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RESUMO

Braz, MCR. Quantificacdo de Actinomyces naeslundii e Fusobacterium nucleatum no
fluido gengival crevicular de dentes sem término cervical e restaurados com lentes de
contato dental. Estudo clinico, prospectivo e longitudinal usando PCR em tempo real
[Trabalho de concluséo de curso]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia de Aracatuba
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, 2022.

Objetivo: detectar e quantificar bactérias colonizadoras do sulco gengival, em paralelo
a verificacdo de parametros clinicos periodontais de dentes naturais submetidos a
tratamento estético com lentes de contato dental, sem término cervical e com margem
cervical posicionada no interior do sulco gengival. Materiais e Métodos: 72 lentes de
contato, em dissilicato de litio por injecdo, com 0,2 mm de espessura na borda
cervical, foram cimentados sobre dentes anteriores maxilares ndo preparados. Para
todos os elementos tratados e controles coletou-se o fluido gengival crevicular (FGC)
previamente a cimentacdo da restauracdo (baseline) e nos tempos (t) apos a
cimentacao: t15 - 15 dias e t180 - 180 dias, nos quais foram quantificados a presenca
das bactérias A. naeslundii e F. nucleatum, por meio de PCR em tempo real (QPCR).
Resultados: nas analises clinicas, como indice de placa visivel, sangramento a
sondagem, profundidade de sondagem, perda de insercdo clinica e recessao
gengival, ndo houve diferenca estatisticamente significante em nenhum dos periodos
analisados (Anova, p>0,05). Nas analises subclinicas, A. naeslundii antes e apés o
tratamento permaneceu dentro do esperado para sitios saudaveis (Anova, p>0,05).
Nao foram encontrados niveis detectaveis de F. nucleatum. Conclusdo: o
sobrecontorno, de no maximo 0,2 mm, causado pela lente de contato dental com
extensdo subgengival ndo foi suficiente para resultar em alteragées consideraveis da
microbiota oral e causar danos ao tecido periodontal em até 180 dias de

acompanhamento.

Palavras-chave: Ensaio clinico. Facetas dentarias. Liquido do sulco gengival.

Bactérias.



ABSTRACT

Braz, MCR. Quantification of Actinomyces naeslundii and Fusobacterium nucleatum in
the crevicular gingival fluid of teeth without finish line with restorative dental veneers.
Clinical, prospective and longitudinal study using real-time PCR [End of course paper].

Aracatuba: S&o Paulo State University, 2022.

Purpose: to detect and to quantify colonizing bacteria of the gingival sulcus in the teeth
restored with thin ceramic veneers, with 0.2mm thickness at the cervical border and
cemented on teeth without finish line and cervical border of restoration placed within
the gingival sulcus. Materials and Methods: 72 ceramic veneers in lithium dissilicate
with 0.2mm thick at the cervical area, will be cemented onto maxillary anterior teeth
without finish line. For all treated and controls teeth, crevicular gingival fluid (GCF) will
be collected prior to restoration cementation (baseline) and at future times (t): t15 - 15
days and t180 - 180 days, in which the bacteria A. naeslundii, F. nucleatum will be
detected and quantified through real-time gPCR. Results: in clinical analyses, such as
plaque index, bleeding on probing, probing depth, clinical attachment level and gingival
reccesion, there were no statistically significant differences in any of the analyzed
periods (ANOVA, p>0.05). In the subclinical analyses, A. naeslundii before and after
treatment remained within the expected range for healthy sites (ANOVA, p>0.05). No
detectable levels of F. nucleatum were found. Conclusion: veneers with subgingival
extension was not enough to result in considerable changes in the oral microbiota and

cause damage to the periodontal tissue in up to 180 days of follow-up.

Keywords: Clinical trial. Dental veneers. Gingival crevicular fluid. Bacteria.
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1. INTRODUCAO

As restauracdes cerdmicas possuem excelentes propriedades O&pticas,
biocompatibilidade, ampla versatilidade de uso e altas taxas de longevidade (1),
sendo consideradas padrdo ouro em reabilitacées dentarias (2,3). Essas propriedades
das ceramicas permitem restabelecer a funcédo e melhorar a estética do sorriso, bem

como contribuir para a autoestima do paciente (4).

Dentre as restauracOes ceramicas, as lentes de contato dental, sdo indicadas
para finalidades estéticas como, por exemplo: fechamento de diastemas, pequenas
alteracdes de cor, desalinhamentos dentais, fraturas coronarias de pequena extensao,
correcdo de espacos negros interdentais e desgastes por abrasao (5,6). Apesar da
sua baixa espessura, quando sdo cimentadas sobre o esmalte dentario, isto €, sobre
dentes com minimo ou nenhum desgaste, possuem alta previsibilidade de sucesso
mecanico (5). A melhoria das caracteristicas microestruturais das ceramicas vitreas
utilizadas para sua confeccdo, bem como dos sistemas adesivos e cimentos
resinosos utilizados na etapa de cimentagdo, também contribuem para o baixo indice

de solturas, trincas e fraturas dessas restauragoes (7-11).

Considerando as vantagens da preservacao da estrutura dentaria, quando uma
lente de contato dental maquiada ultrafina é cimentada sobre um dente sem término
cervical, ela produz um sobrecontorno de aproximadamente 0,2 mm que é inerente a
sua técnica de confeccdo (5,6). Por sua vez, € questionavel se este sobrecontorno
pode ser considerado um fator causal para o acumulo de placa bacteriana na regiao
cervical e para alteracdo da microbiota presente no fluido gengival crevicular com
consequente resposta inflamatéria e problemas periodontais a longo prazo (12-14).
Na literatura cientifica atual, encontra-se relatos de casos clinicos que sugerem boa
resposta do tecido marginal periodontal em dentes com pouco ou nenhum desgaste e
restaurados com lentes de contato (5) no entanto, pesquisas clinicas sobre o tema

ainda sdo escassas.

Danos as estruturas periodontais sdo normalmente identificados através de
alteracbes dos parametros clinicos periodontais como, por exemplo, aumento da
profundidade e do sangramento a sondagem, perda de inser¢cdo do dente, ou, ainda,
através de exames radiograficos para verificar o nivel de reabsorcao 0ssea (15). No
entanto, esses parametros nao fornecem dados iniciais ou subclinicos que poderiam
evitar o progresso da doenca periodontal (14,16,17). Para esta finalidade, a técnica de
PCR em tempo real (QPCR) é a mais indicada, pois permite identificar e quantificar o
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DNA de bactérias presentes no fluido gengival crevicular da regido do término cervical
da restauracdo (18), permitindo, assim, comparar o perfil de micro-organismos
presentes antes e apo0s o0 tratamento, analisar a resposta subclinica frente ao
tratamento realizado e, caso necessario, realizar ajustes nos protocolos de trabalho

para evitar danos estruturais ao periodonto (19,20,21).

Dentre as bactérias colonizadoras do biofilme, Actinomyces naeslundii pertence
ao complexo azul de Socransky, considerada colonizadora inicial da superficie do
dente e relacionada com a manutencdo da saude periodontal (22, 23). J& a
Fusobacterium nucleatum pertence ao complexo laranja de Socransky e é uma
colonizadora secundaria que pode ser encontrada mais comumente em sitios com

gengivite (24).

Tendo em vista que a literatura atual € inconclusiva se o sobrecontorno de
lentes de contato dental ultrafinas pode causar alteracdes na microbiota local e, a
longo prazo, contribuir para o desenvolvimento de doenca periodontal, considera-se
importante avaliar o comportamento clinico e a quantificacdo de bactérias
colonizadoras do sulco gengival em dentes sem término cervical e restaurados com
lentes de contato dental. Assim, o objetivo deste estudo foi quantificar através de
gPCR as bactérias Actinomyces naeslundii e Fusobacterium nucleatum em paralelo
ao acompanhamento de parametros clinicos periodontais, de dentes sem término

cervical e restaurados com lentes de contato dental.
As hipéteses nulas do estudo foram:

1- Os parametros clinicos periodontais ndo serdo alterados apds a cimentacdo das

lentes de contato dental.

2— A quantificagdo de Actinomyces naeslundii e Fusobacterium nucleatum no fluido

gengival crevicular ndo sera alterada apos a cimentacao das lentes de contato dental.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Critério de inclusédo e exclusao

Foram selecionados pacientes que necessitavam de restauracdes do tipo das
lentes de contato dental na regido compreendida entre os dentes 15 a 25. O estudo
contou com voluntarios de ambos os sexos e idades variadas, com dentes integros
e em boa condi¢do de saude periodontal atestada por exame clinico e radiografico.
Os aspectos clinicos mais relevantes para a selecdo dos pacientes foram a
necessidade de fechamento de diastemas, eliminacdo de espacos mortos ou
correcbes de forma e contorno dental com justificativa estética e/ou funcional

atestada por enceramento diagnastico.

A verificagdo durante o exame clinico de um ou mais aspectos descritos

abaixo constituiu os critérios de exclusao:

1 - Pacientes que ndo apresentavam saude clinica em um periodonto
integro, e clinicamente identificados pela presenca de pelo menos um dos aspectos
a seguir: perda de insercdo, profundidade de sondagem superior a 3 mm,
sangramento a sondagem em mais de 10% dos sitios avaliados e com perda éssea
radiogréfica (25).

2 - Gravidez, diabetes mellitus, doencas autoimunes e demais alteracdes

sistémicas ndo controladas com efeito lesivo aos tecidos periodontais (25).

3 - Usuérios de medicamentos controlados, presenca de deficiéncia

hormonal ou vitaminica atestada na anamnese.

4 - Pacientes com historico de uso recente (inferior a 3 meses) de anti-

inflamatorios ou antibidticos.

2.2 Selecao dos pacientes

A pesquisa foi cadastrada na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP), por meio da Plataforma Brasil e submetido ao comité de ética em
pesquisa local com deliberacdo favoravel (Anexo A). Pacientes catalogados no

banco de dados da sec¢ao de triagem da Faculdade de Odontologia de Aragatuba
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com perfil para o estudo, foram convocados. Também foram seguidas as normas do
CONSORT-STATEMENT (26).

Cada paciente passou previamente por triagem constituida por exame fisico,
radiografico e anamnese, para que fosse confirmada a necessidade do
procedimento em questdo. Os individuos selecionados foram informados
detalhadamente sobre a realizacdo da pesquisa e sobre 0s possiveis riscos e
beneficios a serem obtidos. Os que aceitaram, assinaram o termo de consentimento

livre e esclarecido (anexo B).

2.3 Grupos e tempos de estudo:

Nove pacientes (6 mulheres e 3 homens), com faixa etaria entre 20 e 57
anos, foram selecionados para o estudo (quadro 1) e divididos em 2 grupos

apresentados a seguir:

Quadro 1 - Dados clinicos dos grupos experimentais

Descricao No.
Total de pacientes 9
Mulheres 6
Homens 3
Faixa Etéria (anos) 20-57
Numero total de dentes nos grupos 73
controle e restaurado
Incisivos centrais 15
Incisivos laterais 18
Caninos 16
Primeiro pré-molares 14
Segundo pré-molares 10

Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados de pesquisa

Grupo restaurado: 73 dentes restaurados com lentes de contato dental,
confeccionadas em dissilicato de litio maquiado, com aproximadamente 0,2 mm de

espessura na borda cervical, com extensdo subgengival de aproximadamente 0,5
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mm e necessidade de novo perfil anatbmico na regido, cimentados sobre dentes
sem término cervical. Ressalta-se que a inexisténcia de términos cervicais
convencionais faz com que a restauracdo ceramica estabeleca contato com a
superficie do dente de forma semelhante ao obtido com términos em forma de

lamina de faca.

Grupo controle: os mesmos dentes do grupo restaurado, previamente ao

tratamento restaurador.

Os tempos de estudo e analises realizadas em cada tempo podem ser
observados no quadro 2.

Quadro 2-
Tempos de estudo

Tempos de

estudo e

Baseline (t0) - antes dos procedimentos restauradores
analises

15 dias (t15) - 15 dias ap0s a cimentacédo das restauracdes

180 dias (t180) - 180 dias apdés a cimentacao das restauracdes

realizadas em cada tempo através de gPCR

Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados de pesquisa.

2.4 Procedimentos clinicos para a execuc¢ao do estudo
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2.4.1 Consulta inicial

ApOs a triagem e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, o
paciente foi submetido a uma profilaxia, além da eliminacdo dos fatores retentores
de biofilme com auxilio de curetas de Gracey e posterior polimento com tacas de
borracha. Foram obtidas fotografias extra e intrabucais para contribuir com o
planejamento do caso e para registrar 0s aspectos anatdbmicos e épticos influentes
para a resolucdo clinica. Na sequéncia, foi realizada a moldagem diagnostica com
silicone por adicao (Express XT, 3M ESPE, St. Paul, MN, USA) e obtencéo de dois
modelos de estudo com gesso tipo IV (Elite Rock, Zhermack, Roma, Italia) montados
em articulador semi-ajustavel (Bio-Art, Sdo Carlos, SP, Brasil), os quais, juntamente
com as fotografias, foram encaminhados ao laborat6rio de prétese para a confecgéo

do enceramento diagnéstico.

Previamente ao tratamento e durante todos o0s controles, os pacientes
receberam instrucdes detalhadas para o controle diario do biofilme, através de
orientacdes supervisionadas sobre higiene bucal, com demonstragdo do uso correto
do fio dental, das técnicas de escovacdo e do uso de dentifricios, além de
explicacbes sobre a formacédo do biofilme, suas consequéncias e a importancia da

sua remoc;éo para 0 sucesso do caso.

2.4.2 Preparo dental

Duas mascaras de silicone por condensacao (Zetaplus/OranWash, Zhermack,
Roma, Italia), com a cépia do enceramento diagnostico, foram obtidas para guiar a
quantidade e a orientacdo do desgaste dental a ser realizado, quando necesséario,
sendo uma para orientacdo no plano vertical e outra no plano horizontal (27). O
preparo dental parcial foi realizado sob abundante irrigacdo, utilizando-se pontas
diamantadas de granulacdo grossa, para caneta de alta rotacdo, sem desgaste da
regido cervical, e finalizado com pontas de mesmo diametro e formato, de média e
fina granulometria, para contra-angulo multiplicador (Komcept 1:5, KaVo, Joinville,
SC, Brasil).

Para o procedimento de moldagem, foi inserido no sulco gengival um fio

afastador ndo impregnado, n. 000 e em seguida um segundo fio afastador de calibre
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compativel com o biotipo gengival do paciente (Ultrapack, Ultradent Products, South
Jordan, Utah, USA), para a realizacdo da moldagem pela técnica simultanea com
duplo fio, com silicone por adicdo (27). Em seguida, foi realizada a montagem do
modelo de trabalho maxilar no articulador semi-ajustavel, o registro maxilo-
mandibular realizado pela técnica de justaposicdo manual dos modelos de trabalho,
e 0 encaminhamento ao laboratdrio para a confeccdo das restauracbes ceramicas
em dissilicato de litio maquiado (IPS e.max Press; Ivoclar Vivadent, Schaan,
Liechtenstein), sem que este conhecesse 0s objetivos da pesquisa. Para o processo
de seleg&o de cor, foi utilizada a escala Vita Classical (VITA Zahnfabrik GmbH, Bad

Sackingen, Germany), na sequéncia de luminosidade.

Em alguns casos, restauracdes provisorias foram confeccionadas em resina
bis-acrilica (Protemp 4, 3M ESPE, St. Paul, MN, USA), obtidas a partir da mascara
de silicone por adi¢éo preenchida com a resina bis-acrilica e vertida sobre os dentes.
Quando houve necessidade de cimentacéo, foi utilizado cimento provisorio livre de
eugenol (Rely X Temp NE, 3M ESPE, St. Paul, MN, USA), ou resina composta fluida
(Filtek Z350 XT Flow, 3M ESPE, St. Paul, MN, USA) sem tratamento prévio da
superficie dental.

2.4.3 Prova e ajuste da restauragao ceramica

Primeiramente, foi realizada a "prova seca" das restauracfes para que fosse
visualizada a adaptacdo de cada peca ao dente com o auxilio de sonda exploradora
(Hu-Friedy Manufacturing, Chicago, IL, USA) e a precisdo dos contatos proximais.
Depois dessa fase, realizou-se a "prova umida” com o uso das pastas de prova
(Variolink Esthetic Try-in, Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein), para a verificacao

da luminosidade e do melhor matiz do cimento resinoso a ser utilizado.

2.4.4 Condicionamento da superficie ceramica

O condicionamento da superficie interna da ceramica obedeceu a seguinte
sequéncia: acido fluoridrico a 10% aplicado na superficie interna de cada elemento
durante 10 segundos, lavagem com agua e secagem, aplicacdo do acido fosforico a

37% por 60 segundos, lavagem com agua e secagem, aplicacdo de agente de unido
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silano (Monobond-N, Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein), aguardando a

evaporacao do solvente conforme instrucéo do fabricante (28).

2.4.5 Condicionamento dental

Os dentes restaurados passaram previamente por profilaxia com pedra
pomes e agua. Na sequéncia, foi realizado o condicionamento acido total do
esmalte, com acido fosférico a 37% por, no minimo, 15 segundos, lavado com agua,
seco com jato de ar, e aplicacdo do sistema adesivo (Tetric N-Bond Universal,
Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein), de acordo com as instru¢cées de uso
(29,30).

2.4.6 Cimentacado das restauracfes ceramicas

Segundo o0 matiz e a luminosidade da pasta selecionada durante a prova
Uumida, foi utilizado cimento resinoso essencialmente fotopolimerizavel (Variolink
Esthetic LC, Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) de acordo com as
recomendagdes do fabricante e polimerizado com o uso de aparelho luz emitida por
diodo (LED) de espectro entre 395 e 480nm e poténcia de 1000mW/cm? (VALO,
Ultradent Products Inc, South Jordan, UT, USA), com exposicdo de luz de 40

segundos em cada face da restauracgao.

2.5 Avaliagéo clinica

Em todos os tempos do estudo foram realizadas avaliacbes clinicas da
adaptagao marginal da restauragcédo ceramica e da condi¢cao periodontal por um
profissional experiente, calibrado na técnica e ndo envolvido na execucgao clinica do
estudo. Para a adaptagdo marginal das restauragbes foram utilizados os critérios
modificados do USPHS (United States Public Health Service) (30) adaptados a este

estudo.
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Quadro 3 - Critérios de avaliacdo clinica da adaptacdo marginal da restauracéo

ceramica (USPHS modificado)

Critério Descricao

Alfa Margem ideal: a borda da restauracdo é continua ao
substrato dental, sem a presenga de degrau

Desadaptacdo marginal: ha degrau perceptivel entre o
Beta laminado e o substrato dental, porém sem deficiéncias na
integridade da linha de cimentacao

Desadaptacdo marginal: ha degrau perceptivel, com a
presenga de deficiéncias na integridade da linha de
cimentagao

Fratura da borda cervical da restauracao

Charlie

Delta

Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados de pesquisa.

Para a condigdo gengival foram considerados os parametros: indice de placa
visivel (IPV), de acordo com a presenga ou auséncia de placa na regido cervical do
dente/ restauracdo (31); profundidade de sondagem (PS) em milimetros;
sangramento a sondagem (SS) ocorrido em até vinte segundos apds a inserg¢ao da
sonda periodontal e classificado em presente ou ausente (32); perda de insergao
clinica (PIC) (33); e recesséo gengival (RG) em milimetros (32). Para os dados de
PS, PIC e RG foram obtidos médias e desvio-padrao das medidas dos sitios
analisados em cada tempo do estudo. Os dados de IPV e SS foram transformados

em porcentagens.

2.6 Avaliagdo microbiologica através de gPCR

2.6.1 Coleta do fluido gengival crevicular

O fluido gengival crevicular foi coletado com o uso de uma fita de
metilcelulose (Periopaper, Oraflow, Plainview, NY, USA) inserida no sulco até a
sensacao de ligeira resisténcia (34), e deixada no local por 60 segundos (35). O
ponto de coleta foi na regido mésio-vestibular dos dentes avaliados, sempre

utilizando do mesmo sitio para todos os tempos do estudo.
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Previamente ao procedimento de coleta, a placa supra-gengival, quando
presente, foi cuidadosamente removida com o auxilio de uma cureta estéril (Hu-
Friedy Manufacturing, Chicago, IL, USA), e o local foi previamente isolado com o uso
de roletes de algoddo e gentiimente seco com jato de ar da seringa triplice.
Amostras contaminadas com sangue ou saliva foram descartadas e novamente

recolhidas apés 90 segundos (18).

Foram coletadas 4 fitas por sitio em cada tempo de estudo, as quais foram
armazenadas a seco em tubos de microcentrifugagéo livres de RNAse (Eppendorf
Manufacturing Corp., New York, EUA) e posteriormente congelados a -80°C até o

momento da extracdo do DNA.

2.6.2 Extracdo do DNA

O DNA total de cada amostra foi extraido usando kit comercialmente

disponivel (MagBeads Swabs DNA Preparation Kit, Jena Bioscience, Jena, GER).

2.6.3 gPCR

A concentracdo de acido nucleico em cada amostra foi analisada utilizando
um nanodrop (Hercuvan Lab Systems, Cambridge, UK) a 260 nm e padronizada a
concentracdo de 12,5 ng/uL. As espécies bacterianas, sequéncia dos primers,

tamanho do amplicon e condi¢cfes térmicas estao descritas no quadro 4.

A mistura da reagao (10 uL) foi composta por 5 uL de Fast EvaGreen gPCR
Master Mix (Biotium, Fremont, CA, USA), 3,4 uL de &gua ultrapura, 0,3 uL de cada
primer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) e 1 uL da amostra. A
guantidade de DNA (ng/uL) foi calculada usando controles de DNA de curvas padrao
(300 a 0,003 ng/uL) para cada espécie bacteriana. Todas as amostras foram
analisadas em duplicata. O primer 16S foi utilizado como padrdo e as andlises dos
dados foram realizadas no programa EcoStudy 5.0 (lllumina, San Diego, CA, USA)
(36).
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Quadro 4 - Iniciadores especificos e condi¢gdes térmicas

Condictes
térmicas
Espécie Primer Sequéncia 5-3’ Tamanho do Pre- Desnaturacdo | Anelamento Extensdo Ciclos
amplicon (bp) aquecimento
165 rRNA Forward | GATTAGATACCCTGGTAGTCCACCCC T86-1,387 95°C, 3 min 94°C, 1568 54°C, 15s 72°C, 30s 40
Reverse | GGGAACGTATTCACCG (802)
A. Forward | CCTCTGGCTTAACTGGGG 38 95°C, 3 min 94°C, 1568 58°C, 30s 68°C, 15s 35
naeslundii Reverse | CATTCCACCGCTACACCA
F Forward | CGCAGAAGGTGAAAGTCCTGTAT 23 95°C, 5min 95°C, 158 60°C, 20s 72°C, 20s 45
nucleatum Reverse | TGGTCCTCACTGATTCACACAGA
T. forsythia Forward | GCGTATGTAACCTGCCCGCA 120 95° C, 5 min 95°C, 15s 60°C, 20s 72°C, 208 45
Reverse | TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT

2.7 Anélise estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism 8.1
(GraphPad Software, La Jolla, USA). A andlise da homocedasticidade foi realizada
pelo teste Kolmogorov-Smirnov, para distincdo dos dados paramétricos e nao
paramétricos. Para os dados clinicos foi utilizado o teste Anova One-Way e para o
gPCR foi utilizado o teste de Friedman e poOs-teste de Dunn. Adotou-se o nivel de

significancia de p< 0,05 para todas as analises.




26

3. RESULTADOS

3.1 Dados demogréaficos

Nove pacientes, com um total de 73 laminados ceramicos, completaram 180
dias de acompanhamento, sem ocorréncia de trincas, fraturas, solturas ou qualquer
tipo de intercorréncia que justificasse a substituicdo de qualquer uma das 73
restauracdes. Os dados clinicos dos participantes da pesquisa estdo apresentados

no quadro 1.

3.2 Avaliacéo clinica

No inicio do tratamento (baseline) 11 dentes apresentavam placa visivel na
regido cervical (15,06%) do grupo restaurado. Em 15 e 180 dias as porcentagens
encontradas foram: 5,47 e 8,21 respectivamente. A média para a profundidade de
sondagem foi de 1,7 mm em todos os tempos analisados, com desvio padréo
variando de 0,58 a 0,60 e sem diferenca estatisticamente significante entre os
grupos experimentais em até 180 dias de acompanhamento (Anova, p>0,05). Foram

registrados casos de sangramento a sondagem em alguns dentes apdés o

tratamento, no entanto, sem diferenca estatisticamente significante entre os
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diferentes tempos do estudo (Anova, p>0,05). Ndo houve registro de perda de
insercao clinica e presenca de recessao gengival em nenhum dos dentes analisados
nos diferentes tempos de acompanhamento. Os dados da avaliacdo clinica estdo
apresentados na tabela 1.

Para a adaptacdo marginal da restauragdo ceramica, os 73 elementos
analisados obtiveram conceito “alfa” segundo os critérios do USPHS em todos os
tempos do estudo, isto €, margem ideal da restauracdo com a borda continua ao

substrato dental, sem a presenca de degrau.

3.3gPCR

Os resultados do qPCR sé&o apresentados na tabela 2.

A quantificagdo de A. naeslundii variou de 0,0037 ng/uL no tempo baseline a
8,64 ng/uL em 180 dias de acompanhamento. Nao houve diferenga estatisticamente
significante na comparacédo entre todos os periodos analisados, ou seja, baseline
(antes do tratamento) e 15 e 180 dias apdés a cimentacdo das lentes de contato,

(Anova, p>0,05), figura 1.

Nao houve registro de F. nucleatum em nenhum dos tempos analisados.

Tabela 1 - Avaliacdo clinica no grupo restaurado em baseline, 15 e 180 dias apés a

cimentacdo das restauracdes; média £ desvio padréo.

Andlises clinicas Baseline 15 dias 180 dias

indice de placa

visivel (%) — grupo 15,06 5,47 8,21
restaurado

Profundidade de

sondagem (mm) — 1,78+0,60 1,79+0,58 1,79+0,60

grupo restaurado

Sangramento a

sondagem (%) — 0,00+0,00 0,45+0,19 0,00+0,00
grupo restaurado

Perda de insercao

clinica (mm) — grupo 0,00+0,00 0,00%0,00 0,00%0,00
restaurado
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Recessao gengival 0,00+0,00 0,00%0,00 0,00%0,00
(mm) —grupo
restaurado

Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados de pesquisa.

Tabela 2 - Quantidade de microrganismos de microrganismos (ng/ul)

obtido pelo qPCR, média +/- desvio padréo (Anova One-Way p>0,05)

Baseline 15 dias 180 dias
A. naeslundii 3.206 +/- 2.956 2.867 +/- 2.866 3.963 +/- 2.544
F. nucleatum 0.00 +/-0.00 0.00 +/- 0.00 0.00 +/- 0.00

Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados de pesquisa

Figura 1 - Quantificacdo de A. naeslundii (ng/uL) obtido pelo qPCR

em baseline, 15 e 180 dias

A. naeslundii

Tempos de estudo

Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados de pesquisa
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4. DISCUSSAO

O presente estudo comparou através de analises clinicas e da deteccéo e
guantificacdo de uma bactéria colonizadora inicial, A. naeslundii, e uma bactéria
periodontopatogénica, F. nucleatum, (22-24), o comportamento periodontal de
dentes naturais higidos antes e apds o tratamento estético com lentes de contato

dental cimentadas sobre dentes sem término cervical.

Apesar da auséncia de desgaste do esmalte dentario ser considerada a
melhor op¢cdo do ponto de vista de preservacao das estruturas dentarias, melhor
adesdo da peca ao dente e aumento da previsibilidade mecénica, a literatura é
inconclusiva sobre a manutencdo da saude periodontal nesses tratamentos, uma
vez que o sobrecontorno da peca ceramica, mesmo que minimo, poderia contribuir
para o acumulo de placa bacteriana no local e causar danos estruturais ao

periodonto a longo prazo (9,11-14).

Neste sentido, a analise clinica através dos parametros de indice de placa
visivel, profundidade de sondagem, sangramento a sondagem, recessao gengival e

perda de insercdo clinica é a forma mais convencional para acompanhamento do
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comportamento das estruturas periodontais frente ao tratamento realizado (15), no
entanto, ndo traz informacdes sobre a resposta subclinica, isto €, alteracbes na
microbiota presente no fluido gengival crevicular e que poderiam levar ao
desenvolvimento de doenca periodontal (13,15). Levando isso em consideracao,
justificou-se a realizacdo do estudo comparando os dados periodontais obtidos
clinicamente versus os dados microbiolégicos obtidos laboratorialmente pela técnica
de gPCR.

Clinicamente, os resultados (PS, SS, IPV) ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre os periodos analisados, ou seja, antes do
tratamento e em até 180 dias de acompanhamento (p>0,05). Casos isolados de
sangramento a sondagem em regifes interproximais foram observados em
pacientes que possuiam diastemas antes do tratamento e, devido a isto, nao
possuiam o habito do uso continuo de fio dental. Para esses e todos os demais
pacientes, instrucdes de higiene oral foram reforcadas em todos os controles,
destacando a importancia do controle do biofilme para a manutencéo e longevidade
do tratamento realizado. Nao houve registro de recessdo gengival e perda de
insercdo clinica em nenhum dos dentes analisados. Vale ressaltar que na selecao
dos pacientes do estudo, todos passaram pelos critérios de elegibilidade que incluia
a condicdo de saude periodontal e boa condicdo de higiene oral, o que contribuiu
para os resultados obtidos. Na literatura cientifica, os resultados sdo semelhantes
em relatos de caso e pesquisas que fizeram o acompanhamento de pacientes
submetidos ao tratamento estético com lentes, independentemente do tipo de
preparo dentario realizado (5,37,38).

Desta forma, a primeira hipétese nula foi aceita, isto €, ndo houve alteracéo
dos parametros clinicos periodontais apos a cimentacdo das lentes de contato

dental.

Iniciando com a andlise subclinica da condigcdo de saude periodontal, a
bactéria A. naeslundii é considerado um colonizador inicial das superficies dentarias
(22,23) e que, em niveis aumentados, pode desempenhar um papel significativo no
inicio de uma série de doencgas orais, incluindo periodontite, carie dentaria e lesdo
periapical (23). A quantificacdo dessa espécie para os dentes antes (baseline) e
apos o tratamento (15 e 180 dias) permaneceram dentro do esperado para sitios

saudaveis, sem diferenca estatisticamente significante entre os periodos analisados
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(p>0,05). Apesar de um pequeno aumento da quantificacdo dessa bactéria em 180
dias, ndo houve diferenca estatisticamente significante em comparacdo com o
baseline e, clinicamente, ndo houve sinais de inflamacao tecidual. Com relacdo a
bactéria periodontopatogénica F. nucleatum, caracteristica de sitios com gengivite
(24), na presente pesquisa ndo foram encontrados niveis detectaveis, isto €, entre
0,003 a 300 ng/uL, dessa bactéria. Com os resultados obtidos, a segunda hipotese
nula do estudo também foi aceita, uma vez que ndo houve alteragcdo na
quantificacdo de A. naeslundii e F. nucleatum apds a cimentacdo das lentes de

contato dental.

Os resultados encontrados complementam os resultados da dissertacdo de
mestrado (Fapesp #2017/27188-0), uma vez que neste estudo foram quantificadas
as bactérias Streptococcus mitis, Prevotella intermedia e Porphyromonas gingivalis,
e as quantificacdes apresentaram o mesmo padrao, ou seja, manutencéo dos niveis
de S. mitis, colonizadora inicial, durante todo o acompanhamento e auséncia das
bactérias P. intermedia e P. gingivalis, relacionadas a gengivite e periodontite,
respectivamente. Ha a similaridade de que ambas as bactérias A. naeslundii e S.
mitis, que fazem parte do processo de colonizagao inicial do biofilme (22,23) foram
as Unicas a serem quantificadas e apresentaram valores dentro da normalidade,

além de serem bactérias comumente encontradas em microbiotas orais saudaveis.

Com os dados obtidos através do gPCR e analisados em conjunto com 0s
dados clinicos, pode-se perceber que o sobrecontormo, de no maximo 0,2 mm,
causado pela lente de contato dental com extensdo subgengival ndo foi suficiente
para resultar em alteracdes consideraveis da microbiota oral e causar danos ao
tecido periodontal em até 180 dias de acompanhamento. Vale enfatizar que apesar
dos resultados obtidos serem promissores, algumas limitacbes da pesquisa
merecem ser pontuadas e que serdo sanadas em proximos estudos do grupo de
pesquisa, sendo elas: reduzido tamanho da amostra, auséncia de um grupo com
término cervical para comparagao inter-grupos, quantificacdo de outras espécies
bacterianas e maior tempo de acompanhamento para consolidacdo dos dados
obtidos.
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5. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos em 180 dias de acompanhamento € possivel

concluir que:

- O periodonto dos dentes sem término cervical e restaurados com lentes de
contato dental ultrafinas ndo apresentou alteracdes estruturais quando comparado

ao periodonto dos mesmos dentes antes do tratamento;

- O sobrecontorno de até 0,2 mm das lentes de contato dental ndo contribuiu

para o acumulo de biofilme na regido cervical e para alteracdes na microbiota oral.
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Apresentacao do Projeto:

Resumo:

Introdugao: Os avangos tecnologicos na microestrutura dos materiais ceramicos juntamente com o
aperfeicoamento dos sistemas adesivos e

cimentos resinosos utilizados para a instalagéo dos laminados cerdmicos possibilitaram a utilizacao de
restauragdes delgadas sobre superficies de

esmalte com minimo ou nenhum preparo, cujo comportamento funcional sobre as estruturas periodontais &
ainda desconhecido. Objetivo: avaliar o

comportamento do tecido periodontal pela quantificagdo de biomarcadores e do volume do Fluido Gengival
Crevicular (GCF), com adicional

verificagdo da adaptacao e comportamento marginal da restauragao, no uso de laminados ceramicos
delgados cimentados sobre dentes nao

preparados e apresentando borda cervical posicionada no interior do sulco gengival. Materiais e Métodos:
72 laminados ceramicos, em dissilicato de

litio, com 0,2mm de espessura na borda cervical, serdo cimentados sobre dentes anteriores maxilares nao
preparados. Para todos os elementos

tratados sera feita a coleta GCF previamente a restauracdo (baseline) e nos tempos do estudo (t0-
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7 dias, t1 -15 dias, t2 — 30 dias, t3 — 60 dias, {4 —

180 dias e t5 365 dias ap0s a restauracao), onde sera calculado o volume do GCF e quantificado os
biomarcadores: TNF- (fator de necrose tumoral

alfa), IL-1 (interleucina 1-beta), MMP-8 (colagenase) e MMP-9 (gelatinase) pelo teste ELISA. Dentes
vizinhos homélogos ou antagonistas serao

utilizados como controle. Nos mesmos tempos, sera quantificada a presenca das bactérias Streptococcus
sanguis, Streptococcus mitis, Actinomyces

naeslundii, Fusubacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Veillonella parvula, Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Treponema

denticola por meio de PCR em tempo real. Adicionalmente serao feitas réplicas com 7, 30, 180 e 365 dias
apos a instalagdo para verificacao da

adaptacdo marginal e do sobrecontorno da restauragdao no microscopio eletrénico de varredura. Sera
realizada avaliacédo clinica pelos critérios

modificados do USPHS (United States Public Health Service) em todos os tempos do estudo. Resultados:

Apobs a analise descritiva dos dados serdao

verificadas as pressuposigdes de normalidade e homogeneidade, considerando a aplicagao da ANOVA.
Caso as pressuposi¢des nao sejam

atendidas, prevé-se o uso do teste de Kruskall-Wallis. O nivel de significancia considerado para diferenca
entre as médias sera 5%

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

A proposta deste estudo sera avaliar o comportamento do tecido periodontal pela anélise da quantidade de
biomarcadores e do volume do Fluido

Gengival Crevicular, no uso de laminados cerdmicos delgados com 0,2mm de espessura na borda cervical,
guando cimentadas sobre dentes nao

preparados e apresentando borda cervical posicionada no interior do sulco gengival.

Objetivo Secundario:

Verificagdo da adaptagao e comportamento marginal da restauragdo, no uso de laminados ceramicos
delgados com 0,2mm de espessura na borda

cervical, quando cimentadas sobre dentes ndo preparados e apresentando borda cervical posicionada no
interior do sulco gengival.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
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Toda pesquisa com seres humanos envolve riscos em tipos e gradagoes variados. Esta pesquisa envolve
intervengdes em pacientes a nivel

ambulatorial, logo, havera uma exposi¢cao destes a procedimentos com risco moderado. A participagao
nesta pesquisa nao infringe as normas legais

e éticas. Uma vez esclarecido o método proposto para a realizagao das restauragdes e o desenvolvimento
da esquisa, os participantes estarao sujeitos aos seguintes riscos e desconfortos: Exposicao a radiagao
(raios-X) pela aquisi¢ao de radiografias intrabucais.

apesar do risco moderado, este serda amenizado pelo uso de avental plumbifero para protegcao do
tronco/tire6ide e redugcao do tempo de

exposicao. Possibilidade de leve desconforto durante as moldagens. Para tanto, todas as medidas
preventivas serdao tomadas durante os

procedimentos de modo a minimizar qualquer risco ou incomodo. Vale salientar que o procedimento
restaurador proposto na pesquisa é reversivel,

uma vez que nao ha desgaste de estrutura dentaria.

Beneficios:

A literatura relata, entre outros beneficios, que a instalacao das proteses eleva a auto-estima dos pacientes,
melhora a mastigagao

e,consequentemente, a alimentagéo, sendo responsaveis por um aumento na qualidade de vida do paciente
de modo geral. Além disso, o estudo

resultara em maior previsibilidade no resultado final das restauragoes e a influéncias dos diferentes meios

de acompanhamento dos casos.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa apresenta-se apta para a sua realizagao.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os termos foram apresentados de acordo com a resolugao 466/12 do CNS.
Recomendacoées:

ndo ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Pesquisa apresenta-se apta para a sua realizagao.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Salientamos que, de acordo com a Resolugao 466 CNS, de 12/12/2012 (titulo X, segao X.1., art. 3,
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item b, e, titulo XI, secao XI.2., item d), ha necessidade de apresentacao de relatorios semestrais, devendo

o primeiro relatério ser enviado até 01/01/2019.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagado
Informagodes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_114825| 30/05/2018 Aceito
do Projeto 6_E1.pdf 17:03:22
Projeto Detalhado / | Projeto de Pesquisa - Fernando 29/06/2015 Aceito
Brochura Isquierdo de Souza PPGO.pdf 15:46:51
Investigador
Folha de Rosto Folha de rosto.pdf 29/06/2015 Aceito

15:35:12
TCLE / Termos de | TCLE doutorado.docx 30/04/2015 Aceito
Assentimento / 10:48:35
Justificativa de
Auséncia

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Néao

ARACATUBA, 29 de Junho de 2018

Assinado por:
Aldiéris Alves Pesqueira

(Coordenador)
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Anexo 3 — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

\/
vy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp - Aragatuba - Faculdade ds O

Campus de Aracgatuba - Faculdade de Odontologia
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: “Influéncia de laminados ceramicos cimentados sobre
dentes naturais sem término cervical nos mediadores inflamatorios e
microbiota do fluido gengival crevicular. Estudo clinico, prospectivo e

longitudinal usando ELISA e PCR em tempo real”

Nome do Pesquisador: Prof. Adj. Eduardo Passos Rocha

1. Natureza da pesquisa: o(a) sr.(a) estd sendo convidado (a) a participar
desta pesquisa que tem como finalidade avaliar a condicdo dos tecidos
periodontais de dentes restaurados com laminados cerdmicos delgados
instalados sobre dentes sem preparo, através de analises do liquido do sulco
gengival e de verificacbes da adaptacdo da peca ao dente, em diferentes

tempos, durante um ano de acompanhamento.

2. Participantes da pesquisa: Sera objeto do estudo cerca de 180 dentes.
Diferentes pacientes que necessitem de reabilitagcdo oral com facetas na regido
de anterior e posterior até 2° pré-molar no arco superior, participardao do

estudo.

3. Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo o(a) sr.(a) permitira
que o (a) pesquisador (a) colete amostras do liquido expelido pelo sulco
gengival antes e apos os procedimentos restauradores, bem como realizar
moldagens nas consultas de controle. O(a) sr.(a) tem liberdade de se recusar a
participar e ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da
pesquisa, sem qualquer prejuizo para o(a) sr.(a). Sempre que quiser podera

pedir mais informacdes sobre a pesquisa através do telefone do (a)
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pesquisador (a) do projeto e, se necessario através do telefone do Comité de

Etica em Pesquisa.

4. Sobre as entrevistas: As consultas serdo agendadas com antecedéncia,
sendo realizadas na Faculdade de Odontologia de Aracatuba e o paciente sera
convenientemente informado de todos os procedimentos executados em cada

sessdo.

5. Riscos e desconforto: a participacdo nesta pesquisa nao infringe as
normas legais e éticas. O risco ao paciente & considerado moderado, pois
serdo realizados procedimentos de nivel ambulatorial e exames radiograficos
com finalidade de diagnéstico. Para tanto, todas as medidas preventivas
durante os procedimentos serdo tomadas para minimizar qualquer risco ou
incémodo. Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios
da Etica em Pesquisa com Seres Humanos conforme Resolucdo n® 466/2012
do Conselho Nacional de Saude. Nenhum dos procedimentos usados oferece

riscos a sua dignidade.

6. Confidencialidade: todas as informacgbes coletadas neste estudo sao
estritamente confidenciais. Somente o pesquisador e seu orientador (efou
equipe de pesquisa) terdo conhecimento de sua identidade e nos
comprometemos a manté-la em sigilo ao publicar os resultados dessa

pesquisa.

7. Beneficios: ao participar desta pesquisa o(a) sr.(a) ndo tera nenhum
beneficio direto. Entretanto, esperamos que este estudo resulte em
informacdes importantes sobre o comportamento clinico de laminados
ceramicos delgados instalados sobre dente sem preparo, de forma que o
conhecimento que sera construido a partir desta pesquisa possa ampliar o
conhecimento sobre o comportamento do tecido periodontal frente a este tipo
de restauracdo a longo prazo, onde pesquisador se compromete a divulgar os
resultados obtidos, respeitando-se o sigilo das informacdes coletadas,

conforme previsto no item anterior.

8. Pagamento: o(a) sr.(@a) ndo terd nenhum tipo de despesa para participar

desta pesquisa, bem como nada sera pago por sua participagdo.
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ApoOs estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma
livre para participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que
se seguem: Confiro que recebi cépia deste termo de consentimento, e autorizo
a execugao do trabalho de pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos neste

estudo.

Obs: Nao assine esse termo se ainda tiver duvida a respeito.

Consentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida,

manifesto meu consentimento em participar da pesquisa.

Nome do Participante da Pesquisa

Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador
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Assinatura do Orientador

Pesquisador Responsavel:
Prof. Adj. Eduardo Passos Rocha (18) 3636 3290

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa:

Prof. Ass. Dr. André Pinheiro de Magalhaes Bertoz
Vice-Coordenador: Prof. Ass. Dr. Aldieris Alves Pesqueira
Telefone do Comité: (18) 3636-3234

E-mail cep@foa.unesp.br
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