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RESUMO

Devido a crescente utilizacdo de componentes ceramicos como estruturas de suporte
para restauracoes sobre implantes e a auséncia de resultados conclusivos, em longo pra-
zo, sobre a influéncia deste tipo de material no processo de formagéo e manutencdo do
biofilme oral e satde dos tecidos peri-implantares, este estudo teve por objetivo investi-
gar o perfil microbiano do biofilme formado sobre préteses unitarias de implantes com
conectores de zirconia (Zr) ou titénio (Ti) ao longo de 3 anos de fungdo. Vinte indivi-
duos saudaveis que foram reabilitados com implantes dentarios e coroas protéticas uni-
tarias cimentadas sobre conectores de zirconia (n=10; regido anterior de maxila) ou co-
nectores de titanio (n=10; regido posterior da mandibula) foram selecionados para o
estudo. Realizou-se a coleta de amostras de biofilmes supra e subgengival dos sitios
peri-implantares e dentes contralaterais em 4 periodos distintos, na instalacdo da protese
(TO) e ap6s 12 (T1), 24 (T2) e 36 (T3) meses de funcdo mastigatoria. A caracterizagdo
do perfil microbiano foi realizada por meio do sequenciamento do gene bacteriano 16S
rDNA-based PCR, distinguindo a presenca de diferentes filos, géneros e espécies no
biofilme microbiano. O sequenciamento apontou 458 diferentes tipos de espécies bacte-
rianas de 9 filos distintos nos biofilmes investigados, dos quais 14,7% representam es-
pécies ainda ndo- classificadas. O perfil microbiano observado nas amostras supra e
subgengivais das restauracfes sobre implantes foi similar aquela encontrada nos dentes
contra-laterais. Espécies patogénicas e ndo-patogénicas dos géneros Fusobacterium,
Prevotella, Actinomyces, Porphyromonas, Veillonella e Streptococcus foram detectadas
colonizando os sulcos peri-implantares das restauracdes cimentadas dos dois tipos de
conectores utilizados. Um maior nimero de espécies ndo classificadas foi encontrado no
grupo titanio. De modo geral, pode-se concluir que o perfil microbiano do biofilme

formado sobre restauracdes cimentadas em conectores de titanio ou zirconia e similar ao



biofilme dos dentes remanescentes, com um aumento da quantificacdo das espécies ao
longo do tempo. Os resultados sugerem uma adesdo seletiva de algumas espécies em

superficies de titanio ou zirconia.
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1.Introducéo

O emprego de implantes dentais osseointegrados na préatica odontoldgica tem
sido extensivamente relatado na literatura desde seu surgimento e apresenta um alto
indice de sucesso clinico quando corretamente indicado e empregado (Branemark et al.,
1985; Albrektsson et al., 1988; Hruska et al., 2002; Busenlechner et al., 2014; Urban et
al., 2016).

Estudos tém demonstrado, entretanto, que diversos micro-organismos presentes
na cavidade oral, em especial os relacionados a doenga periodontal, constituem os prin-
cipais responsaveis pelos maiores indices de insucesso dos implantes em longo prazo,
além de fatores oclusais desfavoraveis (Chrcanovic et al., 2014; Esquivel-Upshaw et al.
2014; Testori et al., 2016). A presenca de bactérias periodonto-patogénicas nos sulcos
peri-implantares e a presenca de dentes com periodontite proximos a implantes dentais
sdo considerados fatores de risco para o sucesso dos implantes (Saito et al., 1997; Jer-
vge-Storm et al. 2014; Hamada et al., 2016).

Sistemas de implantes de dois componentes, Branemark-compativeis, embora se-
jam os mais estudados e utilizados, inevitavelmente apresentam espacos entre o implan-
te e 0 conector transmucoso (conector protético), os quais servem de abrigo para micro-
organismos potencialmente capazes de provocar reac6es inflamatdrias nos tecidos peri-
implantares (do Nascimento et al., 2011; do Nascimento et al., 2012; Pita et al., 2016;
do Nascimento et al., 2016). Na maioria desses sistemas, a plataforma do implante ¢é
posicionada ao nivel da crista alveolar, o que expde o tecido 6sseo adjacente ao risco de
uma contaminagdo/infec¢cdo microbiana (Welander et al. 2008). A reabsorcéo 0ssea ao
redor dos implantes relacionada a colonizacdo de espécies periodonto-patogénicas foi

descrita recentemente (Jervee-Storm et al., 2014; Hamada et al., 2016).
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A conexdo dos tecidos moles ao redor dos implantes atua como uma barreira de
protecdo entre 0 ambiente da cavidade oral e o tecido 6sseo peri-implantar (Welander et
al. 2008). O material do conector protético parece ter um papel importante na adeséo de
micro-organismos e, consequentemente, na qualidade final da unido entre a mucosa e a
superficie do conector (Abrahamsson et al. 1997). Metais preciosos, metais basicos e
zircdnia tém sido relatados para a fabricacdo de conectores protéticos (Abrahamsson et
al. 1997, do Nascimento et al. 2016). Os conectores de titanio sdo os mais utilizados e
descritos na literatura. A interface entre a mucosa peri-implantar e os conectores feitos
de titdnio é composta de um tecido epitelial e conectivo (Abrahamsson et al. 1997). A
estrutura e a funcdo desta barreira foram previamente descritas por diversos estudos,
com resultados satisfatorios com relacdo a biocompatibilidade, resisténica mecéanica e a
corrosdo do metal (Welander et al. 2008; van Brakel et al. 2012). Entretanto, o potencial
citotoxico celular relacionado a liberacdo de nanoparticulas do metal e, principalmente,
a alta implicacdo estética de restauraces anteriores levou ao surgimento de materiais
alternativos aos metais para a confec¢do dos conectores protéticos (van Brakel et al.
2012). Em particular, materiais ceramicos, como a zirconia, tém ganhado popularidade
pela semelhanca de cor com as estruturas dentais e potenciais vantagens biolégicas, o
que tem difundido sua utilizacdo nas restauragcdes anteriores com grande demanda de
estetica. Conectores feitos em material cerdmico tém sido largamente utilizados na regi-
do anterior da maxila com resultados estéticos superiores aos obtidos com conectores de
titanio (Brodbeck 2003, Watkin e Kerstein 2008) e menor adesdo de micro-organismos
(do Nascimento et al. 2013, 2016). Estudos in vitro e in vivo demonstraram um baixo
risco de fratura destes materiais (Glauser et al 2003, Gehrke et al 2006).

Apesar da crescente utilizacdo de conectores ceramicos e a altas taxas de sucesso

relacionadas ao fator estético, existem poucos estudos e ndo ha resultados conclusivos



mostrando que conectores fabricados em zirconia apresentam um melhor comportamen-
to na manutencdo da salde dos tecidos peri-implantares em longo prazo (Linkevivius e
Apce, 2008; de Medeiros et al., 2013). Poucos estudos procuraram monitorar e relacio-
nar o perfil microbiano formado sobre os componentes ceramicos com 0s parametros
clinicos dos implantes ap0s varios anos de fungdo. Alguns achados recentes da literatura
permitem uma avaliacdo prévia do possivel impacto destes materiais em um curto peri-
odo de tempo. Resultados preliminares de estudos em animais (Abrahansson et al.,
1998) e cultura de células (Nothdurft et al., 2014) indicaram que os conectores fabrica-
dos em zirconia podem ter um efeito favoravel na saude dos tecidos peri-implantares
quando comparados aos conectores de titanio. Neste mesmo contexto, um estudo clinico
recente mostrou uma diferenga significativa no perfil microbiano formado ao redor de
conectores de titdnio ou zircdnia apds um periodo de 6 meses de fungdo, com uma mai-
or quantidade e variabilidade de micro-organismos colonizando os componentes de tita-
nio, sugerindo um potencial fator relacionado a maior reabsor¢do marginal 6ssea encon-
trada neste material.

A busca por novos materiais e técnicas que reduzam esta colonizacao é frequen-
temente reportada na literatura. Estudos in vitro e dados preliminares de pesquisas clini-
cas, sugerem que componentes ceramicos podem reduzir a formacdo do biofilme mi-

crobiano e consequente extensdo da inflamacéo dos tecidos peri-implantares.



2. Proposicao

O objetivo deste estudo foi caracterizar, por meio do sequenciamento do gene
16S DNA-based PCR, a diversidade microbiana dos sulcos peri-implantares e restaura-
cOes protéticas cimentadas sobre conectores de titanio e zircénia ap6s 12, 24 e 36 meses

de funcéo.



3. Material e Método

3.1. Delineamento experimental

Foram selecionados 20 individuos (n=20) que receberam um sistema de implan-
tes de dois estagios cirurgicos na regido anterior da maxila ou na regido posterior da
maxila/mandibula (de acordo com o conector protético selecionado) e que seguiam 0S
seguintes critérios de inclusdo: (a) idade acima de 18 anos; (b) auséncia de profilaxia
nos 3 meses prévios ao inicio do estudo; (c) presenca de dente antagonista e
contralateral; (d) indicacdo de prétese unitéria cimentada sobre implante.

Na fase de recrutamento foram incluidas pessoas de ambos os sexos, com idade
acima de 18 anos, com boas condi¢cfes gerais de saude, presenca de espago protético
unitario na regido anterior da maxila ou regido posterior da mandibula com indicagdo
para reabilitacdo com implante, presenca de dente antagonista e contralateral a regido do
implante, auséncia de manifestagdes bucais de doencas sistémicas ou processos infecci-
0s0s agudos na cavidade oral. Os critérios de exclusdo foram: gravidez, lactagdo, trata-
mento periodontal ou com antibidtico nos Gltimos trés meses, presenca de qualquer
condigdo sistémica que possa influenciar na evolucdo da doenca periodontal ou que
exija pré-medicacdo para realizacdo de procedimentos odontoldgicos, uso de tabaco e
presenca de gengivite ou periodontite. Orientacdes foram dadas quanto aos procedimen-
tos da pesquisa, e aos voluntarios foi novamente facultado o direito de decidir sobre sua
participacdo ou ndo nesta segunda fase do estudo. Este estudo foi realizado com a devi-
da apreciago e aprovacdo do Comité de Etica da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto (CAAE 0066.0.138.000-10) e todos os participantes assinaram o Termo de Con-

sentimento Livre e Esclarecido.

3.2. Cirurgia para colocacgdo dos implantes e instalacdo das proteses

Todos os participantes recrutados foram reabilitados com implantes de conex&o
do tipo cone morse com plataforma de @ 3,5 mm (Ankylos C/X, Dentsply Friadent).
Dez individuos receberam os implantes na regido anterior da maxila; neste grupo, as
restauracdes protéticas foram cimentadas sobre o0s conectores protéticos de zirconia
(Cercon Balance C/ reto, Ankylos). Os outros 10 individuos receberam os implantes na

regido posterior da maxila ou mandibula, e as restaura¢fes foram cimentadas sobre co-



nectores protéticos de titanio (Balance posterior C/ reto, Ankylos). Todos 0s conectores
utilizados eram usinados de fabrica, e ndo sofreram qualquer tipo de tratamento ou aca-

bamento superficial.

3.3. Avaliacdo microbioldgica

3.3.1. Procedimento de coleta do biofilme supra e subgengival

Para coleta do biofilme supragengival e subgengival, as proteses sobre implantes
e 0s dentes contralaterais foram previamente isolados com roletes de algoddo, para mi-
nimizar a contaminacao das amostras com a saliva. Amostras do biofilme supragengival
foram colhidas de toda a superficie externa das coroas protéticas e coroas dos dentes
contralaterais, com o auxilio de uma escova do tipo microbrush. Amostras do biofilme
subgengival foram coletadas com o auxilio de 6 cones de papel esterilizados (tamanho
30, Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica), sendo 3 cones inseridos na parte mais apical
do sulco vestibular e 3 cones no sulco lingual/palatino, nas regides mesial, central e
distal das coroas (BELIBASAKIS; SCHMIDLIN; SAHRMANN, 2014). Os cones de
papel permaneceram no sulco por 30 segundos e, ao final da coleta, foram colocados em
um mesmo microtubo constituindo uma Unica amostra por elemento. Amostras do bio-
filme dos sulcos periodontais dos dentes contralaterais também foram colhidas seguindo
0 mesmo protocolo. As amostras coletadas foram transferidas para microtubos individu-
ais identificados e contendo 150uL de tampdo TE (10mM Tris-HCI, 1ImM EDTA, pH
7,6), aos quais foram adicionados 150uL de NaOH 0,5M o que permitiu a lise e a sus-
pensédo do DNA na solugdo. Todos os microtubos foram armazenados em temperatura

de -20°C até o processamento.

3.3.2.Processamento microbiolégico pelo Sequenciamentodo do gene 16S rDNAbased
PCR
O processamento das amostras pela técnica do sequecnciamento do gene 16S foi

realizada parte em nosso Laboratorio, e parte no Centro de Sequenciamento de Acidos
Nucleicos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP. A extracdo

do DNA das amostras clinicas foi realizada utilizando-se CTAB (1.4 M NaCl, 100 mM
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Tris-HCI, 20 mM EDTA pH 8.0, 2% CTAB), cloroférmio:alcool isoamilico CIA (24:1),
isopropanol e etanol. Todas as amostras foram amplificadas pela técnica do 16S rDNA-
based PCR para posterior avaliacdo por sequenciamento do 16S DNA ribossémico
(rDNA), sequéncia bastante utilizada na identificacdo genética de bactérias. As reacdes
incluiram 2 puL de DNA extraido (5 ng), ao qual foram adicionados 2,5 pL de 10X High
Fidelity PCR Buffer (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA); 0,5 pL de MgSO4 50 mM; 0,5
pL de 10 mM dNTP mix (Invitrogen); 0,5 pLde primer reverse 10 uM; 0,5 pLde primer
forward 10puM e 0,1 pL de Taq polimerase (Invitrogen Platinum Taq DNA Polymerase
High Fidelity, 5U/uL). O volume final de cada microtubo foi completado até 25 pL
com &gua ultra pura (Nuclease-Free Water, ThermoFisher Scientific). Todas as amos-
tras amplificadas, produtos da reacdo de PCR, foram submetidos a anélise de eletrofore-
se em gel de agarose 0,8% (Sigma) para verificacdo da integridade de sua estrutura e
determinacdo do peso molecular. Apds a amplificacdo, as amostras foram purificadas
pelo método de beads magnéticas (AMPure XP Beads).

Preparo das bibliotecas e amplificacdo por PCR em emulsdo: Esta etapa teve o
objetivo de incluir barcodes especificos para cada biblioteca proposta. No total, foram
preparadas 12 bibliotecas para cada tipo de conector (zirconia e titanio), perfazendo um
total de 24 bibliotecas, conforme tabela 1 (24 diferentes combinagfes de Index). A
combinacdo de 5 pL de primers Index 1 (N701 — N712) e primers Index 2 (S501 —
S504) (Kit index Nextera XT) contendo sequéncias de adaptadores especificas foram
distribuidos em uma placa de 96 pogos para PCR. Em seguida, foram distribuidos nos
pocos da placa 5 uL de cada amostra 25 puLL 2x KAPA HIfi HOTstart READ mix e 10
uL de agua, perfazendo um total de 50 uL em cada poco. Apds homogeneizacdo em
centrifuga (1000g, 1 minuto e 20°C) foram realizados 8 ciclos por reacdo utilizando um

termociclador e respeitando as seguintes condicdes: etapa de desnaturacdo de 30 segun-
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dos a 95°C, etapa de anelamento de 30 segundos a 55°C e etapa de extensédo de 30 se-
gundos a 72°C. Os produtos de amplificacdo (amplicons) foram purificados pelo méto-
do de beads magnéticas (AMPure XP Beads) de forma semelhante ao protocolo descrito

anteriormente.

Sequenciamento das bibliotecas: O sequenciamento das bibliotecas foi realizado
na plataforma MiSeq Illumina®. Inicialmente, um volume de 5uL de cada biblioteca
(pool 4nM) foi desnaturado com NaOH (0,2 N), seguido por uma dilui¢do ate se obter a
concentracdo final de 10 pM. 570uL de cada biblioteca desnaturada e diluida foram
adicionados a 30uL de PhiX controle desnaturado e diluido, e incubados a 96°C por 2
minutos. Apos a incubagdo, os tubos contendo as amostras foram mantidos no gelo por
5 minutos. Na sequéncia, foram transferidos para uma lamina de fluxo para a realizacao
do sequenciamento na plataforma MiSeq Illumina®. As leituras (reads) obtidas foram
pareadas utilizando a plataforma UseGalaxy® (AFGAN et al., 2016) e o seu compri-
mento final foi ajustado para o tamanho padrdo de 165 bp, conforme recomendacéo do
protocolo Illumina. A anélise de todas as sequéncias foi realizada por meio do servidor
Metagenomics RAST (MG-Rast versdo 3), que permite a analise filogenética e funcio-
nal dos metagenomas obtidos utilizando diversas bases de dados (ITS, Greengens, Silva
LSU, M5RNA, RDP e Silva SSU). As bibliotecas foram agrupadas em filotipos com
um minimo de similaridade de 98% (Parametros: minimum cutoff 98%, maximum e-

value 1x10-5, minimum alignment length cutoff 165bp).
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4. Resultados

Um total de 248 amostras de biofilmes foram coletadas dos diversos sitios dos
participantes (80 amostras no baseline € 56 amostras nos demais tempos). Aproxima-
damente 4,89 milhdes de sequéncias de gene 16S foram obtidas e classificadas em dife-
rentes unidades taxondmicas operacionais, das quais 720.891 (14,74%) sequéncias se
enquadraram como “ndo classificadas”, ou seja, espécies de bactérias ainda ndo cultiva-
veis. No geral, as sequéncias identificadas representaram 9 diferentes filos, 20 classes,
42 ordens, 75 familias, 121 géneros e 458 espécies. De uma forma geral, pode-se obser-
var uma distribui¢do filogenética semelhante entre os conectores protéticos investigados
e os dentes contralaterais usados como controles (Figura 1), com maior prevaléncia mé-

dia dos filos Fusobacteria (37,15%), Bacteroidetes (20,20%) e Firmicutes (17,53%).

Figura 1 - Distribui¢do filogenética das amostras supra e subgengivais associadas a implantes
com conectores de titdnio ou zirconia e dentes contra-laterais (controle).
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As Figuras 2 e 3 ilustram a evolu¢ao do perfil microbiano, em nivel de género,

em amostras supra ¢ subgengivais associadas a implantes com restauracdes unitarias
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cimentadas sobre 0s conectores protéticos de titdnio ou zirconia e seus respectivos den-
tes contra-laterais (controle), onde pode-se observar algumas diferencas entre os grupos
investigados (titdnio e zirconia) e seus controles (dentes contralaterais). Para ambos os
grupos, uma maior prevaléncia dos géneros Fusobacterium e Porphyromonas foi obser-
vado nas amostras subgengivais e peri-implantares, enquanto os géneros Veillonella e
Leptotrichia foram mais prevalentes nas amostras supragengivais. Os géneros Acti-
nobacillus, Bacteroidetes e Butyrivibrio foram encontrados relacionados apenas ao tita-
nio e os géneros Bulleidia, Micobacterium e Nitrobacter apenas na zirconia. De desta-
que, o grupo zirconia (Zr: 47,33%) apresentou maior prevaléncia do género Fusobacte-
rium em relacdo aos demais grupos investigados (Ti: 30,04%; Controle Ti: 34,61%;

Controle Zr: 34,51%).

Figura 2 - Ilustracdo grafica da evolucdo do perfil microbiano ao longo do tempo, em nivel de género, nas
amostras supragengivais associadas aos implantes com conectores de titdnio ou zirconia e dentes contra-
laterais (controle). TO= baseline; T1= 1 ano apos instalagdo da protese; T2= 2 anos apoés instalacdo da
prétese e T3 = 3 anos apo6s instalagdo da protese.

-]

10 20 30 a0 50 60 70 80 S0 100

-
=)

- -
w -

m Campylobacter

® Capnocytophaga

Ti Supra = Corynebacterium

-
~

® Dialister
u Eubacterium

= Fusobacterium

-
o

-
-
‘

-
-

= Gemella
Zr Supra

-
~

u Kingella

® Leptotrichia

= Porphyromonas
® Prevotella

# Rothia

u Selenomonas

-
-

3

Ti Supra
controle

)

-
w

= Streptococcus

» Tannerella

-
o

= Treponema

-
-

Zr Supra

» Veillonella
controle

-
~

¢ unclassified (derived from Bacteria)

-
w

14



Figura 3- Ilustracdo grafica da evolugdo do perfil microbiano ao longo do tempo, em nivel de género, nas
amostras subgengivais associadas aos implantes com conectores de titdnio ou zirconia e dentes contra-
laterais (controle). TO= baseline; T1= 1 ano apos instalagdo da protese; T2= 2 anos apoés instalacdo da
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prétese e T3 = 3 anos apo6s instalacdo.

A Figura 4 ilustra o perfil geral dos dendrogramas gerados e um heat-map repre-
sentando as micro-abundancias das sequéncias obtidas em cada biblioteca em nivel de
filo. Observa-se que as espécies pertencentes ao filo Fusobacterium foram encontradas
em grandes propor¢des em paraticamente todas as bibliotecas avaliadas, seguidos pelos
filos Bacteroidetes e Firmicutes. Nota-se, uma abundancia relevante de espécies ainda
nao-classificadas tanto para os sitios associados aos conectores de titdnio quanto aos de

zirconia.
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Figura 4 - Grafico do tipo heat-map mostrando as microbiabundéncias dentro do conjunto de dados de
sequenciamento do gene 16S rDNA em nivel de filo (1: Zirconia subgengival T3; 2: ZircOnia subgengival
T1; 3: Titanio controle subgengival T3; 4: Zirconia controle subgengival T3; 5: : Titanio controle
subgengival T1; 6: Zirconia controle subgengival T1; 7: Titanio controle subgengival TO; 8: Titanio
supragengival T3; 9: Zirconia controle subgengival TO; 10: Zirconia subgengival T2; 11: ZircOnia
controle subgengival T2; 12: Titanio controle supragengival TO; 13: Titanio supragengival TO; 14:
Titanio subgengival T3; 15: Titanio controle subgengival T2; 16: Titanio controle supragengival T1; 17:
Zirconia supragengival T1; 18: Titanio subgengival T2; 19: Titanio subgengival T1; 20: Zirconia supra-
gengival T3; 21: Titanio subgengival T0; 22: Zirconia subgengival TO; 23: Titanio controle supragengival
T3; 24: Titanio supragengival T1; 25: Titanio supragengival T2; 26: Zirconia supragengival T2; 27:
Zirconia controle supragengival T1; 28: Zirconia controle supragengival T3; 29: Titanio supragengival
TO; 30: Titanio controle supragengival T2; 31: Zirconia controle supragengival T2; 32: Titanio controle
supragengival T0).

Tenericutes
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Synergistetes
Spirochaetes
Proteobacteria [\

lassified (derived from B. rk

Firmicutes
Bacteroidetes
Fusobacteria

Na Figura 5, estdo representadas as porcentagems das leituras de sequéncias das
espécies bacterianas enquadradas como “ndo classificadas”, em amostras supra ou sub-
genival relacionadas com implantes ou dentes. As amostras sub e supragengivais dos
dentes contra-laterais apresentaram porcentagens semelhantes de sequéncias “ndo- clas-
sificadas” em praticamente todos os tempos investigados. Diferentemente, nas amostras
relacionadas aos implantes, maiores porcentagens de sequéncias “ndo classificadas”
foram encontradas em amostras associadas aos conectores de titanio, tanto no biofilme
supragengival (29,85% no tempo T1) quanto no biofilme subgengival (20,02% no tem-
po T3). A porcentagem média ds sequéncias “nao classificadas”, considerando-se todos
os tempos investigados nas amostras subgengivais, foi de 16,44% para o grupo titanio e

6,69% para o grupo zirconia.
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Figura 5 - Porcentagem de sequéncias “nao classificadas” em amostras supra e subgengivais associadas
aos implantes com conectores de titdnio ou zirconia e dentes contra-laterais (controle). TO= baseline; T1=
1 ano apos instalag@o da protese; T2= 2 anos apds instalagcdo da protese e T3 = 3 anos apds instalagdo da
protese.
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donto-patogénicas, mas a proporc¢do de algumas espécies variou de acordo com o subs-
trato. A Figura 6 ilustra a abundancia relativa das espécies em cada substrato. Por-
phyromonas gingivalis foi mais prevalente nas amostras do grupo titanio a partir de 1
ano de fun¢do, com porcentagem média de 10,48%. Para o grupo zirconia, a porcenta-
gem média foi de 2,58%. De modo contrério, a espécie Fusobacterium nucleatum foi
mais prevalente nas amostras do grupo zirconia em todos os tempos analisados (média
45,81%) em relacdo ao grupo titanio (27,16%). Diferentemente, nos grupos controles
ocorre uma inversdo, Fusobacterium nucleatum ¢ mais prevalente no grupo titdnio

(33,77%) e Porphyromonas gingivalis no grupo zirconia (7,19%). Treponema denticola
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e Prevotela intermedia foram observadas com menor prevaléncia no grupo zirconia em

relacdo aos grupos controles e titanio. Outras espécies patogénicas, como Tanerella

forsythia, Parvimonas micra, Prevotella nigrescens, Aggregatibacter Actinomyce-

temcomitans e Campylobacter rectus foram observadas em todos os grupos, com distri-

buicdo semelhante e porcentagem média inferior a 3%.

Figura 6 - Abundancia relativa (%) das espécies periodonto-patogénicas ao longo do tempo associadas ao
biofilme subgengival em implantes com restauragdes protéticas unitarias sobre conectores de titdnio ou
zircOnia, ¢ dentes contra-laterais, ao longo de 3 anos de fungéo.
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5. Discussao

O objetivo deste estudo foi investigar, por meio do sequenciamento do gene 16S
rDNA-based PCR, a microbiota formada ao redor de restaurac@es unitarias de implantes
cimentadas sobre conectores de titanio ou zirconia. O proposito foi comparar qualitati-
vamente o biofilme formado desde a instalacdo das proteses até um periodo de fungédo
de 3 anos. Embora alguns estudos tenham observado similaridades entre a microbiota
associada a dentes remanescentes e implantes (SCHAUMANN et al., 2014; STOK-
MAN et al., 2017), ainda ha uma escassez muito grande de resultados conclusivos, prin-
cipalmente em longo prazo, sobre o comportamento do perfil microbiano das comuni-

dades peri-implantares associados aos diferentes conectores testados.

Os resultados microbioldgicos qualitativos revelaram diferencas relevantes entre
0s conectores de titanio e zircénia ao longo do tempo. Os resultados, obtidos pelo se-
guenciamento do gene 16S rDNA-based PCR, sugerem uma colonizagdo seletiva de
algumas espécies bacterianas para cada tipo de substrato. Espécies periodonto-
patogénicas, caracterizadas por sua capacidade destrutiva comparada com outras bacté-
rias da microbiota oral, foram encontradas nas amostras de todos os grupos. No entanto,
algumas espécies mostraram-se mais seletivas para determinado substrato, como F. nu-
cleatum para zirconia e P. gingivalis para o titanio. P. gingivalis pode induzir mucosite
peri-implantar e peri-implantite (ZENG et al, 2015; PEREZ-CHAPARRO et al., 2016;
AL-AHMAD et al., 2018) e F. nucleatum, que além de um patdgeno necrosante rela-
cionado a infeccgdes peri-implantares (CANULLO et al., 2015) é também um patdgeno
que se coagrega com muitas espécies, aumentando, assim, a formacdo do biofilme
patogénico. Alguns autores sugerem que rugosidade superficial € o fator que mais inter-
fere na adeséo microbiana em superficies de titdnio (LORENZETTI et al. 2015), en-

quanto outros estudos atribuiram a energia livre de superficie como fator mais impor-

19



tante na formac&o inicial do biofilme em superficies de zirconia (HAHNEL et al. 2009;
BURGERS et al. 2010). Recentemente, diferencas na capacidade de adeséo bacteriana
tém sido atribuidas as diferencas de potenciais eletrostéticos entre 0s micro- organismos
e substratos (YU et al. 2016). Outro achado interessante do estudo, foi a deteccdo de
uma abundancia relativa significante de espécies reportadas como “ndo-classificadas”.
Um maior percentual destas espécies bacterianas foi encontrado em amostras associadas
aos conectores de titanio (DO NASCIMENTO et al., 2017). Dentro do conhecimento
atual da literatura, estes resultados sugerem que estas espécies podem ser mais influen-
ciadas pelas caracteristicas topogréficas do substrato titdnio. Alguns fatores, tais como
barreira gengival, topografia de superficie, interacdes atbmicas (geralmente relaciona-
das ao potencial eletrostatico de cada substrato) e energia livre superficie podem ajudar
na compreensdo destas diferencas. Algumas bactérias periodonto-patogénicas, como P.
gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, que foram encontradas em menor
proporcdo nos conectores de zirconia, podem destruir a barreira de protecéo epitelial
(NOGUCHI et al., 2003; ABE-YUTORI et al., 2017). Esses achados sugerem que a
seletividade por determinadas espécies e diferencas no perfil microbiano observado em
conectores de zirconia pode lhe conferir maior resisténcia a estimulos ex6genos, por
meio da manutengdo de moléculas de adesdo que confere fortes contatos intercelulares

na barreira epitelial.

A literatura mostra que a colonizacdo bacteriana atua como um importante fator
responsavel pela perda do implante apos a osseointegracdo (PYE et al., 2009). Os estu-
dos atualmente disponiveis sobre a composi¢do microbiana ao redor de implantes sau-
daveis e com peri-implantite mostram resultados controversos (LAFAURIE et al.,
2017). RevisOes sistematicas recentes investigaram a composi¢cdo microbiana em sitios

com implantes saudaveis, peri- implantite e doenca periodontal (PEREZ-CHAPARRO
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et al., 2016; RAKIC; GRUSOVIN; CANULLO, 2017; LAFAURIE et al., 2017). Os
resultados indicam que implantes saudaveis e com peri-implantite sdo colonizados por
micro-organismos periodonto-patogénicas (LAFAURIE et al., 2017). Além disso, a
peri-implantite é caracterizada pela colonizacéo de bacilos Gram- positivos anaerdbios
assacaroliticos ndo-cultivaveis e bacilos Gram-negativos anaerobios ndo cultivaveis
(LAFAURIE et al., 2017). Neste estudo, ndo houve predilecdo de espécies Gram-

positivas ou Gram-negativas por algum dos substratos investigados.

Os achados deste estudo sdo de relevancia clinica, uma vez que espécies patogé-
nicas e ndo-patogénicas foram detectadas colonizando os diversos sitios experimentais;
além de que algumas espécies microbianas sugerem uma colonizacgdo seletiva para um
determinado tipo de conector. Os resultados apresentados no presente estudo trazem
informagdes que podem ser consideradas relevantes e complementam aquelas j& discu-
tidas por investigagdes que abordam o mesmo tema. Os resultados descritos mostram
que a microbiota peri- implantar pode sofrer alteragdes substanciais ao longo do tempo

influenciada pelos substratos utilizados para a confecgcdo dos componentes protéticos.
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6. CONCLUSOES

De acordo com base nas condicdes experimentais do presente estudo e de acordo
com a metodologia empregada, foi possivel concluir que os conectores de titanio e zir-
conia apresentaram diferencas no perfil microbiano, com altera¢6es ao longo dos 3 anos
de investigacdo, sugerindo uma adesdo seletiva dos micro-organismos em funcdo do
tempo e substrato. Os sitios relacionados aos conectores de titanio apresentaram uma

maior prevaléncia de espécies “néo classificadas”.
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