinada

aos tecidos moles superficiais;

b) mucosite hiperplasica: € uma inflamacao exuberante, frequentemente
encontrada em conjungdo com componentes protéticos soltos. Comum
em overdenture, possivelmente como resultado de uma mudanca na
microflora, mas também pode ser observado durante o tratamento com

dilantina sédica, um agente anticonvulsivante;

c) abcesso mucosal: é uma colecdo circunscrita de pus na mucosa
periimplantar, freqientemente encontrado quando particulas densas de

alimento penetram e sao retidas em sulcos perriimplantares profundos;

7

d) fistulacdo: ¢é frequentemente encontrada em conjungdo com
componentes protéticos soltos. E, também, o resultado final de

abscesso mucosal ndo-tratado.
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2.7.2 Periimplantite

A periimplantite € definida como um processo inflamatorio que afeta os
tecidos ao redor de um implante osseointegrado, resultando em perda do osso de
suporte (Albrektsson et al., 1994). Periimplantite tem sido considerada como uma
infeccdo sitio-especifica que tem muitos padrdes em comum com a periodontite

cronica (Mombelli et al.,1987; Pongnarisorn et al., 2007; Régo et al., 2007).

A periimplantite € diagnosticada quando ocorre progressiva perda de 0sso
periimplantar que excede os limites de tolerancia de reabsorcédo de osso depois do
sucesso da osseointegracdo do implante, ou seja, a média de perda Ossea vertical
ao redor do implante ndo deve ser maior que 0,2 mm anualmente (Smith, Zarb,

1989).

Existem dois tipos de falhas na osseointegracao: a falha precoce, onde a
falha ocorre antes mesmo da colocacédo da prétese, causada por erro na cirurgia,
super aquecimento, auséncia de estrutura éssea suficiente, carga prematura ou
infecgao (Adell et al., 1981; Tonetti, 1994); e a falha tardia, onde a estabilidade da
osseointegragcdo ndo é mantida, implicando um processo que causa perda da

osseointegragdo, ou seja, ocorrem apos a colocagao da protese sobre o implante.

Existem evidéncias de que patdégenos periodontais, principalmente
agueles do grupo dos anaerébios Gram-negativos, possuem um importante papel no

desenvolvimento da periimplantite.

Segundo Mombelli & Lang (1998) os parametros para o diagnéstico da

periimplantite s&o:

a) profundidade de sondagem acima de 5 mm;

b) sangramento a sondagem;
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C) supuracao;
d) perda 6ssea superior a 0,2mm ao ano;
e) altos niveis de periodontopatbgenos como  aggregatibacter
actinomycetemcomitans, porphyromonas gingivalis e prevotella

intermedia.

A prevaléncia de mucosite € em torno de 80% dos individuos restaurados
com implantes, e periimplantite varia de 28 a 56%. Os fatores de risco incluem:

higiene oral deficitaria, historia de periodontite, diabetes e fumo (Lindhe et al., 2008).

Ferreira et al. (2006) avaliaram a prevaléncia de doenca periimplantar em
individuos brasileiros. Foram estudados 212 individuos reabilitados com implantes
osseointegrados. A prevaléncia de mucosite e periimplantite foi de 64,6% e 8,9%
respectivamente. Individuos com saude periimplantar apresentaram baixo indice de
placa e menos sangramento a sondagem. A presenca de periodontite e diabetes
foram associadas a um maior risco de desenvolvimento de periimplantite. Esse
estudo concluiu que a presenca de periodontite, a diabetes e a falta de higiene

contribuem para aumentar o risco de desenvolvimento de doencga periimplantar.

De acordo com Heuer et al. (2007), a formagao do biofilme ao redor de
implantes dentarios € um pré-requisito para o aparecimento da periimplantite, mas a
aderéncia celular ao redor dos implantes através dos hemidesmossomas reduz o

risco de formacéo de bolsa perimplantar.

Serino & Strom (2008) avaliaram a periimplantite em pacientes
parcialmente edentados. Foram selecionados 23 pacientes com sinais clinicos de
periimplantite ao redor de um ou mais implantes dentérios e dentes remanescente
na mesma arcada ou na oposta. Foram obtidos indices de placa (Pl), de

sangramento gengival (GBI), de profundidade de sondagem da bolsa (PPD),
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capacidade do paciente de higienizar os sitios de implantes, e tempo em funcdo. Os
pacientes foram ainda subdivididos em subgrupos: com ou sem periodontite, perda
0ssea ou nao no dente e fumante ou ndo fumante. Treze pacientes apresentavam
perda 6ssea minima ao redor dos dentes e ndo apresentavam periodontite ativa,
cinco apresentavam perda 0ssea superior a um ter¢co da raiz, mas sem sinais de
periodontite ativa e apenas cinco apresentavam periodontite. Seis pacientes eram
fumantes. 74% dos implantes ndo permitiam acesso para higienizacdo. Raramente
um sitio que apresentava condicdes de higiene apresentou periimplantite.
Periimplantite foi um achado freqiiente em pacientes que apresentavam perda 0ssea

nos dentes naturais.

Também em 2008, Aloufi et al. avaliaram a saude periimplantar de
pacientes com periodontite crénica. Foram selecionados 61 individuos com média de
idade de 58 anos. Desses, 31 apresentavam periodontite crénica severa e 30 nao
apresentavam periodontite. Foram realizados exames periodontais de indice de
placa, indice gengival, indice de sangramento, profundidade de sondagem, nivel de
insercédo clinica e perda déssea radiogréfica. Os resultados demonstraram que houve
diferenca significativa na perda de inser¢éo ao redor dos implantes no grupo com
periodontite crbnica severa. Os autores concluiram entdo que em pacientes com
periodontite cronica severa e que irdo se submeter a reabilitagbes com implantes

deve haver um maior controle da saude periimplantar.
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2.8 Microbiota ao redor de implantes dentarios

O conceito de que a composicao da microbiota subgengival em pacientes
parcialmente edentados € um resultado da composi¢cdo da microbiota ao redor do
dente tem sido confirmada em varios estudos (Malmestron et al.,1990; Quirynen et
al.,1996; Fardal et al., 1999; Heuer et al., 2007; Pongnarisorn et al., 2007; Aloufi et
al., 2008). Portanto, a microbiota periimplantar em pacientes parcialmente edentados
depende da flora periodontal dos dentes remanescentes. Da mesma forma como em
pacientes edentados a colonizagdo dos sitios dos implantes com flora especifica
para aquele paciente ocorre logo ap0s os implantes entrarem em contato com o
meio oral (Leonhardt et al., 1993; Leitdo et al., 2005; Heuer et al., 2007). Mengel &
Flores-de-Jacoby (2005) mostraram que € possivel a realizacdo de uma reabilitacéo
com implantes em pacientes submetidos a tratamento de periodontite crbénica e

agressiva, porém deve haver um maior controle.

A microbiota ao redor de implantes de pacientes com periimplantite
apresenta microrganismos periodontopatogénicos, além de espécies oportunistas

como Staphylococcus ssp e Candida ssp (Leonhardt et al., 2003).

O resultado de véarios estudos sugere similaridade entre a microbiota ao
redor dos implantes falhos e a associada com periodontite (Nevins, Langer, 1995;

Jansson et al., 2005; Heuer et al., 2007; Shibli et al., 2007).

Malmestron et al. (1990) e Fardal et al. (1999) concluiram que implantes
colocados em pacientes com historia de periodontite refrataria provavelmente
possuem um maior risco de falha. Entretanto, isso ndo é demonstrado em varios
estudos nesses pacientes, que relatam um indice de sucesso acima de 90%

(Nevins, Langer, 1995; Jansson et al., 2005; Heuer et al., 2007; Shibli et al., 2007).
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O biofilme subgengival associado com a periimplantite € caracterizado por
uma microbiota complexa e densa, onde bastonetes Gram-negativos moveis
constituem a maior proporcdo. A microbiota encontrada em lesdes destrutivas ao

redor do implante se assemelha a periodontite crénica (Shibli et al., 2007).

As falhas de implantes devido a acdo bacteriana tendem a apresentar
altas porcbes de espiroquetas e bastonetes moveis, ja implantes que falharam
devido a acdo de trauma mecanico apresentavam morfotipos bacterianos
semelhantes a implantes saudaveis (cocos e bastonetes ndo-méveis) (Rosenberg et

al.,1991; Heuer et al., 2007; Pongnarisorn et al., 2007).

Uma grande variedade de microrganismos pode ser cultivada de regides
perimplantares de implantes falhos em pacientes parcialmente ou totalmente
edentados. A falha no implante ndo pode estar relacionada a um microrganismo

especifico (Jansson et al., 2005; Heuer et al., 2007).

Mombelli et al. (1987) isolaram grande propor¢cdo de bastonetes
anaerobios gram-negativos em pacientes totalmente ou parcialmente edentados,
especialmente P. intermedia e Fusobacterium. Alcoforado et al. (1990) observaram
alta proporcédo de P. intermedia, P. micros, C. rectus, e espécies de Fusobacterium.
Listgarten & Lai (1999) isolaram T. forsythia (59%), espiroquetas (54%),
Fusobacterium (41%), P. micros (39%) e P. gingivalis (27%) ao redor de implantes

falhos em pacientes parcialmente edentados.

Segundo Quirynen et al. (1990) nenhuma diferenca significativa na
distribuicBo de espécies bacterianas foi encontrada entre implantes e dentes
naturais. A porcentagem de cocos, bastonetes moéveis, espiroquetas e outras
bactérias foi 65.8, 2.3, 2.1 e 29.8% para sitios com implantes e 55.6, 4.9, 3.6, e

34.9% para dentes, respectivamente. Porém, quando a composi¢ao do biofilme nos
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implantes nos pacientes edéntulos totais foi comparada com os dentes ou implantes
de pacientes parcialmente edéntulos, varias diferencas foram achadas: foram
maiores os indices de placa ao redor dos implantes dos edéntulos parciais que em
implantes em edéntulos totais. Os resultados desse estudo sugerem que dentes
podem servir de reservatério para colonizacédo bacteriana dos implantes de titanio na
mesma boca. Isto leva a concluir que pacientes que possuem implantes adjacentes
a dentes naturais com historia previa de doenca periodontal sdo mais susceptiveis a

desenvolverem periimplantite.

Em estudo de Leonardt et al. (1993), 19 pacientes parcialmente
edentados foram seguidos por 3 anos apds a colocacdo de implantes. Pré-
operatoriamente, mais de 30% dos pacientes foram colonizados com A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P. intermedia. Um més apés a colocacdo
dos implantes esses microrganismos foram encontrados ao redor dos implantes,
mas apos 3 anos de avaliacdo, perda 6ssea marginal foi observada em apenas 1
paciente. Esses resultados sugerem que a presenca de patdégenos periodontais nao

necessariamente resulta no desenvolvimento de periimplantite.

Para avaliarem a microbiota periimplantar de pacientes que apresentavam
problemas periodontais antes da instalagdo de implantes dentéarios, Mombelli et al.
(1995) selecionaram vinte pacientes. Através de cultura, antes da instalacdo dos
implantes, quatro pacientes foram positivos para P. gingivalis, 13 para P. intermedia,
dois para A. actinomycetemcomitans, 16 para Fusubacterium e sete para C. rectus.
Apds seis meses do implante exposto na cavidade oral, dois pacientes
apresentaram P. gingivalis, seis apresentavam P. intermedia. Fusobacterium esteve
presente em 13 periimplantes, quatro pacientes mostraram evidéncias de C. rectus.

Em nenhum periimplante foi encontrada a presenca de A. actinomycetemcomitans.
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Objetivando analisar a microbiota ao redor de implantes osseointegrados
de pacientes edéntulos com historia de doenca periodontal, Danser et al. (1997)
selecionaram vinte pacientes. A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis ndo foram
detectados, P. intermedia, Peptostreptococcus ssp e Fusobacterium ssp mostraram-
se mais prevalente. Campylobacter rectus e Pseudomonas foram detectados em

menor frequéncia.

Lee et al. (1999) avaliaram a microbiota da lingua, dentes e de implantes
dentarios antes e ap0s a colocacdo de implantes. Foram selecionados dez pacientes
edentados e 11 parcialmente dentados. Houve semelhanca na prevaléncia de
microrganismos em implantes e dentes. A quantidade de microrganismo encontrada
na lingua foi maior, entretanto as espécies foram similares. Nao houve diferenca
significativa entre a microbiota da lingua de pacientes edentados e parcialmente
dentados. Mais espécies de microrganismos foram encontradas na lingua antes da

colocacao dos implantes.

Sumida et al. (2002) analisaram a transmissdo de bactérias da doenca
periodontal para regido de implantes dentarios. Através da PCR detectaram a
transmissao de P. gingivalis e P. intermedia de bolsas periodontais para regides de
periimplante. Os autores indicaram a remocdo desses periodontopatégenos das

bolsas periodontais, antes da colocagédo de implantes dentarios.

Em periimplantite induzida Shibli et al. (2003) avaliaram a microbiota e a
perda 6ssea radiografica de 36 (9 de titanio comercialmente puro, 9 tratados com
plasma spray de titanio, 9 com hidroxiapatita e 9 com ataque acido) implantes com
quatro diferentes superficies instalados em mandibulas caninas. Apds 3 meses com
otimo controle de placa, foi realizada a colocacdo dos abutments cicatrizadores. Nos

dias 0, 20, 40 e 60 apds a colocacao de fios de algod&o, amostras microbioldgicas e
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radiografias periapicais foram obtidas. A presenca de A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis, P. intermedia, Campylobacter ssp, Fusobacterium ssp, Streptococcus 3
hemoliticos e Candida ssp foram analisados por meio de cultura. P. intermedia foi
detectado em 13,89% dos implantes no tempo zero e em 100% nos demais tempos
analisados. P. gingivalis ndo foi detectado no inicio, mas ap6s 20 e 40 dias foi
detectado em 33,34% e em 60, 29,3%. Fusobacterium ssp foi detectado em todos os
periodos. Streptococcus ssp foram detectados em 16,67%, 83,34%, 72,22%, e
77,42% dos implantes nos periodos 0, 20, 40, 60 respectivamente. Campylobacter
ssp e Candida ssp nao foram detectados. N&o houve diferenca significativa entre as
superficies. Houve diferenca na composicao da microflora antes e apos a colocacéo
do fio de algoddo, mas nédo houve diferenca estatistica entre os periodos. Além
disso, a perda Ossea radiografica nao foi significante entre as diferentes superficies

estudadas.

Leitdo et al. (2005) analisaram a presenca de A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis e P. intermedia no sulco periimplantar de 19 pacientes parcialmente
edentados através de PCR e ainda avaliaram a profundidade do sulco, sangramento
a sondagem e risco de doenca. Dos individuos estudados, dez apresentavam
historia de doenca periodontal. Foram encontradas amostras desses
microrganismos em sete individuos, dos quais quatro apresentavam histéria de
doenca periodontal. Os resultados sugeriram que mesmo quando ndo existem sinais
significantes de processo inflamatério, a constatagdo da presenca de
periodontopatégenos pode indicar um maior risco ao desenvolvimento da

periimplantite, requerendo um maior controle pos-operatorio destes pacientes.

Com a proposta de comparar a microbiota associada a saude e doenca

ao redor de implantes e dentes, Mengel & Flores-de-Jacob (2005) selecionaram 39
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individuos parcialmente edentados que possuiam um total de 150 implantes. Destes,
15 tinham histéria de periodontite agressiva (GAgP), 12 de periodontite cronica
(GCP) e 12 com saude periodontal. Todos os pacientes foram examinados a cada
trés meses por um periodo de trés anos. Em cada sessao, parametros clinicos de
profundidade de sondagem (PD), recessédo gengival (GR), nivel de insercdo (AL),
indice gengival (Gl) e indice de placa (PI) foram realizados e a composicdo da
microbiota foi determinada através de PCR. Em pacientes com doenca periodontal,
A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P. intermedia foram detectadas em dentes
e implantes no primeiro e terceiro ano. O Gl e PI dos implantes e dos dentes
variaram respectivamente de 0,25 e 0,6 em todos 0s grupos e em todo o periodo
estudado. Além disso, houve um aumento de PD e uma continua perda de insercéo
nos pacientes com GAgP. A perda de insercéo foi maior nos implantes em todos os
grupos. A. actinomycetemcomitans foi detectado em dois pacientes GAgP, enquanto
P. gingivalis e P. intermedia foram prevalentes tanto em individuos com GAgP como
em pacientes com GCP. Radiograficamente foi detectada uma extensa perda 6ssea
nos periimplantes e periodontos dos pacientes GAgP apoés trés anos. Os resultados
demonstraram que a reabilitacdo oral pode ser realizada em pacientes com historia

de periodontite agressiva e cronica.

Utilizando PCR, Devides & Franco (2006) avaliaram a presenca de A.
actinomycetemcomitans, P. intermedia e P. gingivalis em mandibulas edéntulas
antes, quatro e seis meses apos a colocagdo de implantes dentarios suportados por
préoteses. No arco edéntulo, foi encontrado A. actinomycetemcomitans em 13,3%, P.
intermedia em 46,7% e nédo foi encontrado P. gingivalis. Apds quatro e seis meses,

A. actinomycetemcomitans foi encontrado em 60% e 73,3% respectivamente, P.
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intermedia em 46,7% e 53,3% respectivamente e P. gingivalis em 46,7% e 53,3%

respectivamente.

Com o intuito de analisar a prevaléncia de marcadores periodontais e
gene especifico de IL-1 e seus efeitos em individuos que receberam implantes
imediatos, Rabel & Koheler (2006) selecionaram 59 pacientes (18 fumantes) com
periodontite cronica avaliados num periodo pos-operatorio de um ano. Previamente
a extracdo duas amostras de DNA foram obtidas para o diagnostico microbiolégico
de cinco patdgenos anaerébios Gram-negativos (Porphyromonas gingivalis,
Agreggatibacter actinomycetemcomitans Tannerella forshythia, Prevotella intermedia
e Treponema denticola) e identificado o polimorfismo do gene IL-1. Os pacientes
foram tratados com 95 implantes dentarios colocados em sitios de extracdo sendo
que 78 receberam carga imediata. Ap6s um ano, quatro implantes falharam e todos
0s pacientes eram fumantes. Nao houve diferencas na microbiota de paciente
fumantes e ndo fumantes. O cigarro mostrou aumentar o risco de perda do implante.
N&o foi encontrada associagao entre falha do implante e a presenca de polimorfismo
de IL-1. Em conclusdo, segundo o0s autores, sitios infectados ndo sdo contra-

indicacdes para realizagao de implantes imediatos.

Furst et al. (2007) analisaram a coloniza¢do na superficie dos implantes
imediatamente ap0s sua colocacao e doze semanas apoés a cirurgia para comparar a
microbiota periimplantar subgengival e adjacentes a sitios dentarios. Eles verificaram

que a colonizacdo bacteriana ocorre 30 minutos apos a colocagéo do implante.

Analisando a colonizagdo bacteriana ao redor de implantes dentérios,
Heuer et al. (2007) propuseram uma investigacdo quantitativa do biofilme formado
ao redor dos abutments protéticos dos implantes e se A. actinomycetemcomitans e

P. gingivalis estdo presentes no fluido gengival ao redor de implantes dentarios. A
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formacao de biofilme de 14 abutments cicatrizadores, inseridos por 14 dias em dez
pacientes foi analisada quantitativamente pelo método do elétron secondario. PCR
foi utilizado para detectar a presenca ou nao de A. actinomycetemcomitans e P.
gingivalis no fluido gengival. Para essa andlise, amostras de fluido gengival foram
coletadas com o auxilio de cones de papel estéreis de quatro sitios por abutment. A
diferenca entre os biofilmes presentes na superficie supragengival (17,5 +/- 18,3%) e
subgengival (0,8 +/- 1%) foram diferentes estatisticamente. Os dois patdgenos

periodontais estudados ndo estavam presentes em nenhuma das amostras.

Shibli et al. (2008) compararam a composi¢cao microbiana do biofilme sub
e supragengival de individuos com e sem periimplantite. Foram selecionados 44
pacientes com pelo menos um implante na boca em funcdo por aproximadamente
dois anos divididos em dois grupos de 22: um grupo com periimplantite, com
individuos apresentando sitios de periimplantites com defeitos 6sseos > 3 mm,
sangramento a sondagem e/ou supuracdo e 0 grupo controle constituindo de
individuos com periimplante saudavel. Os parametros clinicos avaliados foram:
indice de placa, sangramento a sondagem, profundidade de sondagem e nivel de
insercdo clinica. Amostras de biofilme supra e subgengivais foram removidas do
local mais profundo do sulco periimplantar dos pacientes e analizada a presenca de
36 microrganismos atraves da técnica de hibridizacdo de DNA-DNA checkboard.
Elevada concentracdo de P. gingivalis, T. denticola e T. forsythia foram observados
no grupo com periimplantite, tanto supra como subgengival. A propor¢do dos

patdgenos do complexo vermelho apresentou-se elevada.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento experimental

O presente estudo apresentou as caracteristicas metodologicas abaixo

citadas:
a) Desenho: transversal;

b) Grupos experimentais: periimplantite; periimplante saudavel;

periodontite; periodonto saudavel.

4.2 Considerac0es éticas

A presente pesquisa atendeu a Resolucdo n°196, de 16 de outubro de
1996, do Conselho Nacional de Saude, e ao Codigo de Etica Profissional
Odontolégico (Resolugdo CFO n°042/2003). A todos os individuos recrutados foram
oferecidas explicacbes verbais e escritas sobre os objetivos, método, beneficios e
eventuais riscos relacionados a participacdo na pesquisa (Apéndice A). Assim, 0s
individuos que aceitaram participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice B), previamente avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo seres humanos da CPO - Sdo Leopoldo Mandic sob o niumero
2008/0098 (Anexo A). Todos os participantes foram encaminhados para programas
preventivos ou receberam tratamento periodontal/periimplantar de acordo com suas

necessidades individuais.
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4.3 Populagao do estudo
Todos os voluntarios, provenientes do Servico de Triagem da
Universidade de Taubaté - UNITAU (Departamento de Odontologia), foram

submetidos a anamnese (Anexo D) para obtencdo de informacOes pessoais e

caracterizacao da condicédo de saude geral.

a) Critérios de inclusao:

Sexo: feminino ou masculino;

Idade: entre 27e 62 anos;

NUmero minimo de 8 dentes;

- O minimo de uma protese sobre implante osseointegrado, sob
func@o ha pelo menos um ano e no maximo trés anos; nos grupos
com implante.

b) Critérios de excluséo:

— Tabagismo, etilismo;

— Diabete melito, imunossupresséo, gestacao e lactacéo;

— Envolvimento de bifurcacao: Classes |, 1l ou lll;

— Dispositivos ortoddnticos ou protéticos extensos, moveis ou fixos;

— Tratamento periodontal prévio: periodo de 12 meses;

— Antibibticoterapia local ou sistémica: nos seis meses prévios ao

inicio do estudo;

- Uso regular de anti-sépticos bucais nos seis meses que

antecederam o inicio do estudo.
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4.4 Célculo amostral

Suportados por dados de estudos similares da literatura, foi conduzido um
calculo amostral com auxilio do software Bio Estat 5.0. Foi aplicado o teste
estatistico t de Student para amostras independentes, adotando poder do teste de
80% e nivel a de significancia de 5 %. A partir dos resultados, foi proposta a

utilizacao de 22 individuos em cada grupo.

O presente estudo foi composto de quatro grupos nomeados abaixo,

respeitando os critérios descritos no item 4.7 d (pag. 52):

a) Individuos com periimplantite (n=22);
b) Individuos com periodontite (n=22);
c) Individuos com periimplante saudavel (n=22);

d) Individuos com periodonto saudavel (n=22).

4.5 Exame clinico periodontal

Foram realizadas as medidas de Profundidade de sondagem (PS), indice
de Placa (IP) e indice de Sangramento Gengival (ISG) de Ainamo & Bay (1975),

para os quatro grupos e anotados em uma ficha de avaliagcédo periodontal (Anexo E).

4.6 Acompanhamento pos-estudo dos voluntarios

Todos os individuos incluidos no presente estudo foram encaminhados
para as clinicas de graduacdo e/ou pos-graduacdo em Periodontia da UNITAU para
gue fosse realizada a terapia periodontal ou periimplantar de acordo com as

necessidades individuais. Para o atendimento das demais necessidades
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odontologicas, os individuos foram encaminhados as disciplinas especializadas do
mesmo Departamento. Os individuos saudaveis receberam orientacdo sobre higiene

bucal e habitos alimentares.

4.7 Analise clinica

a) calibragéo dos examinadores:

Cada parametro clinico foi obtido por um Unico examinador cegado em
relacdo ao grupo e previamente calibrado conforme metodologia descrita por Araujo
et al. (2003). Para a variavel continua profundidade de sondagem foi utilizado o EPM
(erro padrao da medida) e para as variaveis categoricas, indice de placa e indice de
sangramento gengival foi utilizado o teste Kappa. O examinador foi considerado

calibrado mediante EPM < 0,8 e K> 0,8 e <0,95.
b) parametros periimplantares avaliados:

Os parametros clinicos utilizados para determinar a condicédo
periimplantar foram obtidos em seis sitios/implante (mesio-vestibular; medio-
vestibular; disto-vestibular; mesio-palatino; médio-palatino e disto-palatino) por um
Unico examinador calibrado e auxilio de sonda periodontal manual* e espelho plano
namero 5 sob Iluz artificial e isolamento relativo do campo operatdrio.
Adicionalmente, a altura da crista 6ssea foi determinada em radiografias periapicais.

Os parametros foram considerados conforme descrigdo abaixo:

1. presenca (1) ou auséncia (0) de placa bacteriana visivel;
2. presenca (1) ou auséncia (0) de sangramento marginal;

3. presenca (1) ou auséncia (0) de sangramento a sondagem;

¥ PCPUNC 15 Hu-friedy Mfg Co Inc. Chigago IL
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4. presenca (1) ou auséncia (0) de supuracao;

5. profundidade de sondagem (mm) - caracterizada pela distancia da
margem periimplantar até o fundo da bolsa ou sulco;

6. presenca (+) ou auséncia (-) de perda 6ssea = 3mm. Radiografias
periapicais foram obtidas utilizando-se peliculas radiograficas simples
por meio da técnica do paralelismo e reveladas em processadora
automatica. Com auxilio do software Imagelab, um Unico examinador
realizou as mensuracbes da distancia entre o conector e a crista

0ssea nas radiografias ja digitalizadas.

c) parametros periodontais avaliados:

Independente do grupo todos os participantes foram periodontalmente
examinados pelo mesmo pesquisador calibrado, sendo as mensuracdes obtidas em
seis pontos por dente (mesio-vestibular; medio-vestibular; disto-vestibular; mesio-
palatino; médio-palatino e disto-palatino), em todos os dentes presentes excetuando-
se os terceiros molares, também com auxilio de uma sonda periodontal manual*: Os

parametros avaliados estao descritos abaixo:

1. profundidade de sondagem (PS) - distdancia em mm entre a margem
gengival e o fundo do sulco/bolsa periodontal,

2. nivel de insercdo clinica (NIC) - distancia em mm entre a juncdo
cemento-esmalte e o fundo do sulco/bolsa periodontal,

3. presenca (1) ou auséncia (0) de placa bacteriana visivel;

4. presenca (1) ou auséncia (0) de sangramento gengival;

5. presenca (1) ou auséncia (0) de sangramento a sondagem;

¥ PCPUNC 15 Hu-friedy Mfg Co Inc. Chigago IL
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6. presenca (1) ou auséncia (0) de supuracao;

7. presenca (+) ou auséncia (-) de perda Ossea alveolar. Radiografias
periapicais foram obtidas utilizando-se peliculas radiograficas simples
por meio da técnica do paralelismo e reveladas em processadora
automatica. Com auxilio do software Imagelab, um Unico examinador
realizou as mensuracgdes da distancia entre a juncédo esmalte-cemento
e a crista 6ssea nas radiografias ja digitalizadas. Considerou-se
normal uma distancia de até 2mm entre a juncdo esmalte-cemento e a

crista 6ssea alveolar.

d) classificacao dos individuos:

Periimplantite: Individuo com no minimo um sitio periimplantar com
sangramento e/ou supuracdo a sondagem, perda éssea radiografica maior que 3
mm a partir da linha do conector protético, e defeito ésseo em forma de célice
(Mombelli, Lang, 1998). Sitios dentarios sem lesbes ativas de céarie e/ou doenca

periodontal.

Periimplante saudavel: auséncia de qualquer sitio periimplantar com
mucosite ou periimplantite, de acordo com 0s mesmos parametros anteriormente
descritos em qualquer um dos seus implantes. Sitios dentarios sem lesdes ativas de

carie e/ou doenca periodontal.

Periodontite: individuos que apresentem no minimo 4 sitios com
profundidade de sondagem maior ou igual a 4 mm e nivel de insergdo clinica maior
ou igual a 3 mm, distribuidos em dentes diferentes segundo critérios estabelecidos

por Lopez et al. (2002). Auséncia de implantes osseointegrados.
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Periodonto saudavel: Individuo com média de perda de insercéo clinica <
1,5 mm; auséncia de sitios com perda de insercdo clinica de > 2 mm; auséncia de
inflamacédo gengival e perda Ossea alveolar (Cortelli et al., 2008). Auséncia de

implantes osseointegrados.

4.8 Andlise microbioldgica
4.8.1 Obtengdo das amostras microbiologicas

Em todos os grupos foram realizados coletas microbiolégicas intra-
sulculares dos sitios mesio-vestibulares dos dentes e implantes correspondentes,

empregando para isto, cone de papel absorvente autoclavado n30 (Dentsply ®).

Neste procedimento, cada sitio periodontal ou periimplantar selecionado
foi isolado com roletes de gaze esterilizada e o biofilme dental supragengival foi
removido com algodao esterilizado. Um cone de papel foi inserido na por¢cdo mais
apical do sulco periodontal ou periimplantar e mantido em posi¢cao por 60 segundos
(Cortelli et al.,, 2005). Em seguida, o cone de papel foi colocado em um unico
microtubo tipo Eppendorf” contendo 1,5 mL de solucdo de Ringer reduzida e
transportados ao laboratorio de Biologia Molecular da UNITAU. As amostras foram

mantidas a temperatura de - 80°C até o seu processamento.

Para todos os grupos ndo foram realizadas coletas microbiol6gicas em

sitios com supuracdo espontanea ou a sondagem.
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4.8.2 Analise microbiologica pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
Espécies bacterianas pesquisadas:
a) campylobacter rectus;
b) aggregatibacter actinomycetemcomitans;
c) porphyromonas gingivalis
Processamento das amostras:

a) extracdo de DNA gendmico : Para o procedimento de extracdo do DNA

gendmico, os microtubos (contendo cones de papel) foram homogeneizados em
agitador mecanico por 15 segundos (Vortex”, Phoenix, AP56). Ap6s esta etapa,
500uL de cada amostra foram transferidos para um novo microtubo previamente
identificado, e esse submetido a centrifugacdo por dez minutos (12000rpm). Ao
término do processo de centrifugacdo, o sobrenadante foi removido e 200uL de
Matriz comercial de extracdo e purificacdo de DNA (Instagene, Bio-Rad") foram
adicionados ao pellet formado. Ap6s homogeneizacdo por 15 segundos, o microtubo
foi mantido em banho-maria por trinta minutos a 56°C. Em seguida, o microtubo foi
novamente homogeneizado por trinta segundos e entdo mantido por oito minutos em
banho-maria a 100°C. Ao término desse periodo, a conclusdo do processo de
extracdo e purificacdo deu-se pela homogeneizacdo por trinta segundos e

centrifugacéo por trés minutos (12000rpm).

b) deteccdo dos periodontopatdégenos: As amostras foram amplificadas

para a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se primers
especificos para identificacdo das cepas de C. rectus, sense: 5-
TTTCGGAGCGTAAACTCCTTTTC-3, e antisense: 5'-

TTTCTGCAAGCAGACACTCTT-3, A. actinomycetemcomitans, sense: 5'-
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AAACCCATCTCTGAGTTCTTCTTC-3,, e antisense: 5'-
ATGCCAACTTGACGTTAAAT-3’ e P. gingivalis sense: 5'-
AGGCAGCTTGCCATACTGCGG-3' e antisense: 5'-ACTGTTAGCAACTACCGATGT-
3.

A PCR foi realizada em um termociclador tipo Mastercycler Gradient
(Eppendorf”) com as seguintes especificacdes: Um ciclo inicial a 94°C/5min, 35
ciclos 94°C/30seg, 55°C/30seg, 72°C/1min, e um ciclo final de 72°C/5min. Para a
analise dos produtos amplificados pela PCR foi empregada eletroforese em gel de
agarose a 1,5% corados com SYBR Safe™ (Invitrogen®). A eletroforese foi
conduzido a 5V/cm? em solucdo tamponada (TAE) por 120min. A visualizagéo dos
produtos gerados pela amplificacdo pela PCR foi realizada em camara de irradiacao
ultravioleta (UV). Marcador de peso molecular (Ladder 100 - Invitrogen"), bem como,
controles positivos e negativos foram empregados em todos o0s géis, para a
confirmacdo dos resultados obtidos pela PCR. Os geéis foram fotografados e

comparados com os produtos amplificados a partir de cepas padrao.

4.9 Anélise estatistica

Apos o término do processamento dos dados, os mesmos foram
submetidos a um tratamento estatistico especifico. Para tanto, foi adotado o nivel de
significancia de 95% (a = 0,05) e com auxilio dos softwares Bioestat 5.0 e SPSS
11.0, a analise foi conduzida. Inicialmente a caracteristica da distribuicdo amostral

foi testada e em todas as andlises foi aplicado o teste Qui-quadrado.
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5 RESULTADOS

Foram incluidos no presente estudo 88 individuos de ambos os sexos, de
acordo com os grupos estabelecidos (Quadro 1). A caracterizacao dos individuos em

funcdo dos parametros clinicos profundidade de sondagem (PS), indice de placa (IP)

e indice de sangramento gengival (ISG) encontra-se expressa no Quadro 2.

Periimplantite Periodontite Periimplante Periodonto

Saudavel Saudavel

(MI£ DP) (MI£ DP) (Ml DP) (MI£ DP)
Masculino 5 5 8 5
Feminino 17 17 14 17
22 22 22 22

Total
(47,59+11,9) (35,09+7,29) (44,45x17,74) (32,45+7,28)

Quadro 1 - Distribuicao da populagéo estudada. Ml - Média de idade; DP - Desvio padréo

PS IP ISG
(Média £ DP) (Média = DP) (Média £ DP)

Periimplantite 4,98 0,33 0,44
+2,03 +0,41 +0,39

Periodontite 3,48 0,72 0,53
+0,61 +0,19 +0,24

Periimplante Saudavel 3,39 0,48 0,33
+1,09 +0,47 +0,36

Periodonto Saudavel 2,10 0,64 0,32
+0,21 +0,50 +0,21

Quadro 2 - Distribuicdo média dos parametros clinicos profundidade de sondagem (PS),
indice de placa (IP) e indice gengival (ISG) em func¢éo dos grupos incluidos no
presente estudo. DP - Desvio padréo.
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Apds completa leitura e interpretacdo dos géis de agarose para C. rectus

(figura 3), A. actinomycetemcomitans (figura 4) e P. gingivalis (figura 5), inicialmente,
foi proposta uma avaliagao da prevaléncia de C. rectus, A. actinomycetemcomitans e
P. gingivalis em cada grupo incluido no presente estudo. Para os individuos
portadores de periimplantite, C. rectus e P. gingivalis apresentaram-se mais
prevalentes (p<0,05) em comparacdo a A. actinomycetemcomitans. Nos individuos
acometidos por periodontite, C. rectus foi o patégeno mais prevalente (p<0,05),
seguido por P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans sucessivamente. Para 0s
individuos com periodonto e periimplante saudaveis, C. rectus foi o patdégeno

isoladamente mais (p<0,05) frequiente (figura 1).

Posterior a analise intra-grupos, foi proposta uma analise inter-grupos
para a prevaléncia dos patdgenos periodontais. Um primeiro agrupamento comparou
0S grupos periodontite com periimplantite (Quadro 3) e em outro agrupamento

comparou-se os portadores de periodonto e periimplante saudaveis (Quadro 4).

Para os grupos com doenca estabelecida, apenas P. gingivalis
apresentou diferenca estatisticamente significativa, estando mais frequente (p<0,05)
nos individuos acometidos por periimplantite em comparac¢do aos com periodontite
(Quadro 3). Ja para o agrupamento de individuos saudaveis, apenas C. rectus,
apresentou-se mais prevalente (p<0,05) no grupo periodonto saudavel em
comparacao ao grupo de periimplante saudavel, estando os demais patdégenos em

frequéncias similares entre esses grupos (Quadro 4).

Finalmente, foi proposta uma analise conjunta da frequéncia bacteriana

entre 0s 4 grupos envolvidos no presente estudo (figura 2).

C. rectus apresentou-se menos prevalente (p<0,05) nos individuos com

perimplante saudavel em comparacdo aos demais grupos avaliados. Para A.
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actinomycetemcomitans, n&o foram observadas diferencas estatisticamente
significantes (p<0,05) entre todos os grupos. Ja P. gingivalis, apresentou-se mais
prevalente no grupo periimplantite, seguido pelo grupo periodontite e por Ultimo nos
grupos periodonto e periimplante saudaveis que se mostraram estatisticamente

(p<0,05) equivalentes (figura 2).

100 A
a0 -
I *
60 -
mCr
H A
40
mPg
20 -
Cl T T T T
Periimplantite Periodontite Periimplante Periodonto
saudavel saudavel

Figura 1 - Distribuicdo percentual da prevaléncia bacteriana isoladamente em cada grupo
(intra-grupo) do presente estudo.

* - Diferenga estatisticamente significativa (p<0,05), maior valor médio - teste Qui-quadrado.
T - Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05), segundo maior valor médio - teste Qui-quadrado.
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C. _ A. _ P. gingivalis
rectus | actinomycetemcomitans

Positivo 19 5 19

Periimplantite Negativo 3 17 3
Frequéncia | 86,36% 22,72% 86,36%

Positivo 20 2 13

Periodontite Negativo 2 20 9

Frequéncia | 90,90% 9,09% 59,09%
p valor 0,9867 0.4097 0.0423

Quadro 3 - Distribuicdo da presenca, auséncia e frequéncia dos patdégenos periodontais
estudados para os individuos portadores de periimplantite e periodontite.

C. _ A. _ P. gingivalis
rectus actinomycetemcomitans
Positivo 13 3 2
Pi’;mgsglte Negativo 9 19 20
Frequéncia 59,09% 13,63% 9,09%
Positivo 19 1 5
Ps,ea:li?;vnet;) Negativo 3 21 17
Frequéncia 86,36% 4,54% 22,72%
p valor 0,0423 0,6000 0,4097

Quadro 4 - Distribuicdo da presenca, auséncia e frequéncia dos patégenos periodontais
estudados para os individuos portadores de periodonto e periimplante
saudaveis.
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Figura 2 - Distribuicdo percentual da prevaléncia bacteriana entre os grupos (inter-grupo) do
presente estudo.

* - Diferenga estatisticamente significativa (p<0,05), maior valor médio - teste Qui-quadrado.
T - Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05), segundo maior valor médio - teste Qui-quadrado.
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Figura 3 - Gel de agarose com primer especifico para C. rectus.

1 - Marcador de peso molecular - Ladder 100; 2 - Controle positivo; 3-19 - Amostras; 20 - Ausénte; 21 - Controle negativo

59



- -21

19

16 17 18

o
—
<
—
(92
—

10 1 Tpeis2

2

Figura 4 - Gel de agarose com primer especifico para A. actinomycetemcomitans.

1 - Marcador de peso molecular - Ladder 100; 2 - Controle positivo; 3-19 - Amostras; 20 - Ausénte; 21 - Controle negativo
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Figura 5 - Gel de agarose com primer especifico para P. gingivalis.

1 - Marcador de peso molecular - Ladder 100; 2 - Controle positivo; 3-19 - Amostras; 20 - Ausénte; 21 - Controle negativo
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6 DISCUSSAO

A doenca periodontal originariamente infecciosa, tem sua progressao
condicionada a fatores como, caracteristicas sociais, fatores sistémicos, fatores

genéticos e composicao microbiana (Nunn, 2003).

A periodontite crbénica, forma mais comum de doenca periodontal,
caracteriza-se pela lenta progressao, com presenca de elevados niveis de biofilme
dental e inflamacdo gengival (Aap, 1999; Page, Schroreder, 1976). Observa-se
prevaléncia de periodontite crénica na populacao adulta em torno de 35% (Albandar

et al., 1999).

Ja a periimplantite corresponde ao processo inflamatorio destrutivo que
afeta os tecidos mole e duro ao redor de implantes osseointegrados, levando a
formacdo de uma bolsa periimplantar e consequentemente, perda 0ssea (Shibli et
al., 2003). Estudos comprovam uma semelhanca na evolugdo da periodontite
cronica com a periimplantite e além disso, demonstram uma semelhan¢ca na
prevaléncia de microrganismos periodontopatogénicos (Leonhardt et al., 2003;

Leitdo et al., 2005; Heuer et al., 2007).

Em pacientes edéntulos, a area subgengival ao redor dos implantes
apresenta principalmente cocos Gram-positivos anaerébios facultativos e bastonetes
nao moveis. Em periimplantes saudaveis, Streptococcus sanguinis e Streptococcus
mitis sdo 0s microrganismos mais predominantes (Mombelli, Lang, 1994). A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis sdo raramente detectados, enquanto P.
intermedia e P. nigrescens sdo mais comuns. A microbiota periimplantar em

pacientes edéntulos é comparado a microbiota que coloniza tecidos moles de
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pacientes edéntulos sem implantes e a subgengival de pacientes periodontalmente
sadios (Gusberti et al., 1985; Nakou et al.,1987; Mombelli et al., 1988; Sordyl et al.,
1995; Danser et al., 1995; Leitdo et al., 2005; Devides, Franco, 2006; Heuer et al.,

2007; Pongnarisorn et al., 2007; Shibli et al., 2007; Rupani et al., 2008).

O A. actinomycetemcomitans € um patdgeno periodontal que pode estar
presente no biofilme subgengival de pacientes saudaveis, mas é mais prevalente na
periodontite agressiva que geralmente é localizada e acomete pacientes jovens. Na

periodontite cronica sua prevaléncia é menor (Cortelli et al., 2003; Fine et al., 2007).

7z

Ja P. gingivalis € um periodontopatbgeno comum em pacientes com
periodontite crénica e esta presente em menor quantidade em pacientes com saude
periodontal (Hamlet et al., 2001; Avila-Campos, Veasquez-Meléndez, 2002). Da
mesma forma, C. rectus parece apresentar grande prevaléncia em pacientes com

periodontite cronica (Dogan et al., 2003; Takeuchi, 2003).

Conhecendo o comportamento clinico da periimplantite o objetivo do
nosso estudo foi estabelecer um comparativo entre a prevaléncia de C. rectus, A.
actinomycetmcomitans e P. gingivalis em pacientes com periimplantite, periodontite,
periimplante saudavel e periodonto saudavel, promovendo uma relacdo entre o0s

microrganismos dentro de cada grupo e comparando 0s microrganismos entre si.

Em pacientes parcialmente edentados o numero total de microrganismos
no periimplante é elevado e a propor¢cdo de bastonetes moveis, espiroquetas e
cocos estdo aumentados quando comparado a pacientes edentados (Quirynen,

Listgarten, 1990; Quirynen et al.,1996).

Ha controvérsia nos estudos comparativos da microbiota subgengival de

implantes em pacientes edéntulos vs. pacientes parcialmente edéntulos. Quirynen &
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Listgarten (1990) acharam um aumento na proporcdo de bastonetes moveis e
espiroquetas em pacientes parcialmente edéntulos. Apse et al. (1989) encontraram
algumas diferencas na composicao bacteriana de implantes e dentes em pacientes
parcialmente edéntulos, indicando que o fluido gengival ao redor dos dentes deve
agir como reservatorio de bactérias que podem colonizar os sitios dos implantes. Em
funcdo desta discrepancia encontrada entre a microbiota subgengival de
perimplantes de pacientes edéntulos e parcialmente edéntulos, nosso estudo
padronizou selecionar somente individuos parcialmente edentados com no minmo
oito dentes, pois apresenta maior semelhanca a pacientes com periodontite crénica

que € também nosso objeto de estudo.

A faixa etaria adotada nesse estudo foi de 27 a 62 anos de idade. Esse
critério foi estabelecido considerando-se a média de idade da populacdo e uma
composicdo homogénea dos grupos. Isso porque a prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans sofre influéncia direta do fator idade, apresentando-se
superior nos individuos com menor faixa etaria (Zambon et al., 1996; Haraszthy et
al., 2000; Haubek et al., 2001; Cortelli et al., 2002; Cortelli et al., 2003). No estudo de
Zambon et al. (1996), os individuos portadores de A. actinomycetemcomitans
produtores de maior quantidade de leucotoxina apresentavam média de idade de
12,7 anos. Haraszthy et al. (2000) observaram maior prevaléncia em individuos com
meédia de 13,95 anos de idade e Cortelli et al. (2003) observaram maior prevaléncia

em individuos com idade inferior a 28 anos.

Durante o estabelecimento dos grupos de pacientes portadores de
implantes dentarios foi necesséario obter certa similaridade. Sabemos que o tecido

perimplantar é formado a partir do epitélio gengival ap6s a colocacdo dos

trasmucosos e da prétese sobre implante (Adell et al., 1981; Branemark et al., 1985;
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Albretsson et al., 1994). Consequentemente, para que fosse possivel avaliar um
periimplante totalmente maduro, cuja cicatrizacdo nao interfirisse na formacao do
biofilme subgengival, selecionamos pacientes com no minimo um ano com a protese
em funcdo. Para ndo ampliarmos as variaveis, esses implantes ndo poderiam estar

com as protese instaladas ha mais de 3 anos.

Para realizacdo desta avaliacdo, alguns cuidados foram observados na
selecdo dos individuos. Situacdes que pudessem influenciar o componente
microbiano, como tratamento periodontal nos ultimos seis meses ou utilizacdo de
antibioticoterapia no mesmo periodo, impossibilitaram os individuos de participar do
estudo. Condi¢cdes que, por qualquer razdo, alterassem a qualidade da resposta
imunologica ou hormonal do individuo também foram consideradas, como
diabéticos, imunossuprimidos, gestantes, lactantes, como comprovado por Makiura
et al. (2008) que ao analisarem a prevaléncia de P. gingivalis em pacientes
diabéticos com periodontite, verificaram a diminuicAo da prevaléncia deste
microrganismo apos o tratamento da enfermidade. Além de obter uma relagéo direta
entre o aumento da glicemia e a concentracdo de P. gingivalis. Yokoyama et al.
(2008) provaram existir um aumento da concentracdo de C. rectus em pacientes
gravidas apds coleta de saliva. Outra condicdo que impossibilitou alguns pacientes
de participarem de nosso estudo foi a presencga do tabagismo. Segundo a literatura,
este habito interfere diretamente na saude periodontal e periimplantar (Serino,
Strom, 2008). Van der Veldem et al. (2003) realizaram um estudo sobre o efeito do
tabagismo na microbiota de pacientes tratados de periodontite. Os resultados
demonstraram que tanto fumantes como ndo fumantes demonstraram melhora no
qguadro clinico apés o tratamento. Nos pacientes ndo fumantes foi encontrada uma

diminuicdo na prevaléncia de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P.
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intermedia, T. forshythia e F. nucleatum. Nos pacientes fumantes os resultados

mostraram apenas uma reducdo na prevaléncia de P. gingivalis.

Para chegarmos a um diagnodstico preciso de doenca ou saude, foi
utilizado examinador calibrado conforme metodologia de Araudjo et al. (2003) e
estabelecidos critérios de saude ou doenca periimplantar de Mombelli & Lang (1998)
e de periodontite ou saude periodontal de Lopes et al. (2002) e Cortelli et al. (2008),

respectivamente.

A diferenca nos valores do parametro clinico de profundidade de
sondagem (PS), principalmente entre pacientes com periimplantite e periimplante
saudavel em relacdo aos pacientes com periodontite e periodonto saudavel
sinalizam o fato comprovado na literatura de que a profundidade de sondagem néo é
uma condi¢do imperativa da ocorréncia de doenca periimplantar uma vez que esta
medida reflete em alguns casos a situacdo em que o implante dentario foi instalado

em relacdo a altura gengival disponivel (Mombelli, Lang, 1998).

A coleta microbiolégica foi realizada nos dois dentes com maior PS
(Savitt, Socransky 1984; Savitt et al., 1991). Estes foram colocados em um mesmo
microtubo. O critério clinico para reduzir o numero de sitios de coleta bacteriana
subgengival por individuo baseou-se na necessidade de dois sitios com presenca de
mais que 3 mm de PS, associado a sangramento gengival para deteccao de A.

actinomycetemcomitans, P. gingivalis e C. rectus (Savitt et al., 1991).

A técnica de PCR foi aplicada para avaliacdo microbiolégica por
apresentar alta sensibilidade (Slots et al., 1995; Steenbergen et al., 1996) e nao

depender da viabilidade do microrganismo para sua detecgéo (Etienne, 2003).
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A PCR foi descrita em 1985 por Mullis, e permitiu ampliar de modo
consideravel a quantidade de DNA do qual se dispbe inicialmente, tornando a
técnica extremamente sensivel. Parte-se de duas sequéncias conhecidas de
oligonucleotideos (primers) que limitam a regido do DNA a ser ampliado. Uma
sequéncia repetida (ciclos) de alteracbes de temperatura permite a separacédo das
fitas duplas de DNA da amostra inicial e producao de fitas complementares por uma
enzima (DNA polimerase) com funcdo de sintese. Apds a ampliacdo do DNA, o
mesmo é visualizado em forma de bandas dispostos em geéis, normalmente de
agarose, em fotografias obtidas por sistemas especificos de captacdo de imagem

(Etienne, 2003).

Antes do processo de amplificagdo com o0s primers para A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis e C. rectus utilizados no presente estudo,
todas as amostras subgengivais foram processadas com primer especifico para o
gene da actina humana. O gene desta proteina pode ser detectado em amostras
contendo material humano, e desta forma, o processamento prévio com primer desta
proteina possibilitou a confirmacédo do sucesso do processo de extragdo do DNA,
bem como, uma confirmacéo da viabilidade da mistura e nimero de ciclos propostos
para a realizacdo da PCR. Todas as amostras originais foram previamente
duplicadas e uma das duas congeladas a —20 °C para assegurar a possibilidade de
repeticdo dos procedimentos microbiolégicos quando da presenga de eventuais

problemas.

Diversos autores preconizaram a realizacdo de 25 a 30 ciclos na
obtencdo de uma amplificacdo suficiente de DNA para originar géis com boa
caracteristica de visualiza¢do e consequente leitura (Ashimoto et al., 1996; Zambom

et al., 1996; Haraszthy, et al., 2000; Cortelli et al., 2003). No entanto, no presente
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estudo, a aplicacdo de 35 ciclos de amplificacdo proporciou géis com bandas mais
visiveis e definidas, equivalente ao protocolo proposto por Garcia et al. (1998). No
presente estudo, o tempo meédio de corrida dos géis foi de 2 horas, tempo suficiente
para obtencdo do posicionamento definitivo das bandas. Este tempo foi similar ao
proposto por Garcia et al. (1998) e superior ao proposto por outros autores
(Ashimoto et al., 1996; Zambom et al., 1996; Haraszthy, et al., 2000; Cortelli et al.,
2003). O maior numero de ciclos e tempos de corrida dos géis empregados neste
estudo pode ser explicado, em parte, pelo volume final de 25ul utilizado na mistura
para realizacdo da PCR em comparagao a outros protocolos que adotaram volume
final de 50 a 100ul (Ashimoto et al., 1996; Zambom et al., 1996; Haraszthy, et al.,
2000; Cortelli et al., 2003). Em todos os géis obtidos, na primeira coluna foi colocado
apenas o marcador de peso molecular, para confirmar sua viabilidade e evitar
resultados falsos negativo. A segunda coluna foi utilizada para amplificacdo do DNA
proveniente de uma cepa padréo da bactéria pesquisada. Dessa maneira, todas as
bandas geradas na eletroforese puderam ser comparadas a um controle positivo,
facilitando a leitura dos géis e eliminando eventuais davidas com relagcdo ao numero
de pares de base do produto gerado. Como controle negativo, a ultima coluna de
cada gel continha a mistura utilizada para as amostras sem o DNA gendémico, com o
volume final igualado com agua deionizada. A aplicacdo desse procedimento foi
fundamental para evidenciar a ndo contaminacdo da mistura empregada na PCR,

bem como dos constituintes dos géis.

Nossos resultados demonstraram uma pequena prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans entre 0s pacientes com periimplantite, periodontite,
periodonto saudavel e periimplante saudavel, ndo havendo diferenca significativa

entre a prevaléncia desses microrganismos entre 0s grupos estudados. Estes
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achados se justificam em funcdo da populacdo estudada por ndés, que representou
individuos com periodontite cronica e periimplantite e ndo periodontite agressiva,

onde o A. actinomycetemcomitans é mais prevalente.

Vérios estudos (Sdder et al., 1993; Zambon et al., 1996; Lopez, 2000;
Haraszthy et al., 2000; Cortelli et al., 2002; Avila-Campos, Veasques-Meléndez,
2002, Cortelli et al., 2002; Cortelli et al., 2003) demostraram maior prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans em regides com maior destruicdo dos tecidos periodontais,
como em periodontites avancadas ou periodontite agressiva, em relacdo a
envolvimentos mais brandos como gengivite ou periodontite crbénica leve e

moderada.

Ja trabalhos como o de Slot et al. (1995) encontraram uma prevaléncia de
36,8% de A. actinomycetemcomitans em pacientes com periodontite, enquanto nos
encontramos uma prevaléncia de 9,09%. Apesar de o referido trabalho utilizar
também o método da PCR, a populacdo estudada foi de pacientes exclusivamente
com periodontite avancada. Resultados semelhantes obtiveram Soder et al. (1993)

que também avaliaram pacientes com periodontite avancada.

Em relacdo a presenca de A. actinomycetemcomitans em periimplantes
doentes e saudaveis, nosso estudo demonstrou uma baixa prevaléncia como nos
outros grupos o que é comprovado na literatura por trabalhos como o de Mombeli et
al. (1995) que avaliaram a microbiota ao redor do periimplante de pacientes sadios
com histéria de doenca periodontal, de todos os periodontopatégenos avaliados, A.
actinomycetemcomitans apresentou a menor prevaléncia; de Lee et al. (1999) que
comparando pacientes parcial e totalmente edentados observaram uma baixa
prevaléncia deste microrganismo; e de Furst et al. (2007) que avaliaram a microbiota

ao redor de implantes saudaveis e constataram, um ano apds a instalacdo da
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prétese, uma prevaléncia de A. actinomycetemcomitans de 4,3%, muito semelhante
a encontrada em nosso estudo. Ja Danser et al. (1997) utilizando cultura para avaliar
a presenca de periodontopatdbgenos em pacientes parcialmente edentados
reabilitados com implantes dentarios ndo encontraram A. actinomycetemcomitans
em nenhuma amostra de biofilme subgengival estudada. Também utilizando cultura,
Shibli et al. (2003) avaliaram a presenca de A. actinomycetemcomitans em
periimplantite induzida em caes. As amostras foram coletadas nos tempos 0, 20, 40
e 60 dias apos a colocacado de fio de algodao ao redor do periimplante para induzir
doenca. Novamente, ndo foi encontrado este microrganismo. Talvez, um método
mais sensivel como a PCR ou a utilizagcdo de uma sonda de DNA pudessem indicar

a presenca deste microrganismo, mesmo que em peguena proporgao.

C. rectus é um microrganismo Gram-negativo de patogenicidade
intermediaria que tem sido relacionado a sitos ativos de doenca periodontal
(Yokoyama et al., 2008). Nosso trabalho revelou uma grande prevaléncia deste
microrganismo em todos os grupos sendo que na periodontite, periimplantite e no
periodonto saudavel, os indices foram altos e ndo apresentaram diferenca
significativa entre si. A Unica diferenca encontrada foi comparando estes grupos com

0 grupo com periimplante saudavel.

Na literatura encontramos dados controversos. Segundo Gmur &
Guggenheim (1994), a prevaléncia de C. rectus em periodontos saudaveis foi de
43%, longe dos nossos 86,36%. Essa diferenca pode ser explicada pelo fato dos
autores utilizarem o método de cultura para detec¢cdo dos microrganismos. Macuch
& Tanner (2000), também utilizando cultura, compararam a presenca de C. rectus
entre individuos com periodontite e salude periodontal e encontraram uma maior

prevaléncia na periodontite, o que ndo pode ser confirmado por nossos estudos. A
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populacdo estuda pelos autores apresentou uma média de idade inferior ao do

nosso estudo.

Entretanto, Soder et al. (1993) utilizando sonda de DNA para avaliacao da
prevaléncia de C. rectus em pacientes com periodontite avangada encontraram a
presenca deste microrganismo em 90% das amostras, confirmado pelo nosso
estudo. Isso provavelmente ocorreu pelo fato da sonda de DNA ser uma técnica
mais sensivel que a cultura para a detec¢cdo de microrganismos, aproximando-se da
PCR (Steenbergen, 1996; Garcia et al., 1998). Slots et al. (1995) utilizando também
a PCR encontraram uma prevaléncia menor (63,9%) de C. rectus em pacientes com
periodontite avancada. Resultados estes semelhantes aos de Ashimoto et al. (1996)

que também utilizando a PCR encontraram uma prevaléncia de 74%.

Em 2002, Avila-Campos & Vedasquez-Meléndez avaliaram através da PCR
a presenca de C. rectus em saude e doenca periodontal de 100 individuos (50 com
saude e 50 com doenca) e encontraram resultados semelhantes aos nossos
somente em casos de periodontite, mas como nos trabalhos anteriores, encontrou
baixa prevaléncia em periodonto sadio, o que ndo se confirma em noSsoS

resultados.

No periimplante saudavel de pacientes com histéria de periodontite,
Mombelli et al. (1995) utilizando cultura encontraram uma prevaléncia de 1,2% de C.
rectus trés meses apos a ativacdo do implante. Essa baixa prevaléncia, como ja
citada anteriormente, provavelmente se deve ao método de diagndstico. Outra
diferenca do nosso estudo foi o tempo avaliado, pois nés observamos pacientes com
implantes de um a trés anos de ativagdo. No trabalho de periimplantite induzida em

caes, Shibli et al. (2003) ndo detectaram a presenca de C. rectus, porém esse
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estudo também utilizou cultura e a analise foi realizada em no maximo 60 dias apos

a instalacao dos transmucosos.

Outro bastonete Gram-negativo estudado, P. gingivalis €& um
periodontopatdégeno relacionado fortemente com a periodontite cronica. Além disso,
sua concentracdo no sulco gengival esta diretamente relacionada ao estagio da
doenca periodontal, como relatado por Kawada et al. (2004). Soder et al. (1993)
encontraram uma prevaléncia de 95% de P. gingivalis em sulcos periodontais de
pacientes com periodontite avancada, resultados compativeis coum os obtidos por
Slots et al. (1995) que encontraram uma prevaléncia de 84,5% avaliando também
individuos com periodontite avancada. Apesar de o primeiro trabalho utilizar sonda
de DNA e o segundo a PCR, os resultados foram semelhantes. Em contrapartida,
nosso estudo encontrou uma prevaléncia de 59,9% de P. gingivalis em pacientes
com periodontite cronica. Pelo perfil clinico dos nossos pacientes, eles se encontram
classificados como periodontite cronica de moderada a avangada. Como a
populacdo estudada por Slots et al. (1995) e Sanders et al. (1993) foram individuos
exclusivamente com periodontite avancada, isso pode explicar a diferenca
encontrada. Assim como o estudo de Dogan et al. (2003) que apresentou uma

prevaléncia de 90% .

Quando comparado com resultados de Ashimoto et al. (1996) que
também analisaram individuos com periodontite cronica, sem especificar individuos
com quadro avancado através da PCR, os resultados foram semelhantes aos
nossos com uma prevaléncia de 58%. Outro estudo que apresentou essa paridade
de resultados com 0s nossos, apesar de realizar diagnostico através de sonda de

DNA, foi o de Garcia et al. (1998).



73

Lee et al. (1999) utilizando sonda de DNA analisaram a presenca de
periodontopatégenos em sulcos periimplantares saudaveis e encontraram uma
prevaléncia de 16% de P. gingivalis ap6s um ano de instalacdo da protese,
ligeiramente superior a encontrada em nosso estudo (9,09%), porém, o0s
periimplantes analisados eram de pacientes com histéria de doenca periodontal. A
titulo de curiosidade, uma baixa deteccdo desse microrganismo foi observada nos
primeiros meses de instalacdo do elemento protético. Fato este confirmado pelo
trabalho de Shibli et al. (2003) sobre periimplantite induzida em cées que detectaram
através de cultura, auséncia de P. gingivalis no momento da instalacdo da protese.
Apos 60 dias com periimplantite, observou uma prevaléncia de 29,3%. Dados esses
que ndo podem ser comparados ao nosso estudo pela divergéncia de modelos

experimentais.

Houve uma grande prevaléncia de P. gingivalis na periimplantite em
nosso estudo (86,36%). Esse fato comprova a grande importancia deste
microrganismo na patogenia da doenca periimplantar. Trabalhos na literatura como o
de Shibli et al. (2008), também encontraram uma grande proporcdo deste

periodontopatdégeno em individuos com doencga periimplantar.

O grande mérito do nosso trabalho foi a possibilidade de realizar uma
comparacao direta entre periimplantite, periodontite; periodonto e periimplante
saudaveis em individuos selecionados dentro de um mesmo critério de incluséo e
exclusdo, o0 que ndo encontramos na literatura até o momento. Assim,
demonstramos que A. actinomycetemcomitans tem uma prevaléncia semelhante
entre todos 0s grupos estudados, como era esperado, ja que a literatura nos mostra
uma prevaléncia baixa desse microrganismo em caso de saude e doenca

periimplantar ou periodontal, exceto na periodontite agressiva (Cortelli et al., 2002;
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Avila-Campos, Veasques-Meléndez, 2002, Cortelli et al., 2002; Cortelli et al., 2003),
que nao foi objeto de nosso estudo, ja que a literatura comprova uma similaridade

entre a periimplantite e a periodontite cronica.

Em contrapartida, C. rectus e P. gingivalis, microrganismos
periodontopatogénicos relacionados a periodontite cronica (Dogan et al.,, 2003),
foram encontrados também em grande prevaléncia na periimplantite, sendo que
nesta, P. gingivalis apresentou maior prevaléncia que na periodontite. O curioso em
nosso trabalho foi a presenca, em grande parte dos individuos estudados, de C.
rectus tanto em estados de salde como em doenga, o que clinicamente néo
apresenta grande relevancia ja que esse microrganismo possui uma patogenicidade

intermediaria (Yokoyama et al., 2008).

Poucos trabalhos na literatura relatam a prevaléncia de microrganismos
na periimplantite, essa dificuldade deve-se ao fato de que, apesar de os implantes
dentéarios terem surgido na década de 60, somente a partir de meados dos anos 80
(Branemark et al., 1985) comecgaram a ser utilizados clinicamente, sendo largamente
empregado apenas nos anos 90, ou seja, a menos de vinte anos. Outro fator
importante, € que como o custo dos implantes dentarios continua relativamente alto,
0 acesso da populacdo a esse tipo de tratamento, portanto, € limitado. Levando em
consideracdo que a aderéncia celular ao redor do implante através de
hemidesmossomas, segundo Heuer et al. (2007) reduz o risco de formacao de bolsa
periimplantar, a prevaléncia desta doenca é baixa, em torno de 8,9% (Ferreira et al.,

2006), o que torna extremamente dificil estudar esta enfermidade.

A partir disso, sugerimos o desenvolvimento de um maior nimero de

estudos, talvez multicéntricos a respeito da microbiota relacionada a periimplantite,
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para que possamos utilizar implantes dentarios com maior previsibilidade no dia a

dia da clinica.
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7 CONCLUSAO

a)

b)

d)

ApoOs andlise dos resultados podemos concluir que:

0 microrganismo campylobacter rectus possui grande prevaléncia na
periimplantite, periodontite cronica, periodonto saudavel e periimplante

saudavel, sendo significantemente menos prevalente neste ultimo;

porphyromonas gingivalis apresenta mais prevaléncia na periimplantite
gue na periodontite, demonstrando uma pequena prevaléncia em

casos de saude;

aggregatibacter actinomycetemcomitans é um periodontopatégeno de
baixa prevaléncia em individuos com periodontite crénica,

periimplantite, saude periodontal e periimplantar;

a periimplantite parece ser mais dependente da presenca de

periodontopatégenos que a periodontite.
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APENDICE A - CARTA DE INFORMACAO

CARTA DE INFORMACAO

Caro participante,

A doenca periodontal é aquela doenga que acontece na gengiva deixando 0s
dentes moles sem formar cavidade. A doenca de gengiva também causa mau halito (cheiro
ruim na boca) e sangramento ao escovar os dentes, comer ou dormir. A placa dental (massa
branca e mole) e o tartaro (massa dura) que provocam a doenc¢a de gengiva sao formados
por muitas bactérias. Da mesma forma, quem possui implantes dentarios esti sujeito a
doencas semelhantes. Esse estudo chamado “Andlise comparativa da prevaléncia de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Campilobacte r rectus e Porphyromonas
gingivalis em pacientes com doenca periimplantar ou periodont al”, quer verificar a
presenca de alguns desses microrganismos encontrados na boca de pessoas com doenca
de gengiva e comparar a participacdo deles na doenca que ocorre ao redor de implantes.

Para o estudo é necessario coletar um pouco de material da boca com uma
ponta de papel e o exame ndo causa dor ou incémodo. N&o existe risco de vocé se
machucar participando deste estudo.

Todas as pessoas que participarem do estudo receber&do tratamento para os
problemas de gengiva. Se a pessoa precisar de outros tratamentos como canal ou
obturagdo, ela sera encaminhada para as outras disciplinas do Departamento de
Odontologia da UNITAU. Em caso de tratamento que exige servico de terceiros, como
confeccdo de proteses, cada professor responsavel, junto com a Assistente Social, irdo
estabelecer os valores e 0 numero de vezes para efetuar o pagamento do mesmo.

Caso 0 participante queira deixar o estudo, mesmo com a desisténcia,
continuard recebendo o tratamento. Sera necessario fazer a comunicacdo ao dentista.

Cada participante receberd seu exame individualmente, respeitando a
privacidade de cada um, no entanto, os resultados dos seus exames serdo avaliados junto
com os resultados dos outros participantes.

Como pesquisadores responsaveis pelo estudo, estaremos sempre a disposicao
para responder a qualquer duvida.

Procure a Clinica de Pdés-graduacdo do Departamento de Odontologia da
UNITAU - Rua Expedicionario Ernesto Pereira, n° 110 - Centro - Taubaté - SP - (012) 3225-
4147.

Atenciosamente,

Pesquisadores responsaveis:

Profa. Dra. Vera Cavalcanti Araujo Rogério de Lima Romeiro
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARE CIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, RG ,

residente a , acredito

ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo “Andlise comparativa da prevaléncia de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus e Porphyromonas gingivalis em
pacientes com doenca periimplantar ou periodontal” . Discuti com o pesquisador Rogério
de Lima Romeiro sobre a minha decisdo em participar desse estudo. Ficaram claros para
mim quais sdo o0s propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que a minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia de
acesso a tratamento quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido.

Taubaté, de de

Assinatura do Paciente/Representante

Assinatura da Testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do Pesquisador Responsével
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APENDICE C - FICHA DE ANAMNESE

FICHA DE ANAMNESE

Nome do paciente : NUmero :
R.G. C.P.F.:

Nascimento: / / Idade: Género: ( ) Feminino ( ) Masculino

Endereco: Bairro :
Cidade: CEP: Fone: ( )

Profissao : Estado Civil :

Data da coleta : / /

Héa quanto tempo foi a sua ultima consulta médica?

Qual o motivo? Médico:

No momento esta fazendo algum tratamento médico? () Sim( ) Nao Qual?
Est4 tomando algum medicamento? () Sim( ) Ndo Qual?
NOME DOSAGEM TEMPO DE USO

Possui sensibilidade a algum anestésico ou alergia a algum medicamento?
( ) Sim( ) Néao Qual?

Presséo arterial :

Fuma? ( ) Sim ( ) Nao Quantidade (Cigarros/dia): Quanto tempo?
Ex-fumante? Quanto tempo fumou? Héa quanto tempo parou?
Esta gravida? ( ) Sim ( ) Nao Quanto tempo? Toma anticoncepcional?
Esta namenopausa? _ Aquantotempo? __ Faz reposicao hormonal?

Possui alguma outra alteracdo hormonal? () Sim( ) Ndao Qual?

Faz tratamento? Possui ciclo menstrual regulado?

Usa fio dental? Sim ( ) Ndo ( ) Quantas vezes vocé escova os dentes por dia?

Vocé j4 passou por um tratamento periodontal? () Sim ( ) Ndo H& quanto tempo?

OBSERVACOES:




APENDICE D- FICHA DE AVALIACAO PERIODONTAL
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ANEXO A - CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICAEM PESQUISA

Sdo Leopolde Mandic
Faculdade de Odontologia

Centro de Pesquisas Odontologicas

Certificado de Cumprimento de Principios Eticos

CERTIFICO que, apos analisar o projeto de pesquisa

Titule Ardlize comparaliva da prevaléncia de Aggregalibacter actinomycetemcomitans em
pacienies com doenga Perlimplantar e Perodonial

Pesquisador principal: Rogério de Lima Romeiro

Orientador: Vera Cavalcanti da Araudjo

Dhita Avalinefio: 241972008

o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia e Centro
de Pesquisas Odontolégicas Sdo Leopoldo Mandic considerou que o projeto
estd de acordo com as diretrizes para a protecio do sujeito de pesquisa,
estabelecidas pela Resolugio n® 196/96, do Conselho Nacional de Saude, do
Ministério da Saude.

Campinas, 8P, Brazil,  quaria-feira, 24 de setembro de 2008

CERTIFICATION OF COMPLIANCE WITH ETHICAL PRINCIPLES

| hereby, certify that upon analysis of the Research Project,

Title: Comparative analysis of the predominance of Aggregatibacter
actinomycetemcomitans in pacients with Periimplantar and Periodontal disease.

Main Researcher{Author):  Rogério de Lima Romeaira
Advisnr Wera Cavalcanti de Araujo

the Committee of Ethice for Research of Séo Leopoldo Mandic School of
Dentistry and Research Center, has considered the mentioned project to be
in accordance to the guidelines of protection to the subject of the research,
established by the Regulation number 196/96, from the National Health Council
of the Brazilian Health Ministry.

Prof. Dr, Thomaz Wassall
Coordenador de Pos-Graduacio



