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Strabelli PRS. Acompanhamento clinico e dados moleculares de pacientes
submetidos a cirurgia de implante: estudo de casos [dissertacdo]. Sdo José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2023.

RESUMO

A pratica clinica dos implantodontistas mostra uma importante taxa de insucesso pos
reabilitacdes com implantes, cujas causas variam e muitas vezes nao sao
identificadas. Este estudo de caso avaliou a presenca de doencgas peri-implantares
em pacientes fumantes, pacientes fumantes em terapia anti-hipertensiva, pacientes
em terapia anti-hipertensiva e pacientes controle, levando em consideracdo os
seguintes dados: avaliacdo da expressdao génica por reacdo em cadeia da
polimerase, por tempo real e transcricdo reversa, do o0sso do leito receptor do
implante; profundidade de sondagem (PS) das préteses implantadas; sangramento a
sondagem; indice de biofiime dental; andlise radiografica da perda éssea e
avaliacao de citocinas inflamatérias do fluido gengival desses pacientes, por ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay). O presente estudo objetivou avaliar
marcadores moleculares relacionados ao remodelamento ésseo e ao processo
inflamatoério expressos pelo 0osso no momento de insercao do implante, tracando
correlacdes clinicas de 16 pacientes, que foram avaliados 3 anos apdés terem sido
reabilitados com implantes dentais osseointegrados, na busca de fatores preditivos
de sucesso do tratamento. Os dados foram avaliados por estatistica descritiva
(média, mediana, desvio padrdo), pelos testes paramétricos (ANOVA) e néao
paramétricos (Kruskall Wallis) e por analises de correlacdo de Pearson. Nao
houveram correlagdes significativas entre os marcadores moleculares do
metabolismo ésseo e citocinas inflamatérias do fluido gengival com as condicbes
clinicas avaliadas apds a reabilitacdo com préteses. A profundidade de sondagem
foi maior nos pacientes fumantes e correlacionou-se significativamente a perda
O0ssea. Concluiu-se os fatores moleculares nao tiveram significancia preditiva de
sucesso dos tratamentos com implantes dentais osseointegrados e que pacientes
com um ou mais fatores de risco apresentam um pior prognostico cuja manifestacao
inicial ocorre com uma maior profundidade de sondagem correlacionada com maior
perda 6ssea.

Palavras Chave: Implantes dentais. Marcadores moleculares. Peri implantite.
Relatos de casos.



Strabelli PRS. Clinical follow-up and molecular data of patients undergoing implant
surgery: case study [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sao Paulo State
University (UNESP), Institute of Science and Technology; 2023.

ABSTRACT

The clinical practice of implant dentists shows an important failure rate after implant
rehabilitations, whose causes vary and are often not identified. This present case
study evaluated the presence of peri-implant diseases in smokers, smokers on
antihypertensive therapy, patients on antihypertensive therapy and control patients,
taking into account the following data: evaluation of gene expression by chain
reaction of polymerase, by real time and reverse transcription, of the bone of the
implant recipient bed; probing depth (PS) of implanted prostheses; bleeding on
probing; dental biofilm index; radiographic analysis of bone loss and evaluation of
inflammatory cytokines in the gingival fluid of these patients, by ELISA (Enzyme-
linked immunosorbent assay). The present study aimed to evaluate molecular
markers related to bone remodeling and the inflammatory process expressed by the
bone at the time of implant insertion, tracing clinical correlations of 16 patients, who
were evaluated 3 years after being rehabilitated with osseointegrated dental
implants, in the search for predictive factors of treatment success. The data were
evaluated by descriptive statistics (mean, median, standard deviation), by parametric
(ANOVA) and non-parametric (Kruskall Wallis) tests and by Pearson transfer
analysis. There was no correlation between molecular markers of bone metabolism
and cytokines, inflammation of the gingival fluid with clinical conditions after
rehabilitation with prostheses. Probing depth was greater in smokers and was
significantly correlated with bone loss. It was concluded that molecular factors had no
predictive significance for the success of treatments with osseointegrated dental
implants and that patients with one or more risk factors had a worse prognosis whose
initial manifestation occurs with a greater depth of probing correlated with greater
bone loss.

Keywords: Dental implants. Molecular markers. Peri-implantitis. Case reports.



10

1 INTRODUGAO

Os implantes dentarios sdo um dos tratamentos mais procurados do mundo,
segundo um levantamento feito pela Abimo (Associacado Brasileira da Industria de
Artigos e Equipamentos Médicos, Odontoldgicos, Hospitalares e de Laboratérios); o
Brasil é o pais onde mais se realizam implantes dentarios no mundo. Sdo cerca de
800 mil implantes e 2,4 milhdes de componentes de préteses dentarias colocadas
por ano. A reabilitacdo oral com implantes dentarios osseointegrados apresenta
atualmente grande longevidade e previsibilidade de tratamento para pacientes
edéntulos parciais e totais. (Aksoy et al., 2009; Bassi et al., 2013).

A peri-implantite por sua vez, é descrita na literatura como uma inflamacgao
dos tecidos que circunda o implante dental, suas caracteristicas inflamatérias, sao
similares com a da periodontite, sua etiologia primaria também € através de
bactérias, como Prevotela Intermédia, Fusobacteruim sp, além dos micro-
organismos anaerobicos e gram-negativos presentes no biofilme dental, como
ocorre na periodontite, portanto é coerente a literatura afirmar que o diagnéstico e o
plano de tratamento das peri-implantites e das periodontites serem equivalentes.

Uma das causas de insucessos dos implantes dentarios, ocorre através da
peri-implantite. E o tabaco é um dos principais fatores de risco para essa doenca.
Para Albrektisson e Zarb as caracteristicas dos pacientes quanto ao tipo 6sseo,
medicacdes e habitos sdo de extrema importancia para o processo de planejamento
cirurgico, o vicio de fumar, por exemplo, afeta a cicatrizacdo e a sobrevivéncia dos
implantes. (Albrektisson, Zarb, 1998). O tabagismo possui um efeito nocivo gerando
a perda 6ssea. (Clementini et al., 2014).

Muitos sdo os pacientes que necessitam de reabilitagdo dentaria e sao
fumantes, entre eles, alguns optam por tratamento com implantes dentarios, portanto
nesse estudo comparativo avaliaremos a situacado da osseointegracdo de implantes
dentarios em pacientes fumantes e nao fumantes, levando em consideracao exames

clinicos, radiogréficos e laboratoriais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A osseointegracao é uma reacao complexa e imuno-modulada, na qual o
implante € reconhecido como material estranho, ativando o sistema imune, onde os
peptideos, as proteinas e as citocinas realizam suas fungdes reguladoras
intercelulares, entoando por meio de suas manifestacoes a intensidade da resposta
inflamatoéria no processo de cicatrizacdo e/ou nos processos patolégicos (Terheyden
et al., 2012; Trindade et al., 2016). No entanto, com o decorrer do tempo, 0 0sso
deposita-se na superficie metélica, sendo que esta relacdo permanece estavel por
longos periodos de tempo (Branemark, 1983).

Os cigarros apresentam muitas substancias toéxicas, como a nicotina,
mondécitos de carbono, cianeto de hidrogénio e varias outras substancias com
potencial carcinogénico. Essas substancias por sua vez, afetam a cicatrizacédo, e nos
casos de tratamento com implantes bucais realizados em pacientes fumantes, eles
agirdo alterando o tecido 6sseo ao redor do implante, comprometendo a sua
osseointegracao. (Miranda et al., 2018)

Outro tipo de falha do implante, esta relacionada a susceptibilidade genética.
A expressao de alguns genes, pro-inflamatorios como as interleucinas (IL) e o Fator
de Necrose Tumoral alfa (TNF), sdo considerados fatores de risco para a perda de
implantes dentais. (Chen, Zhao, 2019).

2.1 Peri-implantite

Os métodos tradicionais como exames radiograficos e avaliacao clinica da
saude ou doenca dos tecidos peri-implantares ajuda a determinar a presenca de
perda Ossea nos implantes osseointegrados e indica processos inflamatérios,
infecciosos, traumas entre outras complicacbes. (Papaspyridakos et al., 2012). No
estudo de Astolfi et al. (2022), os autores avaliaram 555 implantes em 132 pacientes

e constataram que os pacientes que ndo comparaceram a consulta de manutengao
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pds tratamento com implantes, tiveram uma incidéncia de peri-implantite de 61,4 %
em comparacao com 27,3 % daqueles que compareceram a consulta.

O processo imediato de reparacao pés-injuria como a resposta humoral, a
remodelacao tecidual e angiogénese pode ser avaliada a partir de analise de coleta
de fluido peri-implantar. (Schraufstatter et al., 2012). Analisando fluido peri-implantar
também é possivel avaliar a presenca das interleucinas (IL-1pB, IL-6, IL-12, IL-23, que
sdao mediadores da resposta inflamatéria no periodonto e nos tecidos peri-
implantares dos processos normais ou patolégicos. Tais interleucinas também atuam
no reparo imediato pds-injuria. Dessas citocinas a IL-1B regula a producédo de
prostaglandinas (PG), de leucotrienos e de ativador de plaguetas em alguns tipos
celulares, além de induzir a reabsorcao Ossea pela diferenciacao de células
precursoras em osteoclastos; é considerada uma das citocinas mais importantes no
processo inflamatério (Macdonald, Gowen,1993; Mundy, 2009; Tatakis et al., 1988).

Ja a IL-6 é secretada pelas células T e macréfagos para ativar a resposta
imune aguda na infeccdo e em processos poOs-traumaticos, desencadeando a
inflamagé&o. (Kishimoto, 2005). A IL-8 tem como fung¢des a indugc&o da quimiotaxia no
sitio infeccioso, induz também a fagocitose no local da inflamacéo e promove a
angiogénese. A IL-10 apresenta caracteristicas anti-inflamatérias, agindo na
inflamacédo patolégica e na modulacdo da cascata inflamatéria da doenca peri-
implantar. (Duarte et al., 2009; Gritz, 2005; Hu et al., 2009). No estudo de Severino
et al. (2016) os autores constataram que o nivel de IL17 e IL33 estavam
significamente aumentas nos pacientes que pertenciam ao grupo com mucosite peri-
implantar.

No estudo de Kulakov, os autores analisaram as caracteristicas moleculares
e morfologicas dos processos inflamatérios e regenerativos em tecidos acometidos
pela periodontite e pela peri-implantte. Com base nas diferengas
imunohistoquimicas em marcador de diferenciagdo de células miofibroblésticas;
Fator de crescimento endotelial vascular e o Marcador de atividade proliferativa (Ki-
67), os autores concluiram que a peri-implantite apresentou maior processo
inflamatoério e destrutivo, pelo aumento da inflamacgéo, processo de regeneragao
prejudicado e destruicdo do tecido 6sseo periodontal. (Kulakov et al., 2020).

Cerca de dois milhdes de componentes de préteses dentarias sao instalados

por ano no Brasil, e a doenca peri-implantar pode afetar até cerca de meio milhao
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deles; o correto diagndstico dessas doencas deve ser realizado precocemente. Os
acompanhamentos clinico e radiografico sdo de grande valia para detectar e
interromper as doengas peri-implantares. Para Mombelli et al. e Listgarten com a
avaliacao dos tecidos moles ao redor dos implantes dentarios, na qual podem-se
observar aspectos como inchaco, supuracéo, vermelhidao, sangramento, e bolsa
periodontal é possivel diagnosticar e prevenir precocemente o avango da doenca
peri-implantar. (Listgarten, 1991; Mombelli et al., 1987).

2.2 Tabagismo

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 5,4 milhGes de
Obitos por ano sdo causadas por cancer de pulméo, doencas cardiovasculares e
outras causas associadas ao tabagismo, sendo o mesmo, o maior causador de
mortes preveniveis. Em 2016 a OMS também relatou que existiam 1,1 bilhdo de
fumantes adultos em todo o planeta.

Para Derks et al. (2015), o risco de perda dos implantes dentais em
fumantes é 14.4 vezes maior do que nos ndo fumantes. (Derks et al., 2015). O fumo
causa imunossupressao, uma resposta inflamatéria exacerbada e atraso celular,
aumentando a inflamacado bucal pelo aumento dos niveis do fator de necrose
tumoral (TNF) no fluido do sulco gengival. A nicotina aumenta a liberagdo monocitica
da PGE2 (prostaglandina E2) e interleucina (IL1), aumentando a inflamacéao
gengival. (Douglass, 2006).

Os fumantes tém maiores numeros de neutrofilos (células de defesa contra a
infeccdo) na circulagdo periférica, provocando uma diminuicdo da quimiotaxia,
fagocitose e adesao. (Carranza et al., 2012). A formagéo de anticorpos é outro fator
alterado pelo tabagismo, em virtude da diminuicdo da proliferagdo de células T,
afetando as funcdes de células B, consequentemente diminuindo a concentragéo de
IgG e a formacéao de anticorpos.

Azar e Richard avaliaram que fumantes ativos tém niveis de proteina C
reativa maior do que os naos fumantes; a inflamacgéo faz parte do nosso processo

imune e guia a liberacdo da proteina C reativa para a corrente sanguinea. (Azar,
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Richard, 2011). Ja no estudo de Hertz Mayfield e Guy Huynh, os autores avaliaram o
efeito do tabagismo no sistema imune e resposta inflamatéria e, notaram que
ocorreu inibicdo do processo bioldgico da osseointegracdo, assim como a inibicao
da cicatrizacao de feridas e reducdo da circulacdo periférica. O tabagismo pode
afetar a microvascularizagdo dos tecidos e a remodelagdo éssea. (Heitz-Mayfield,
Huynh-Ba, 2009).

Outros fatores contribuem para insucessos de implantes, como um incorreto
planejamento feito pelo implantodontista, ma higiene, periodontite, entre outros; o
conjunto desses fatores pendera ainda mais para o insucesso dos tratamentos com
implantes. Negri et al. (2016) concluiram que fumantes com melhor higiene bucal
mostram sinais de menor perda 6ssea marginal em torno do implante mandibular se
comparado a individuos com ma higiene oral, e também que implantes instalados
em fumantes apresentam maior risco no desenvolvimento de peri-implantite. (Negri
et al., 2016).

Barbour et al, avaliaram que os fumantes podem ter até 6 vezes mais
probabilidade de ter doenca periodontal do que os ndo fumantes. (Borbour et al.,
1997). O tabagismo pode causar periodontite crénica, dependendo dos seus genes,
em um estudo realizado por Polk et al. (2012), foi constatado que havia presenca de
periodontite em alguns grupos de pessoas e em outros nao. (Polk et al., 2012).
Também para Koldsland et al.(2009), todas as perdas de implantes finais foram
precedidas por perda precoce associada a periodontite e ao tabagismo. (Koldsland
et al., 2009). Estudos realizados por Deluca et al. (2006), mostrou que o tabagismo
produz comprometimento da longevidade dos implantes. (Deluca, Zarb et al., 2006).

No estudo de Sanchez-Pérez et al. (2007), para fumantes moderados e
pesados o uso do tabaco envolve risco relativo respectivamente de 10,1% na perda
do implante, enquanto o consumo de mais de 20 cigarros/dia aumenta o risco para
30,8% nesta perda. (Sanchez-Pérez et al., 2007). Correa et al. também ressaltaram
que o impacto do tabagismo sobre os implantes pode estar relacionado as
moléculas de nicotina presentes na fumaca, podendo auxiliar de forma negativa no
0sso esponjoso (Correa et al., 2009). Em 2015 Sagolastra et al. confrontaram o
habito de fumar e efeitos sobre implantes dentais, e relataram que a peri-implantite
esteve significativamente maior em fumantes quando comparados aos nao

fumantes. (Sagolastra et al., 2015).
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Em um estudo sobre a altura do osso marginal em 46 pacientes reabilitados
com 116 implantes, Wahlstrom et al. (2010), dividiu em trés grupos, 5 pacientes
eram fumantes, 26 ex-fumantes e 15 pacientes nao fumavam. Os fumantes
apresentaram maior nimero de dentes com bolsas periodontais maior que 6 mm em
comparagédo com os ndo fumantes e ex-fumantes, e um paciente fumante entre os
cinco, apresentou peri-implantite outros trés deles apresentaram mucosite. Ja o
grupo de ex-fumantes, apresentou uma perda 6ssea marginal significativa e maiores
bolsas periodontais em menor nimero de dentes; entre os 26 ex-fumantes, um
apresentou peri-implantite e outros 5 apresentaram mucosite. (Wahlstrém et al.,
2010). Em um estudo prospectivo por trés anos realizado por Pozzi et al. (2016) com
54 pacientes, cada paciente recebeu uma uUnica prétese; trés desses pacientes eram
fumantes. Um dos pacientes fumantes apresentou perda do osso marginal de 3,2
mm com sangramento a sondagem (Pozzi, Mura, 2016).

Atarchi e colaboradores (2020), realizaram recentemente um estudo sobre
os fatores de risco que levam a perda precoce de implantes dentais, dentre esses
fatores, os autores incluiram: sexo, idade, tabagismo, histérico médico, comprimento
e didmetro do implante, aumento de seio maxilar e perfuracdo da membrana do seio.
Dentre todos esses fatores, o tabagismo foi 0 que apresentou maior porcentagem de
insucesso de implantes. Na pesquisa de Prado et al. (2021) foram analisadas
amostras 6sseas de pacientes divididos nos seguintes grupos: fumantes, ex
fumantes, hipertensos, fumantes hipertensos e um grupo de pacientes saudaveis
(controle). Os resultados mostraram que os grupos de fumantes e hipertensos,
apresentaram maiores valores nas expressdes de RUNX, Fosfatase alcalina e
Osteopontina. Os autores concluem que nos pacientes fumantes, a fumaca pode
diminuir a expressao dos genes responsaveis pela formacao de matriz 6ssea, além

de aumentar os genes envolvidos na reabsorcao dssea. (Prado et al., 2021).
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2.3 Hipertensao

A hipertensao arterial € um importante fator de risco para a morte prematura
em todo o mundo, principalmente por causar complicacbes cardiovasculares
(Tibazarwa, Damasceno, 2014). Segundo o ministério da saude em 2018, 24,7% da
populacdo que vive nas capitais brasileiras afirmaram ter diagnéstico de
hipertenséo, dentre eles os idosos com mais de 65 anos sdo os mais afetados pela
hipertensdo. Ao todo, 60,9% dessa populacdo que vive nas capitais brasileiras
afirma ter o diagnédstico; os dados também mostraram 388,7 mortes por dia em
2017.

Um levantamento epidemiol6gico em relacédo a prevaléncia da periodontite
em pacientes hipertensos foi realizado por Marques (2016) e colaboradores, dos
170 pacientes hipertensos que participaram da pesquisa, todos apresentaram
perda de insercdo em decorréncia da periodontiite e 91% deles foram
diagnosticados com periodontite crénica avancada.

A prevaléncia da periodontite em pacientes hipertensos é bastante relatada
na literatura, porém mesmo sendo doengas muito similares, 0 mesmo ndo ocorre em
relagdo a peri-implantite. Mulinari- Santos et al. (2018) revelam que os individuos
hipertensos apresentam metabolismo anormal de calcio resultando em
concentragdes inferiores desse mineral, de vitamina D, magnésio e altas
concentracdes de horménio da paratireoide {PTH}, prejudicando a qualidade e a
densidade do tecido ésseo. Portanto, uma questao que precisa ser abordada de
forma adequada, refere-se a qualidade do tecido 6sseo em pacientes hipertensos, e
ainda, a capacidade de formacao 6ssea em situagcdes como a osseointegracao apés
a instalagdo de implantes. Esse fato se confirma no estudo de Wang et al. (2022),
onde os autores avaliaram a presenca de peri-implantite em pacientes com doencas
cardiovasculares e foi identificado uma prevaléncia significativamente maior (48,8%)
de peri-implantite moderada a grave nesse grupo do que nos pacientes do grupo
controle (30,4%).

Dada sua alta incidéncia na populagéo, a terapia anti-hipertensiva foi uma
das variaveis confundidoras encontradas e consideradas no decorrer desta

pesquisa.
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2.4 Métodos dos estudos epidemioldgicos

Entende-se por “risco” o grau de probabilidade da ocorréncia de um
determinado evento: por exemplo, o risco de alguém perder um implante dentario.
Nem todos os individuos tém os mesmos riscos. Ha pessoas que vivem com
implantes longevos em atividade mastigatoria desde a época de instalagdo dos
implantes pioneiros. Outras pessoas perderam seus implantes com 4 ou 6 meses
de cirurgia, antes mesmo de iniciar a funcdo mastigatéria ou logo no seu inicio.

A associacao dos fatores de risco, entre si, € complexa, podendo resultar em
efeitos somatérios ou multiplicativos. A probabilidade de o dano vir a ocorrer, no
futuro imediato ou remoto, pode ser estimada para um fator de risco isolado ou para
varios, simultaneamente. Embora as pessoas se exponham diferentemente a um
fator, ocorre que, em termos populacionais, podem ser identificados subgrupos com
aproximadamente os mesmos riscos. Estas estimativas sdo possiveis gracas aos
estudos epidemiologicos. (Pereira, 2018).

As pesquisas epidemiolégicas podem ser divididas em duas vertentes, as
experimentais e observacionais. Os estudos experimentais, sdo: Ensaios clinicos
randomizados controlados, ensaios comunitarios e ensaios de campo. Ja os estudos
observacionais, sao classificados em analiticos e descritivos. Dentre os estudos
analiticos, podemos citar: os estudos seccionais, os estudos ecoldgicos, os estudos
de caso-controle e os estudos de coorte. Esses estudos analiticos tém como objetivo
relacionar, o estado de saude de um individuo ou de um grupo com outras variaveis.

Os estudos descritivos, sdo elaborados de forma qualitativa, um exemplo
sdo os estudos de caso ou relatos de casos (Bonita et al., 2010), e usaremos esse
método no presente estudo.

A classificacdo das evidéncias cientificas dos estudos epidemioldgicos, esta
hierarquizada conforme a sua qualidade metodolégica, sua confianca e
aplicabilidade. Na base dessa piramide se observam os estudos in vivo e in vitro,
além das opinides dos profissionais/especialistas, mais acima, tem-se os relatos e
os estudos de casos, logo acima os estudos de caso — controle. No préximo nivel

estdo os estudos coorte, acima deles os ensaios clinicos randomizados, € no topo
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dessa piramide de evidéncias cientificas, estdo as revisées sistematicas. Quanto

mais ao topo, maiores as evidéncias cientificas, como representado na Figura 1.

Figura 1 - Piramide das evidéncias cientificas

ENSAIOS CLINICOS
RANDOMIZADOS

ESTUDOS DE CASO CONTROLE

OPINIAO DE EXPERTS/ ESTUDOS COM ANIMAIS/ ESTUDOS IN VITRO

Legenda - A pirdmide ilustra o nivel de menor (base da piramide) a maior (topo da piramide)
evidéncia cientifica.
Fonte: Elaborada pelo autor.

2.5 Estudos de casos

Como citado anteriormente, os estudos de casos, se encontram na base da
piramide de evidéncias cientificas, ou seja, apresentam menores evidéncias, em
relacdo aos outros estudos citados. Por outro lado, os estudos de casos, servem
como base para os estudos com mais evidéncias, além de ser um dos primeiros
estudos que descrevem ou analisam novas doengas, como no caso atual da
pandemia pela COVID-19. Os primeiros estudos sobre a doenca foram relatados
através de estudos de casos, assim aconteceu também com outras doengas, como
o Zika virus, por exemplo.

A histéria dos estudos de casos é notada por transicdes entre seu grande

uso e seu desuso. Entre os anos de 1900 a 1960, a pesquisa foi marcada por um
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grande desuso dessa metodologia, a justificativa era que esse método de pesquisa,
era mal fundamentado, nessa época tivemos entdo, um grande avangco dos métodos
de pesquisa quantificativos, porém a partir da década de 60, os pesquisadores
constataram que os métodos quantitativos apresentavam falhas, essas falhas se
davam pelas limitagcdes de alguns casos, onde esses ndao poderiam ser explicados
por meio de esquemas estatisticos. A partir da década de 60 entdo, os estudos de
casos voltaram a ser utilizado pelos pesquisadores. Para Yin, a inflexibilidade dos
outros métodos de pesquisa, assim como seus requisitos, faz com que os estudos
de casos, seja a unica forma viavel de pesquisa, em algumas instancias. (Aberdeen,
Yin, 2009).

Os estudos de casos sdo uma metodologia usada em todas as areas do
conhecimento, porém, foram primeiramente usados nas areas da medicina e do
direito, e seguem sendo fortemente usados, uma vez que os “casos” fazem parte do
dia a dia dentro dessas areas. Essa metodologia também vem sendo usada pelo
governo, para avaliar se algum programa implementado, teve eficacia ou nao, ou
para analisar se as metas de um determinado programa estdo sendo atingidas.

Portanto, a metodologia dos estudos de casos, se baseia em dados
qualitativos por meio de acontecimentos reais, € um estudo detalhado que objetiva
descrever ou explicar fendmenos atuais inseridos em seu préprio contexto.
(Aberdeen, Yin, 2009).
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3 PROPOSICAO

Avaliar a saude peri-implantar dos implantes instalados em fumantes e nao
fumantes, assim como relacionar o vicio de fumar com a presenga de doengas peri-
implantares, através de dados clinicos, como a profundidade de sondagem, o indice
de sangramento e o biofilme dental. Avaliar marcadores moleculares relacionados
ao remodelamento 6sseo e ao processo inflamatério expressos pelo 0sso no
momento de insercao do implante e no fluido gengival peri-implantar, tragando
correlacbes clinicas com dados de pacientes, que foram coletados 3 anos apds
terem sido reabilitados com implantes dentais osseointegrados, na busca de fatores

preditivos de sucesso do tratamento.
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4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica de Pesquisa em
Seres Humanos, sob o numero 36910420.5.0000.0077. A amostra de conveniéncia
foi obtida com seguimento dos pacientes de pesquisa prévia de Prado et al. (2021),
onde buscou-se atender os 32 pacientes que ja haviam sido submetidos a cirurgia
de implante dentario, atendidos no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Séao José
dos Campos em 2017 e 2018. No entanto, houve perdas de pacientes por diversos
motivos e aqueles que compareceram para a nova pesquisa assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido. Os pacientes foram atendidos em uma clinica
particular na cidade de Sao José dos Campos - Praca dos Expedicionarios, 110,
Jardim Bela vista, Figura 2, uma vez que os atendimentos clinicos no Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos Campos estava interrompido por conta da
pandemia de COVID-19. Assim, o método do estudo em questdao se enquadra mais

entre estudos de casos e ndo em amostragem.

Figura 2 - llustra o atendimento clinico realizado aos pacientes da pesquisa em consultorio

privado

e !
Legenda - Atendimento clinico, realizado em consultério particular, para avaliagdo dos pacientes.
Fonte: Elabora pelo préprio autor.
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Durante o exame clinico, foram realizadas as seguintes andlises.

4.1 Avaliacao da profundidade de sondagem

Foi realizada com o espelho clinico e sonda milimetrada OMS (Fava, Sao
Paulo — SP, Brasil), nas préteses implantadas, em 6 pontos: mesiovestibular,
vestibular, distovestibular, lingual, mesiolingual e distolingual, foi considerada a
maior medida dentre elas, nos demais dentes remanescentes de cada paciente, foi
realizada a sondagem apenas por vestibular. (Caton, 2018).

Figura 3 - Sondagem peri-implantar com sonda OMS

|
Legenda - Sondagem peri-implantar da prétese instalada na regido anterior da maxila, realizada com
sonda OMS.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2 indice de sangramento gengival

Apos a avaliagdo da profundidade de sondagem de todos os elementos
dentais, de cada paciente, citada acima, conseguimos observar a presenga ou
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auséncia de sangramento gengival, Figura 4, a porcentagem de sangramento foi
calculada através da divisdo do niumero de dentes que apresentou sangramento,
pelo numero total de dentes, multiplicado por 100. (Caton, 2018).

Figura 4 - Avaliacdo de sangramento a sondagem

[
Legenda - A imagem ilustra a avaliacdo do sangramento ap6s o procedimento de sondagem peri-
implantar e periodontal.
Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

4.3 indice de biofilme dental

Utilizou-se o evidenciador de placa Eviplac (Biodindmica Ibipora — PR,
Brasil) para a visualizagdo do biofilme dental dos pacientes e calculo da
porcentagem de superficies acometidas por placa dentaria. O valor do indice de
placa dental foi obtido pela soma total de faces dentais coradas divididos pelo total
de faces dentais presentes, multiplicado por 100. Quando a porcentagem for menor
que 20% a higiene do paciente foi classificada como aceitavel, do contrério, a
higiene € deficiente e se faz necessaria um melhor controle do biofilme dental.

(Caton, 2018). No entanto, apds a evidenciacdo, foi realizada a orientagdo de
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higiene individual conforme suas respectivas necessidades para cada paciente da
pesquisa.

Apés a evidenciacao foi realizada profilaxia odontolégica com a utilizacao de
pasta profilatica (Herjos F, Vigodent Rio de Janeiro — RJ, Brasil) e escova de
Robinson (Preven, Guapirama — PR, Brasil), em caneta de baixa rotacao (Kavo, Sao
Paulo — SP, Brasil) para realizar a remogdao da placa com evidenciador das
superficies dentérias.

Figura 5 - Evidenciacao de biofilme dental

Legenda - Evidenciacéo e avaliagdo de biofilme dental realizado com Eviplac (Biodinamica).
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4 Exame radiografico

Foi realizada a tomada radiografica periapical com uso de posicionador
radiografico periapical (Indusbello, Londrina - PR, Brasil) e pelicula radiografica
(Dentus E-Speed, Agfa, Sao Paulo - SP Brasil), da(s) regido(dées) das proteses
implantadas, a fim de avaliar a osseointegracdo dos implantes dentais instalados e
medir a quantidade de reabsorcdo das mesmas. Apos a tomada radiogréfica, as
periapicais foram digitalizadas e no intuito de padronizar uma correta medigao, foi
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utilizado o software Image J (Figuras 6 e 7). Para tanto, calibramos o programa, foi
delimitado a quantidade de pixels do diametro do implante de cada paciente.

Para calibrarmos, foi tracado o comprimento do diametro do implante de
cada paciente. E no software, em Analyze, Set scale, foi colocado o valor em

milimetros, como ilustrado a seguir.

Figura 6 - Passo a passo para calibragdo do software Image J
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Legenda - llustragcdo do passo a passo utilizado para padronizar a reabsorgdo 6ssea margiﬁal nas
radiografias periapicais através do software Image J.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Depois de calibrado, foi tragado o ponto mais cervical da coroa da prétese
implantada até o ponto mais alto da crista 6ssea alveolar, como indicado pela seta
na imagem a seguir. No software, clicamos em Measure onde foi apresentado o valor
em milimetros da area tracada, no qual o valor de Length corresponde ao valor do

comprimento da reabsorgao 6ssea em milimetros.
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Figura 7 - Resultado em milimetros do comprimento da reabsor¢cdo 6ssea pelo software
Image J
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Legenda - llustragdo do passo a passo utilizado para padronizar a reabsorcdo 6ssea marginal nas
radiografias periapicais através do software Image J.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5 Avaliacao das citocinas inflamatérias por ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay)

Amostra de fluido peri-implantar foi coletada com cones de papel
absorventes apirogénicos e estéreis (Cell Pack Pro, por 60 segundos (Figura 9).
Esses cones foram armazenados em tubo de microcentrifuga a -80° C. O ensaio
imunoenzimatico para as citocinas inflamatérias Interleucinas: (IL)-1B e IL17; foi
realizado utilizando-se Kits ELISA. Placas de microtitulacdo de 96 pocos
sensibilizadas com anticorpos de captura foram especificos para cada citocina de
interesse (R & D Systems, NE), sendo 100uL/pogo. As placas permaneceram
overnight em temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram lavadas com
300 pL de Tampao de Lavagem (PBS acrescido de 0,05% de Tween 20) e
bloqueadas com tampao de bloqueio (PBS acrescido de 0,1% de Soro Albumina
Bovino - BSA). As placas foram mantidas em temperatura ambiente por uma hora.
Apés os procedimentos de lavagem, foi adicionado nas placas 100 uL do padrdo de
citocinas (curva-padrdo) ou 100 pL das amostras (sobrenadantes obtidos da
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agitacéo dos cones de papel contendo o fluido peri-implantar em solucao fisiol6gica
apirogénica). Os testes foram realizados em duplicata. As placas foram mantidas por
duas horas em temperatura ambiente. Apdés os procedimentos de lavagem, foram
acrescentados em cada poc¢o das placas 100 uL de anticorpo de deteccao marcado
com biotina. As placas foram mantidas em temperatura ambiente por 2 h. Novas
lavagens foram realizadas e logo apés, adicionados em cada poco, 100 uyL de
estreptavidina conjugada com enzima peroxidase. As placas foram cobertas com
papel aluminio e mantidas em temperatura ambiente por 20 minutos. Apds o0s
procedimentos de lavagem, foram adicionados em cada poco 100 uL da solucéo de
substrato cromogénico, composto por Reagente A (perdéxido de hidrogénio) e
reagente B (tetrametilbenzidina) na proporcao de 1:1. As placas foram mantidas
cobertas com papel aluminio, a temperatura ambiente por 20 minutos. Logo apés foi
adicionado 50 pL da solucao de parada da reacao (acido sulfarico 2N). As placas
foram imediatamente levadas ao leitor de microplacas (Nunc, Dinamarca), com
comprimento de onda de 450 nm. Apds obtencdo das densidades Oépticas, foi
determinado, em pg/mL, os niveis de Interleucina (IL)-18 e IL17 presentes nas

amostras.

Figura 8 - Atendimento clinico demostrando a coleta do fluido peri-implantar

Legenda - llustracao da insercao do cone de papel estéril, para coleta do liquido peri-implantar.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.6 Avaliacao da expressao génica por RT-PCR (tempo real)

Foi avaliada a expressdo dos seguintes genes: Fosfatase Alcalina (ALP),
Apoliproteina (APO), Beta Actina, Prostaglandina E2, Integrina 1, Osteocalcina,
Osteopontina, Osteonectina, Sialoproteina 6ssea, TGF-B, Osterix, Runx2,
Interleucina 6 (IL6), Fator estimulador de Col6nias de Macréfagos (MCS-F) e
Proteina 6ssea Morfogenética (BMP). Foi realizada a extragdo do RNA total das
amostras utilizando-se o Trizol Reagent (Ambion®, Life Technologies Corporation,
Van Allen Way, Carlsbad, California, USA), conforme as instru¢des do fabricante. As
concentragdes e purezas das amostras de RNA foram determinadas por densidade
Optica em espectrofotbmetro Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc. -
Wilmington, DE 19810, USA). Entdo o RNA foi armazenado a -80°C. A sintese de
cDNA foi realizada com 500ng de RNA total nas reacbes de transcricdo reversa
seguindo instrucdes do fabricante do Kit comercial SuperScript Ill, First-Strand
Synthesis Supermix (InvitrogenLife Technologies Corporation-Van Allen Way,
Carlsbad, California, USA) e armazenamento do cDNA a -20°C. Os cDNA foram
utilizados para o PCR em real time com o sistema de deteccao Step one Plus 7000
Real Time PCR Systems (Applied Biosystems), utilizando o sistema Platinum SYBR
Green qPCR SuperMix-UDG (InvitrogenLife Technologies Corporation-Van Allen
Way, Carlsbad, California, USA). Primers especificos e 2uL de cDNA foram
utilizados em cada reacao. As reacdes foram realizadas em triplicata. As condicbes
da RT-PCR foram padronizadas com as curvas de eficiéncia e melting, sempre
baseadas nas sugestbes do fabricante do SYBER Green e nas temperaturas de
melting dos primers com uma amostra calibrador. Eficiéncias entre 90% e 110% e
coeficientes de correlagdo de 0,995 ou maiores foram aceitos.

As amostras foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real para o gene enddgeno proposto beta-actina e outros 2 genes constitutivos
(HPRT1 e GAPDH), testados quanto a variacdo em todas as amostras para
selecionar o melhor. O que menos variou foi selecionado e utilizado nas reacgoes,
para realizacdo dos calculos da Quantificacdo Relativa. Apds determinacdo dos
padroes da RT-PCR, a expressdao de cada gene foi calculada para todas as

amostras e foi subtraido o Ct do gene constitutivo: ACi=Cygene)-Ct(constitutivo). O AC; fOi
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subtraido da amostra calibrador resultando em AAC;: AAC=AC-ACqcalibrador). ENt@0 a
quantificacao relativa (RQ - Relative Quantification) foi calculada para cada gene em
cada amostra conforme a equacdo: RQ=2"2°". Os dados da expressdo génica serdo
testados quanto a correlagdes com parametros clinicos e citocinas inflamatérias do

fluido periimplantar pelo teste de correlacdo de Pearson.
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5 RESULTADOS

A média de idade dos pacientes foi de 48,5 anos, variando de 29 a 68 anos.
Como forma de sigilo para os pacientes dessa pesquisa, eles foram descritos por
nameros, de 1 a 16. Dos demais pacientes selecionados anteriormente para a
pesquisa: 11 pacientes (34,3%), nao atenderam o telefone ou o niumero constava
como inexistente; 3 deles (9,4%), havia se mudado para outra cidade; outros 2
pacientes (6,0%) se recusaram a participar da pesquisa.

Os 16 pacientes avaliados foram separados em quatro grupos. 3 pacientes
eram fumantes (grupo fumante) 2 pacientes fumantes em terapia anti-hipertensiva,
realizando o uso das medicacgdes: Captopril 25mg e Losartana 50mg/ Atenolol 25mg
(grupo fumante em terapia anti-hipertensiva), 1 estava em terapia anti-hipertensiva,
fazendo o uso da medicagédo Losartana 50 mg (grupo em terapia anti-hipertensiva),
os demais 10 pacientes ndo estavam em terapia anti-hipertensiva e nao fumavam
(grupo controle).

Durante as avaliacbes foi constatado que um dos pacientes do grupo
fumante em terapia anti-hipertensiva perdeu um de seus implantes e somente em
uma posterior consulta, o paciente relatou fazer uso de Alendronato de sédio. Um
dos pacientes do grupo controle, ndo havia instalado a protese sobre implante,
impossibilitando a avaliagdo dos dados clinicos de profundidade de sondagem e
reabsorcdo marginal éssea. Além disso alguns pacientes tinham mais de um
implante instalado com suas respectivas amostras 6sseas. Do grupo controle, um
paciente tinha trés amostras, e uma duas amostras. Do grupo fumante dois
pacientes tinham duas amostras cada. Do grupo fumante em terapia anti-
hipertensiva um paciente tinha duas amostras, € no grupo em terapia anti-
hipertensiva o paciente apresentava duas amostras.

A Tabela 1, demostra em porcentagem, o indice de sangramento a
sondagem, e o indice de placa (biofiime dental), a regido onde o implante foi
instalado, além da quantidade em milimetros da profundidade de sondagem e da
perda de insercao O6ssea radiogréafica e seus respectivos valores de Interleucinas 13
e 17 (IL1B e IL17) em pg/ml.
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Tabela 1 — Representa os dados clinicos dos pacientes, o grupo ao qual eles pertencem e
seus valores de IL1B e IL17

Biofilme PS do . .
Sangramento Dental Implante implante Radiografia Grupo IL1B IL 17
Fumante sob
12,50% 37,50% 24 3,5mm 3,9 mm terapia anti- 0 2,830445
hipertensiva
Fumante sob
16,70% 16,70% 36 4,0mm 3,7 mm terapia anti- 0 1,541465
hipertensiva
Fumante sob
16,70% 16,70% 46 terapia anti- 0 0
hipertensiva
8,30% 25,00% 45 Controle 0 1,60981
20,00% 25,00% 15 3,5mm 3,0 mm Controle 0 0
39,30% 35,70% 15 4,0mm 3,2 mm Fumante 28,53459  4,25753
39,30% 35,70% 26 4,5mm 3,7 mm Fumante 18,00234 5,316335
17,90% 19,60% 26 3,0mm 2,3 mm Fumante 0 0,78401
14,30% 17,90% 45 2,0mm 2,5 mm Controle 48,66289 0
18,80% 42,20% 25 3,0mm 2,2 mm Controle 22,73015 4,671845
32,00% 36,00% 36 3,5 mm 3,2mm Controle 25,39832  0,85094
50,00% 34,60% 16 4,0mm 3,0 mm Controle 93,66095 1,12715
50,00% 34,60% 26 4,0mm 4,6 mm Controle 4917771 1,21922
50,00% 34,60% 46 4,0mm 3,8 mm Controle 6,72113  0,528695
o o Em terapia
23,80% 14,30% 14 4,0mm 4,2 mm anti-hipertensiva 81,14903 1,357325
o o Em terapia
23,80% 14,30% 16 3,5mm 4,1 mm anti-hipertensiva 0 3,4289
11,50% 21,20% 36 3,0mm 3,2mm Controle 47,91393 0,344555
11,50% 21,20% 46 3,0mm 2,5 mm Controle 0 4,027355
28,80% 38,40% 24 4,0mm 3,3 mm Fumante 51,89554 6,881525
28,80% 38,40% 26 4,0mm 3,7 mm Fumante 4,89554  0,620765
29,10% 16,60% 36 2,0mm 2,1 mm Controle 0 0
24,13% 10,70% 26 2,0mm 1,9 mm Controle 16,59804 6,74342
26,26% 36,00% 26 3,5 mm 4,0 mm Controle 34,52627 5,408765

Legenda - Tabela com os dados clinicos dos pacientes avaliados para pesquisa e seus respectivos
valores de IL1B e IL17 em pg/ml.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A andlise dos resultados foi realizada de forma qualitativa por estatistica
descritiva, tantos os dados clinicos como os dados moleculares foram testados em

relacdo a cada um dos grupos.
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Os testes de normalidade "D'Agostino & Pearson omnibus", Shapiro-Wilk e
Teste Kolmogorov-Smirnov foram utilizados para avaliar a distribuicdo dos dados.

Foi realizada estatistica inferencial buscando-se identificar diferencas e
correlacées entre os resultados dos grupos. Para os dados paramétricos com
distribuicao normal, foi realizado o teste de Analise de Variancia (ANOVA), ja para
os dados nao paramétricos, foi utilizado o teste Kruskal Wallis. Ambos com nivel de
significancia de 5%. As médias testadas de forma paramétrica, foram dos seguintes
dados: Sangramento, Pronfundidade de Sondagem da prétese instalada sobre os
implantes (PS do Implante), Radiografia, IL1B, Integrina, MCS-F, Osteonectina,
Sialoproteina e RUNX2. Ja os de forma nao paramétrica foram: Biofilme, IL17, ALP,
APO, Beta Actina, BMP, IL6, Osteocalcina, Osteopontina, Osterix, Prostaglandina e
TGF-B.

A tabela 2, mostra o valor da média e desvio padrdao dos dados clinicos e
dos marcadores moleculares dos grupos: controle, fumante, fumante em terapia anti-
hipertensiva a em terapia anti-hipertensiva. Além dos valores obtidos nos testes
ANOVA e Kruskal Wallis.
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Tabela 2 — Representa os valores de médiatdesvio padrdao e os valores de p dos dados

clinicos e moleculares dos 4 grupos

Za:‘glsegg?;fgss Controle Fumante l:;z:?ai;:? S_Obat:tli?rfla KVTIL;:?IIi(ZI ANOVA
hipertensiva hipertensiva
Biofilme 28,20+9,82  33,56+7,92 27,1147 14,3+0,00 p=0,129 -
Sangramento  28,43+14,09 30,82+8,93 14,60+2,97 23,80+0,00 - p = 0,441
PS do Implante  3,038+0,083 3,900+0,548 3,750+0,354 3,750+0,354 - p=0,120
Radiografia 3,000+0,822 3,240+0,573 3,800+0,141 4,150+0,070 - p=0,165
IL1B 27,42+27,20 20,67+20,74 0,00+0,00 40,657,4 - p = 0,499
IL17 2,312+2,475  3,57+2,78 2,186+0,911 2,39+1,46 p=0,721 -
ALP 1,095+2,603 0,648+0,746 2,75%3,61 0,00+ * p = 0,350 -
APO 188815716 5833+10103 0,000+0,000 0,000+ * p = 0,944 =
Beta Actina 6,74+13,79 10,06+15,44 21,8+29,7 0,174+~ p = 0,391 -
BMP 0,994+1,607 0,549+0,491 1,127+1,233 0,000z * p =0, 630 =
IL6 6,60+18,15  0,299+0,437 3,25+1,72 0,002+ * p =0, 309 -
Integrina 0,630+0,663 1,648+0,975 1,576+0,971 0,206 * - p=0,144
MCS-F 1,864+2,199  2,03+2,68 4,66+2,10 0,000+ * - p = 0,352
Osteocalcina 5,44+17,58 0,31410,420 0,703x0,147 0,000+* p = 0,252 -
Osteonectina  2,083+1,662 1,785+1,725 1,710£0,597 0,000+* - p=0,673
Osteopontina  1,492+1,983 0,790£0,365 3,60+1,94 0,000+* p = 0,252 -
Osterix 4788+1222  0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+* p = 0,957 -
Prostaglandina 1,163+3,375 0,968+1,644 0,000+0,000 0,000+* p=0,179 =
RUNX 1,280+1,695 0,915+0,769 7,96+9,77 0,000+* - P = 0,062
Sialoproteina  2,260+2,705 0,847+0,757 1,97+1,48 0,000+* - p =0,707
TGF-B 0,912+1,484  2,53+3,66 1,421+0,960 0,000+* p = 0,294 -

Legenda - Tabela com os valores das médias + desvio padrdo dos dados clinicos e genéticos dos
quatro grupos e seus valores de significancia. *um Unico paciente com duas amostras. O desvio
padrao nao foi calculado

Fonte: Elaborada pelo autor.

Foi realizada estatistica inferencial quanto a existéncia de relacdes entre os
marcadores genéticos e os dados clinicos. Para tanto, foi utilizado o teste de
Correlacao de Pearson, com nivel de significAncia de 5%. Os marcadores genéticos
que apresentam como funcdo a formacdo e remodelacdo Ossea, como a
Ostecalcina, o Osterix e 0 RUNX2 por exemplo, foram correlacionados com os
dados clinicos de profundidade de sondagem (PS do implante) e a reabsorcéo
marginal éssea (Radiografia). J& os marcadores genéticos inflamatérios como a

Prostaglandina e IL6, foram correlacionados aos dados clinicos de indice de
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Sangramento a sondagem (Sangramento) e indice de placa dental (Biofilme), como
ilustrado na tabela a seguir.

As Tabelas 3 e 4 ilustram os resultados dos testes de correlagdes entre os
marcadores moleculares e os dados clinicos dos 16 pacientes.

Tabela 3 - Correlagdes entre os marcadores moleculares 6sseos e os dados clinicos de
profundidade de sondagem e radiograficos

Marcadores moleculares PS do Implante Radiografia

ALP p=0,798 p=0,771
BMP p = 0,956 p = 0,974
Osteocalcina p =0,753 p=0,87
Osteonectina p = 0,939 p = 0,269
Osteopontina p=0,168 p = 0,630
Osterix p=0,717 p = 0,350
RUNX2 P =0,314 P = 0,524
IL1B p=0,316 p = 0,426
IL17 p = 0,920 p=0,788

Legenda - Tabela 3 representam as correlagbes entre os dados moleculares e clinicos de
profundidade de sondagem e radiografia e seus valores de significancia. Test de Pearson.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 4 - Correlacbes entre os marcadores moleculares e os dados clinicos de

sangramento a sondagem e biofilme dental

Marcadores moleculares Sangramento Biofilme

APO p = 0,857 p=0,470

Beta Actina p = 0,857 p = 0,936

IL6 p =0,781 p=0,679

Integrina p = 0,485 p = 0,898

MCS-F p = 0,286 p=0,727

Prostaglandina p = 0,840 p = 0,340

TGF-B p = 0,227 p=0,871

IL1B p = 0,146 p = 0,669IL17 p = 0,990 p = 0,294

Legenda - Tabela 4 representam as correlagbes entre os dados moleculares e clinicos de
sangramento a sondagem e biofilme e seus valores de significancia. Test de Pearson.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Além das correlagdes descritas anteriormente, foram correlacionados os
dados de profundidade de sondagem (PS do implante) com os dados de reabsorcéo
marginal 6ssea (radiografia), e obtivemos um valor bastante significativo de p = 0,00.

Quando os dados da profundidade de sondagem, somente dos grupos
fumante e controle, foram comparados por meio de teste T de Student, houve
significancia estatistica, demonstrando maior profundidade de sondagem no grupo
fumante (p=0,026).

A despeito da correlacdo existente entre a profundidade de sondagem e a
perda Ossea aferida radiograficamente, o teste T de Student ndao mostrou
significancia estatistica na diferenca entre os grupos controle e fumante (p=0,508)
quando os dados radiograficos foram comparados.

As figuras a seguir, representam os graficos com os valores da media +
desvio padrdao dos dados clinicos e moleculares dos grupos: controle, fumante,
fumante em terapia anti-hipertensiva e em terapia anti-hipertensiva. Os mesmos
foram agrupados segundo o0 seu comportamento.

Na figura 9, os graficos representam os valores da média + desvio padrao,
dos seguintes dados: a) (Integrina, quantificagao relativa),b) (TGF-B, quantificacdo
relativa),c) IL17 pg/mL, d) (PS do implante em mm),e) Biofilme (%), Os valores
desses dados clinicos e moleculares foram maiores no grupo fumante em relacéao

aos demais grupos.
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Figura 9 — Representando os marcadores genéticos e clinicos mais expressados do grupo

fumante

T
i @ ®
& il S Looo i .
£, ® ° ‘ ¢
25

-

,a 2 D)

i 50

5 ‘ [ 45 I
5l e T —eo £ . ®

| |14 3 35 - .
i — £ l 3 i
0 >
30 |

16 | 1 1

. ©) )

‘ |

. Controle

i I T
£ ? . Fumante
= . (D Fumante em terapia anti-hipertensiva

0

of €) oe . Em terapia anti-hipertensiva

Legenda - Gréficos que representam os valores de médiatdesvio padrdo dos dados moleculares de:
Integrina, TGF-B, de IL17 e dos dados clinicos de: profundidade de sondagem do implante e Biofilme
dental dos grupos.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ja o grupo fumante em terapia anti-hipertensiva teve os valores de: a) ALP,
b) RUNX2, c) Osteopontina, d) Beta Actina, e) MCS-F, mais expressados em relagao

aos outros grupos, como consta na figura 10.
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Figura 10 — Representa os marcadores genéticos mais expressados do grupo fumante em
terapia anti-hipertensiva
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Legenda - Gréficos que representam os valores de médiatdesvio padrdo dos dados moleculares de
ALP, RUNX2, Osteopontina, Beta Actina e MCS-F.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Na figura 11 observamos que os dados moleculares de: a) Prostaglandina,
b) IL6, c) APO, d) Osterix, e) Osteocalcina, foram muito similares entre os grupos.
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Figura 11 — Representa os marcadores genéticos expressados de forma similar entre os
grupos
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Legenda - Graficos que representam os valores de médiatdesvio padrdo dos dados moleculares de
Prostaglandina, IL6, APO, Osterix e Osteocalcina.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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6 DISCUSSAO

Apés a reabilitacdo com prétese sobre implante, algumas complicacdes
mecanicas ou estéticas podem surgir, porém quando se trata da longevidade desses
tratamentos, a peri-implantite é o principal fator de risco para as perdas de implantes
dentais. Uma boa higiene bucal, contribui de forma significativa para saude
periodontal e peri-implantar, sendo o biofiime dental o fator primario tanto da
periodontite, como da peri-implantite, € certo que o seu controle deve ser observado
durante as consultas peridédicas pds-tratamento com implantes. Assim como nesse
estudo, os autores Alécio et al. (2014) também utilizaram o indice de placa dental e
chegaram a conclusdo de que os pacientes com menor indice tinham menor
propensédo ao desenvolvimento de mucosite peri-implantar. No entanto, as bactérias
provenientes do biofilme dental, provocam uma inflamacgao no tecido peri-implantar,
essa inflamacao por sua vez podera ser mediada pelo indice de sangramento a
sondagem.

Avaliar a inflamagdo do tecido peri-implantar também deve ser um
importante fator para deteccdo da mucosite e peri-implantite, para tanto, o indice de
sangramento gengival se mostra na literatura como um procedimento valioso para o
diagnéstico da peri-implantite, como no estudo experimental de Lang et al. (1994), o
sangramento esteve ausente nos pacientes que pertenciam ao grupo com saude
peri-implantar e 91% dos pacientes que tiveram sangramento a sondagem eram do
grupo com peri-implantite. O indice de sangramento a sondagem foi avaliado nessa
pesquisa como uma medida de deteccdo, prevencdo e orientacdo aos pacientes
sobre suas possiveis consequéncias.

A profundidade de sondagem das proteses instaladas sobre os implantes e
suas respectivas radiografias também foram avaliadas, e concordando com o estudo
de Robins, Ali (2022), foi constatado que a profundidade de sondagem foi maior no
grupo fumante. Tal ocorréncia pode ser explicada pelo fato dos compdsitos do
tabaco, principalmente a nicotina ndo serem tdxicos para os osteoclastos e
estimularem a sua diferenciacdo (Henemyre et al., 2003). Além disso, esses
compodsitos apresentam uma forte ligacdo com os tecidos periodontais e peri-
implantares, diminuindo sua vascularizacao (Farronato et al., 2022).
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Para avaliar o processo inflamatério no fluido peri-implantar, as citocinas pré
inflamatérias IL1B e IL17, foram alvos da presente pesquisa. Estao relacionadas a
resposta imune e sao responsaveis por ativar o processo inflamatério local, atraindo
células de defesa para combater alguma bactéria por exemplo, ou algum outro tipo
de patdgeno. Na recente revisdo sistematica de Kensara et al. (2021), os autores
analisaram que as citocinas IL1B, IL17, IL6 e TNF-a, sdo os marcadores mais
presentes associados a peri-implantite.

Na presente pesquisa, o teste escolhido para identificar a expressédo de
citocinas foi o ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), que é um ensaio imuno
enzimatico muito conceituado pela literatura. Somente nesse ano, muitos autores
Chaparro et al. (2022), Wang (2022), Ahmed et al. (2022), também utilizaram papel
estéril para coleta do fluido peri-implantar e o teste ELISA em suas pesquisas, e
tiveram sucesso em identificar as citocinas inflamatorias presentes na regido peri-
implantar.

A pesquisa ndo demonstrou diferencas entre os grupos com os dados
clinicos e moleculares nos testes paramétricos (ANOVA) e nao paramétricos
(Kruskal Wallis). Uma possivel explicagdo para que essa falta de significancia tenha
acontecido foi pelo restrito nimero de pessoas que participaram do atual estudo, por
se tratar de uma amostra de conveniéncia durante a primeira fase da pesquisa. Trés
a quatro anos apdés a cirurgia de implantes, e em meio a Pandemia de COVID-19,
ocorreu uma grande perda de pacientes. Dos 32 pacientes selecionados para
primeira fase da pesquisa, somente 16 retornaram para avaliagdo, limitando a
formacao de grupos. Grupos muito pequenos geram um maior desvio padrao.

Quanto aos marcadores moleculares, mesmo diante da pequena amostra,
os dados da expressdao de RUNX2 entre os grupos gerou um valor de p = 0,062,
muito préximo de validar uma diferenca significativa entre o grupo controle
expressando menos RUNX2, quando comparado ao grupo fumante em terapia anti-
hipertensiva. O fator de transcricdo 2 da runt (RUNX2) é um gene regulador da
diferenciacdo de osteoblastos. No estudo de Prado et al. (2021), o grupo de
pacientes fumantes e hipertensos também expressou maiores valores de RUNX2.
Contrariamente, no estudo de Marques et al. (2018) os autores compararam a
expressao de RUNX2, em ratos hipertensos e normotensos e relataram que esta foi
menor no grupo de ratos hipertensos. O estudo de Theodoro et al. (2015), também
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constatam esses achados em relacdo a periodontite, que apés tratada passou a
apresentar um maior numero de células positivas para RUNX2.

As correlacdes realizadas entre os marcadores moleculares e os dados
clinicos, foram separados de acordo com a funcdo de cada marcador, onde 0s
marcadores que estavam relacionados com o tecido 6sseo, ou seja, tinham a fungéo
de diferenciacdo e ou remodelacdo déssea, foram correlacionados com os dados
clinicos ésseos, que foram, a profundidade de sondagem e a perda 6ssea marginal
através da radiografia. Ja os marcadores genéticos que estavam relacionados com o
processo inflamatério propriamente dito, foram correlacionados com os dados
clinicos de higiene, que foram os dados de biofiime dental e sangramento a
sondagem. Porém essas correlacbes nao geraram resultados significativos. No
entanto ao correlacionar os dois dados clinicos 6ésseos (PS do implante e
radiografia), tivemos um significativo valor de p=0,000, isso nos mostra a importancia
clinica do procedimento de profundidade de sondagem dos implantes, uma vez que

esses dados estiveram de absoluto acordo com os dados radiograficos.
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7 CONCLUSAO

As condicdes do metabolismo 6sseo aferidas pela analise molecular no
momento da insercdo do implante nao diferiram nos pacientes desta pesquisa. O
status peri-implantar aferido apds 3 anos de reabilitacdo também se mostrou similar
entre todos pacientes, excetuando-se a profundidade de sondagem, que foi maior
em pacientes fumantes. Este estudo de casos vem mostrar uma possivel rota de
busca de fatores moleculares preditivos do sucesso da reabilitacdo com implantes,
no entanto amostras maiores sdo fundamentais para comprovacao de sua validade.
Conforme os resultados deste estudo, a avaliacdo clinica permanece como Gold
Standart no acompanhamento e predi¢do de progndstico destes pacientes.
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ANEXO B - Modelo do Termo de consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro(a) Senhor(a)

Este termo é um convite de participacdo na pesquisa que eu, Priscila Rossi Santos
realizarei, intitulada “Avaliacdo do status peri-implantar em pacientes fumantes e nao
fumantes, através da expressao genica por RT-PCR (tempo real) e citocinas inflamatérias.”

Para a execucdo deste projeto, sua participagdo consistirda nos seguintes
procedimentos, que ocorrerao nas consultas apds seu tratamento de colocagao de implante.
Sera necessario aferir sua pressao arterial, e que o(a) senhor(a) responda um questionario
sobre seu histérico de saude e de sua familia. Também sera necessario exame clinico com
espelho e uma sonda periodontal (uma espécie de régua que mede sua gengiva). Também
serdo avaliados e medidos aspectos 0sseos nos exames de imagem (radiografias
periapicais), realizadas em nossa instituicdo, sem custo algum aos pacientes, que serao
solicitados como pratica de rotina para acompanhamento do seu tratamento de reabilitacdo
com implantes.

Sua participagdo € voluntaria, ndo precisa aceitar o convite se nao se sentir
confortavel em participar da pesquisa.

O Sr.(a) tem a garantia de acesso, em qualquer etapa do estudo, sobre qualquer
esclarecimento de eventuais duvidas e sobre o andamento do trabalho. Informo que sera
garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e assim deixara de
participar do estudo. Também n&o havera custo nem pagamento pela sua participagao.

Cabe ressaltar que a participagdo do sujeito de pesquisa nao implica em risco
aumentado a nenhuma ocorréncia que ja ndo seja inerente do préprio tratamento ja
realizado com implante. A pesquisa em si, apresenta riscos minimos aos pacientes.

Esperamos como beneficios determinar marcadores que podem prejudicar o sucesso
do implante e posteriormente orientar tratamentos mais direcionados aos pacientes com
necessidades individuais. Como exemplo: prescricdo de remédios com acao especifica em
células que reabsorvem o0 0ss0, na tentativa de melhorar o sucesso a longo prazo do
implante e da protese instalada.

Eu, Priscila Rossi Santos, Mestranda em Odontologia restauradora — prétese
dentaria, vou coordenar a pesquisa cujo titulo & “Avaliacdo do status peri-implantar em
pacientes fumantes e nao fumantes, através da expressao genica por RT-PCR (tempo real)
e citocinas inflamatérias.” Endereco profissional Av. Eng Francisco José Longo, 777, Bairro
Sao Dimas, Sao José dos Campos-SP, telefone para contacto n® 012-981483972.

Esta pesquisa sera desenvolvida no Instituto de Ciéncia Tecnologia da UNESP-
Campus de Sao José dos Campos, no Departamento de Odontologia Restauradora. Se tiver
alguma consideragao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité
de Etica (CEP) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S&do José dos Campos-UNESP,
situado na Av. Eng® Francisco José Longo, 777 — CEP 12245000, em Sdo José dos
Campos-SP, fone 012-3947-9076, e-mail denise@ict.unesp.br e comunique-se com a
Coordenadora Profa. Dra. DENISE NICODEMO.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Acredito ter sido esclarecido(a) a respeito das informagdes deste termo,
descrevendo o estudo a ser realizado e concordo em patrticipar da pesquisa. Declaro
conhecer quais o0s propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, as garantias
de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes, e que minha participacdo néo
implicara em nenhuma despesa.

NOME/RESPONSAVEL:

RG: CPF:

Endereco:

Assinatura Sujeito da Pesquisa Assinatura Pesquisador



