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Resumo

A peri-implantite é um processo inflamatdrio que afeta os tecidos circundantes do
implante, podendo impedir a sua osteointegracdo e conduzir mesmo a sua perda. O
seu tratamento constitui atualmente um grande desafio, devendo ser realizado o
mais precocemente possivel, logo que é observada placa bacteriana e sangramento
a sondagem. O tratamento ndo cirdrgico com um antissético a base de clorexidina
para bochecho esta geralmente na primeira linha de escolha, no entanto os seus
efeitos benéficos na microbiota das lesGes peri-implantares ainda ndo estdo bem
definidos na literatura atual. O objetivo deste estudo é comparar o efeito do
bochecho com clorexidina de tratamento a 0,12 % e com clorexidina de manutencao
a 0,05%, sobre a microbiota associada a lesdes peri-implantares, utilizando a andlise
metagendmica de sequenciacdo massiva com tecnologia lllumina®. Participaram
neste estudo 22 pacientes, nos quais foram colhidas amostras nas bolsas peri-
implantares antes e apds 15 dias de tratamento. Os resultados indicaram que ndo ha
diferencas significativas na variancia da microbiota gerada pelos dois tipos de
clorexidina testados e que esta depende mais do individuo. Este estudo sugere que a
clorexidina no tratamento da peri-implantite deve ser utilizada com alguma
moderagao pelos médicos dentistas, tendo em conta os seus efeitos negativos apds

o tratamento, como sejam, a coloragdo dos dentes e um aumento da tens3do arterial.

Palavras-chave:

Peri-implantite, clorexidina, microbiota, biofilme, bactérias
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ABSTRACT

Peri-implantitis is an inflammatory process that affects the tissues surrounding the
implant, which can prevent its osteointegration and even lead to its loss. Its
treatment is currently a major challenge, and should be carried out as early as
possible, as bacterial plague and bleeding on probing are observed. Non-surgical
treatment with a chlorhexidine-based mouthwash is generally in the first line of
choice, however its beneficial effects on the microbiota of peri-implant injuries are
not well defined in the current literature. The aim of this study is to compare the
effect of mouthwash with 0.12% treatment chlorhexidine and 0.05% maintenance
chlorhexidine on the microbiota associated with peri-implant injuries, using massive
metagenomic analysis with technology Illlumina®. Twenty-two patients participated
in this study, in which samples were collected in the peri-implant pockets before and
after 15 days of treatment. The results indicated that there are no significant
differences in the variance of the microbiota generated by the two types of
chlorhexidine tested and that it depends more on the individual. This study suggests
that chlorhexidine in the treatment of peri-implantitis should be used sparingly by
dentists, considering its negative effects after treatment, such as tooth colour and an

increase in blood pressure.
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Introdugao

A microbiota oral constitui uma das mais diversas comunidades de microrganismos
gue residem no corpo humano. A maior parte das bactérias deste complexo
ecossistema encontram-se aderidas aos tecidos e dentes formando biofilmes. Na
cavidade oral existe uma grande variedade de bactérias distribuidas em nichos com
caracteristicas favoraveis a sua sobrevivéncia e onde vivem em continua interacao
com o ambiente e o hospedeiro, estando em situacdo normal em simbiose (1). Uma
perturbagdo desta interagdao pode gerar uma disbiose, conduzindo a patologias orais
diferentes, como caries, doencas periodontais ou doencas peri-implantares.

A peri-implantite constitui um problema crescente de saude oral, sendo uma doenga
infeciosa caracterizada por afetar os tecidos circundantes do implante, com perda
dssea, sangramento a sondagem, com ou sem supuracao, podendo levar a sua perda
(2). Porém, a saude peri-implantar pode existir em torno de implantes com suporte
dsseo reduzido (3). Anos atrds, a Unica opc¢do na peri-implantite era remover o
implante, mas atualmente existem varias alternativas terapéuticas. O principal
objetivo é interferir na perda dssea que gera e estabilizar a infecdo bacteriana. Na
atualidade, o protocolo de primeira agdao para combater a infe¢do bacteriana é a
prescricdo de colutérios de clorexidina a uma concentracdo de 0,12% (CHX de
tratamento) ou 0,05% (CHX de manutencdo), controlando a inflamacdo, a placa
dentdria e o sangramento, apesar da coloracdo que causa na denticdo e das
mudangas que produz no plasma, com concentragdes mais baixas de nitrito e o
aumento da pressdo arterial sistélica em individuos saos (4).

Este uso da clorexidina para o tratamento de lesGes peri-implantares deve-se ao seu
potencial para a redugdo da proliferacao de bactérias associadas as doengas periodontais,
como Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum, podendo também envolver
diferentes espécies de Actinomyces, Streptococcus e Enterobactérias (5). Também é eficaz
no tratamento contra a halitose, relacionada com a colonizagdo por bactérias (6). A CHX tem

um largo espetro, tendo como alvo a membrana citoplasmatica bacteriana, provocando uma

reducdo na sua fluidez, osmorregulacdo e capacidade metabdlica (7). Em concentracdes mais
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altas, a interacdo entre a clorexidina e a membrana celular faz com que a membrana da
bactéria perca a sua integridade levando a uma rapida perda do contetdo celular (8). Esta
amplamente disponivel sem receita médica e usa-se também em pacientes sdos, mas
desconhece-se se promove um microbioma oral associado com salde ou se causa uma

alteragdo para um microbioma associado com a doenca (4).

Existem poucos trabalhos que analisem o efeito da CHX sobre a microbiota oral utilizando
técnicas metagendmicas de sequenciacdao massiva. Bescos et al. 2020 colheram amostras de
saliva apds tratamento de 7 dias com bochecho de CHX a 0,2% e obtiveram um aumento de
Firmicutes e Proteobacteria e uma reducdo do conteddo de Bacteroidetes, TM7, SR1 e
Fusobacteria. Observaram também um aumento de lactato e glucose com uma resultante

diminuicdo do pH salivar (4).

Chatzigiannidou et al. (8), utilizaram dois tipos de modelos de biofilme oral cultivados in vitro,
um de 14 espécies e outro gerado com microbiota da lingua, tendo observado uma inibicdo
do crescimento bacteriano apdés o tratamento com CHX que foi rapidamente recuperada,
bem como mudangas na composicdo bacteriana e na atividade metabdlica dos biofilmes.
Noutros casos produziu-se um efeito contrario, observando-se uma maior abundancia de

patobiontes e um incremento na producdo de lactato.

Até ao momento ndo foram realizados estudos sobre o efeito dos colutdrios de CHX sobre a
microbiota das lesdes peri-implantares, o que é fundamental para avaliar se este tratamento
resulta ou ndo benéfico para o controlo das mesmas. Atendendo aos efeitos colaterais da
CHX, é de grande interesse analisar se a utilizagcdo dos colutdrios de CHX denominados de
manuteng¢do, com uma concentracdo mais baixa (0,05%) tém um efeito similar ao da

concentragdo de 0,12% sobre a microbiota peri-implantar.
OBIJETIVO

Avaliar o efeito do tratamento com clorexidina 0, 12% na microbiota presente nas lesdes

peri-implantares e compara-la com o efeito da clorexidina de manutengao a 0,05%.
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MATERIAIS E METODOS
Populagdo de estudo

Este estudo foi realizado com o consentimento da Comissdo de ética de Investigacdo
da Galiza (Cdédigo 2020/007, Anexo I) e apds a assinatura do consentimento
informado pelos Pacientes. Participaram voluntariamente 22 Pacientes portadores
de implantes dentdrios com diagndstico clinico de peri-implantite, baseado nos
critérios de sondagem e na detecdo radiografica de perda dssea em torno do
implante. Trata-se de uma amostra de conveniéncia, cujos critérios de inclusdo
foram: a) auséncia de tratamento com antibiéticos nos 3 meses que precederam as
colheitas e b) ndo utilizacdo de elixir oral com clorexidina nos 15 dias prévios a
primeira colheita. Os Pacientes apds terem efetuado uma destartarizacdo, foram
distribuidos em dois grupos de estudo constituidos cada um por 11 pacientes. No
grupo 1, efetuaram bochecho com elixir de Clorexidina 0,12% (PerioAid® Dentaid -
Spain), enquanto no grupo 2, efetuaram bochecho com elixir de Clorexidina de
manutencdo 0,05% (PerioAid® Dentaid - Spain). Todos os Pacientes foram instruidos
a fazer a higiene oral 3 vezes ao dia apds cada refei¢ao, durante 15 dias, tendo sido
fornecidas escovas e pastas dentifricas iguais para ambos os grupos de estudo. As

caracteristicas clinicas dos pacientes resumem-se no Anexo |l.

Colheita das amostras

Apds procedermos ao isolamento relativo da zona de colheita com rolos de algodao,
obtivemos amostras da microbiota peri-implantar, inserindo suavemente 4 cones de
papel estéreis durante 30 segundos nas bolsas peri-implantares, de acordo com o
protocolo previamente estabelecido por Muras et al. (9).
As pontas de papel foram introduzidas num tubo Eppendorf com 350 ml de solugao

tampao MBL do kit de extracdo de DNA (Kit DNeasy PowerBiofilm, Qiagen®).
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As pontas de papel para a recolha das amostras foram preferidas as curetas, uma vez
gue permitiram obter o maior numero de unidades taxondmicas em lesGes peri-
implantares (9). Além disso, as pontas de papel, para além de serem mais faceis de
utilizar e provavelmente mais reprodutiveis, proporcionam uma boa representacao
da camada externa do biofilme das bactérias planctdnicas presentes nas bolsas peri-
implantares (10).

As amostras foram obtidas, antes e apds o periodo de realizagcdo de bochechos com

os colutdrios de clorexidina e foram congeladas até ao momento da extracdo do DNA.

Processamento das amostras

A preparacdo das amostras foi realizada no Laboratorio de Microbiologia da Universidade de
Santiago de Compostela. Para a analise da microbiota peri-implantar, o DNA das amostras foi
extraido com o “Kit DNeasy PowerBiofilm” (Qiagen®) seguindo as instru¢des do fabricante. A
concentracdo do DNA das amostras foi medida com o espectrofotémetro NanoDrop
(ThermoScientific). As amostras foram sequenciadas pela técnica de pirosequenciacao
utilizando o equipamento Illlumina® Miseg, no laboratério FISABIO (Valencia,
http://fisabio.san.gva.es/). O DNA gendmico microbiano foi sequenciado (5ng/pL en Tris 10
mM pH 8,5) para amplificar regiGes do gene 16sRNA V3 e V4, conforme descrito por Muras
et al (9). Depois da verificagdo do tamanho, foi sequenciado usando o extremo emparelhado

de 2x300 pb (kit de reagente MiSeq V3 (MS-102-3001).

Analise estatistica

Para a afiliacdo taxondmica das sequéncias obtidas na pirosequenciagao, foi gerada
uma tabela aleatéria de 11.000 OTUs (Operational Taxonomic Unit; species) por
amostra, usando os pacotes R Microbiome v1.4.0, phyloseq v1.26.0 e Vegan v2.5-3. A
tabela de OTUs foi transformada usando o Log; para classificar os dados em duas
dimensdes para analise dos componentes principais (9) utilizando o programa
prinseg-lite (Schimieder e Edward, 2011) e Tuberia DADA2 (11). A analise permitiu
identificar fontes de variedade entre grupos de dados complexos. Para a comparacao
dos indices para a diversidade dos tratamentos utilizou-se um teste t de Student com

um nivel de significancia P<0,01. Previamente analisou-se a homogeneidade das
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variancias das amostras segundo a metataxonomia e as afiliagdes taxondmicas com
giime2 e a base de dados SILVA relaese_132. Em ambos os casos, a analise realizou-

se com a utilizagdo do programa Excel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em primeiro lugar realizamos uma anadlise estatistica para comprovar se a diversidade
do microbioma tanto a nivel de géneros bacterianos como de OTUs era igual nas
amostras iniciais de pacientes que realizaram CHX de tratamento ou CHX de
manutencao e desta forma confirmar que os grupos selecionados ndo apresentavam
diferencas significativas no seu microbioma antes de receber o tratamento. Os testes
estatisticos mostraram que para a diversidade medida pelo indice geral de Shannon
(Figura 1) ndo houve diferencas significativas (teste t de Student, p= 0,73) entre as
amostras iniciais de CHX de manutencdo e de tratamento. No entanto, ao nivel de
OTUs, verificaram-se diferencas significativas para o indice de Shannon entre ambos
os grupos, quando se aplicou o nivel de significdncia mais restritivo (teste t-Student,
p=0,037).

Ao analisar estas mesmas diferencas entre os dois grupos iniciais relativamente ao
numero de géneros e OTUs (Figura 2), ndo se observaram diferencas significativas
nem a nivel de nimero de géneros (p=0,95) nem a nivel de nimero de OTUs (p=0,90).
No entanto, importa salientar que a varidncia ndo resultou homogénea para o
numero de géneros (Prova F p=0,019).

Dado que a andlise estatistica mostrou que o indice de Shannon é mais sensivel para
a detecdo de diferencas que o nimero total de OTUs ou de géneros, analisamos com

mais detalhe os graficos das Figuras 1 A e 1.B, que representam este indice.
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Para comprovar se o tratamento com CHX 0,12% tem um maior efeito que a CHX
0,05%, o que constitui o principal objetivo do presente trabalho, realizou-se em
primeiro lugar uma andlise estatistica utilizando o teste t de Student para comparar
as alteracdes produzidas no indice de Shannon em ambos os grupos antes e depois
do tratamento. Observando o efeito dos dois tipos de tratamento com o indice de
Shannon, ndo se detetaram diferencas significativas nem a nivel de géneros (p=0.99)

nem a nivel de OTUs (p=0,096). Apesar disso, foi possivel observar diferencas

10
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importantes na resposta aos diferentes tratamentos em diferentes pacientes. Assim,
verificamos que hd dois pacientes nos quais se vé uma maior alteracdo na
diversidade bacteriana entre o antes e o depois do tratamento, sendo esta uma
diferenca no indice de Shannon de mais de 50%. Estes sdo, o paciente 9 para CHX de
manutencdo (Figura 1. A) e o paciente 2 CHX tratamento (Figura 1. B). Como estes
dois pacientes tém uma resposta claramente diferenciada relativamente aos
resultados obtidos nos restantes pacientes, tivemos de observar o seu historial
clinico para ver se tinham alguma caracteristica clinica que pudesse distingui-los. A
amostra foi colhida na bolsa do implante 4.4 em ambos os casos, mas este dado ndo
tem nenhuma relevancia, ja que houve mais pacientes nos quais a amostra foi
colhida em bolsas peri-implantes de pré-molares e os seus resultados ndo sairam da
normalidade. Ndo encontramos nenhuma similaridade entre os dois pacientes, de
maneira que ndo pudemos meté-los num mesmo grupo. No entanto, hd um
antecedente médico com grande relevancia, ja que o paciente 9 de manutengdo tem
antecedentes de epilepsia e estava em tratamento com Fenitoina. Esta descrito que
pessoas com epilepsia mostram uma alta prevaléncia de ma higiene oral, doenca
periodontal e isto pode influenciar no desenvolvimento da peri-implantite. Um
estudo revelou que os pacientes com epilepsia tém pior saude oral em comparacao
com os pacientes que estdao mais controlados. A higiene oral foi pior entre os
pacientes com esta doenca (84,4%) e houve uma quantidade significativamente
maior de placa dentdria presente em compara¢do com o grupo de controlo (p
<0,001). Além do mais, observou-se mais gengivite nestes pacientes (56,9%) em
comparacdo com 25% no grupo de controlo (p <0,001) e periodontite (47,7% e 19%,)
respetivamente nos pacientes e nos controlos (12).

Por outro lado, no caso do paciente 2 da CHX de tratamento, que também apresenta
uma resposta muito marcada ao tratamento com CHX (Figura 1B), a Unica
particularidade médica que apresenta é hipertensdo e hipercolesterolemia. Temos
outros pacientes que apresentam estas patologias no grupo de manutengdo, como
o paciente 4. Entdo, ndo identificamos nenhuma causa clinica que justificasse de

forma clara esta diferente resposta que apresentou o paciente 2 relativamente aos

11
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outros. Para uma melhor interpretagao deste resultado, seria necessario a andlise de
um maior numero de pacientes, para observar a frequéncia deste tipo de respostas
e identificar um possivel agente causal no seu historial clinico.

Se ndo tivermos em conta estes dois pacientes e apesar das altera¢des geradas por
ambos os tratamentos ndao serem significativamente diferentes, podemos observar
leves diferengas entre ambos os tipos de tratamento. Assim, o nimero de pacientes
nos quais se produz uma alteragao no indice de Shannon superior a 10% antes e
depois do tratamento com CHX de manutenc¢do (Figura 1. A) foram 6,
nomeadamente, P1, P2, P3, P5, P7 e P10. Esta variacdo foi inferior a 10% em 4
pacientes, designadamente, P4, P6, P8 e P11. Os Pacientes nos quais a variagdo antes
e depois do tratamento com clorexidina de tratamento (Figura 1.B) foi superior a
10% foram 5 (P6, P7, P8, P10 e P11) e menor que 10% foram também 5 (P1, P3, P4,
P5 e P9). Portanto, ndo existem diferencas importantes quanto ao efeito de ambos
os tipos de tratamento sobre a diversidade do microbioma associado a lesao peri-
implantar, sendo que a resposta depende principalmente do paciente.

O indice de Shannon é uma andlise estatistica da diversidade bacteriana que estuda
a abundancia das diferentes espécies que encontramos no biofilme oral. Varios
estudos revelaram uma reducdo na diversidade microbiana depois do uso da CHX
apdés uma semana (13) (4). No entanto nds sé tivemos uma alteragdo superior a 10%
em 6 pacientes para a CHX de manutencdo e em 5 Pacientes para a CHX de
tratamento, pelo que ndao consideramos uma redugado significativa na diversidade
bacteriana, o que se contradiz com estudos anteriores. Na clorexidina de
manuteng¢dao houve uma redugdao em 9 pacientes e na de tratamento, houve uma
reducdao em 10 pacientes.

Quanto ao efeito dos tratamentos sobre o nimero de OTUs e de géneros (Figuras
2.A e 2.B), coincidindo com o que diz a estatistica, a variabilidade entre os pacientes
é muito maior que as alteracdes geradas pelos tratamentos e ndo se observam

tendéncias claras.

12
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Figura 2.B Comparacao da diversidade bacteriana expressa no numero de géneros bacterianos e
OTUs com a clorexidina de tratamento obtida em amostras orais de peri-implantite antes e apds
o bochecho com clorexidina

Para avaliar se poderiamos observar efeitos claros destes dois tratamentos sobre a
populagdo bacteriana nas bolsas peri-implantares, realizou-se uma analise de PCA
(Analise de Componentes Principais) com todas as amostras que podemos ver na
Figura 3A para CHX de manutengado e na Figura 3 B para CHX de tratamento. Nestas
duas figuras podemos ver que o paciente 9 da figura 3 A e o paciente 2 da figura 3 B,
se comportam de forma anormal quanto ao indice de Shannon, deslocando
completamente a nuvem de pontos do resto dos pacientes. Ainda assim, nestes

graficos ndo é possivel observar agrupamentos dos pacientes nem do tratamento.
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Para refinar mais esta analise eliminamos estes dois pacientes que caem claramente
fora da populacdo geral e como podemos observar nos painéis C e D, continuamos
sem observar um claro agrupamento dos resultados, ndao podendo distinguir
visivelmente um efeito do tratamento em nenhum dos dois casos. Isto, juntamente
com os outros dados estatisticos anteriores indicam-nos que a variabilidade entre
individuos é maior que a variabilidade de géneros bacterianos gerada pelos

tratamentos que ndo apresentam diferencas no seu efeito.
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Figura 3. Andlise de Componentes Principais das diferentes microbiotas obtidas das amostras de
bolsas peri-implantares colhidas antes e depois do tratamento com clorexidina. (A) para
clorexidina de manutencdo. (B) para clorexidina de tratamento. (C) é para clorexidina de
manutencdo eliminando o Paciente 9 e (D) é para clorexidina de tratamento eliminando o
Paciente 2

Visto ndo termos observado diferencas nos dois tratamentos a nivel da populacdo
total de estudo utilizando o indice de Shanon ou outros pardmetros para medir a
diversidade da amostra, como o nimero de géneros ou OTUs, passamos a analisar de
forma individual a abundancia dos patogénicos mais importantes que tém sido
associados com a doenca periodontal e com a peri-implantite (Fusobacterium,
Porphyromonas, Prevotella, Treponema, Tannerella e Aggregatibacter). E importante
salientar que o método de pirosequenciacdo massiva utilizando a tecnologia lllumina

Miseq ® produz sequéncias demasiado curtas para permitir a afiliagao fiavel das OTUs
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a uma espécie. Por isso, nos dados metagendmicos obtidos por esta metodologia de
sequenciacado, trabalha-se a nivel de género, sem poder distinguir entre espécies. Nas
Figuras 4.A e 4.B representamos as altera¢des na abundancia destes patogénicos que
sdo mais relevantes para estas doengas por um lado e por outro, aqueles patogénicos
gue encontramos em maior abundancia nas bolsas peri-implantares dos pacientes de
estudo e comparamos estes dados tanto para a clorexidina de manuten¢ao como
para a de tratamento. Pode-se ver claramente como os pacientes 9 para CHX de
tratamento e 2 para CHX de manutenc¢do tém uma resposta anémala ao tratamento,
com uma forte reducdo na diversidade da microbiota, apresentando uma
composicado inicial claramente diferenciada do resto das amostras, sem se detetarem
a presenca de importantes patogénicos como Porphyromonas spp. Além do mais,
nestes dois pacientes, ndo se observaram em geral diferencas relevantes na presenca
destes patogénicos como podem ser observadas em todos os pacientes tratados

depois do tratamento com qualquer um dos colutérios.
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Figura 4.A Abundancia dos patogénicos orais Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella,
Treponema e Tannerella nas amostras de bolsas peri-implantares antes e depois do tratamento
com clorexidina de manutengao
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Figura 4.B Abundancia dos patogénicos orais Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella,
Treponema e Tannerella nas amostras de bolsas peri-implantares antes e depois do tratamento
com clorexidina de tratamento

Para poder observar as alteracGes na abundancia destes patogénicos com maior
exatidao, dividimos individualmente cada um formando graficos separados.

Relativamente a abundancia de Fusobacterium no grupo de Pacientes com CHX de
manutencdo (Figura 5 A.), pudemos verificar que o tratamento produziu uma
reducdo do patogénico em 6 pacientes (P4, P5, P6, P8, P9 y P11) sendo maior que
50% em 3 casos (P5, P6 e P9). Em 4 pacientes produziu-se um incremento deste
patogénico (P1, P2, P3 e P10) depois do tratamento, sendo este incremento de mais
de 50% apenas num deles (P10). Num dos pacientes o tratamento ndo gerou
alteragdes significativas (P7). No grupo de CHX de tratamento (Figura 5 B), s6 2
pacientes (P2 e P4) tiveram uma altera¢do superior a 50%. Com uma alteracdo
superior a 10% apds o tratamento com clorexidina de manutengao, tivemos 6
pacientes (P1, P2, P4, P8, P9 e P11), enquanto os pacientes P3 e P7 apresentaram
uma abundancia inferior a 10%. No grupo com clorexidina de tratamento (Figura 5
B), 5 pacientes (P3, P5, P6, P9 e P11) mostraram uma alteracdo da abundancia de
Fusobacterium superior a 10% apds o tratamento, enquanto que os pacientes (P1,

P7, P8 e P10) tiveram uma reducdo inferior a 10%.
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Figura 5.A Abundancia do patogénico Fusobacterium nas amostras orais peri-implantares
antes e depois do tratamento com clorexidina de manutencdo
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Figura 5.B Abundancia do patogénico Fusobacterium nas amostras orais peri-implantares antes
e depois do tratamento com clorexidina. de tratamento

Quanto a abundancia de Porphyromonas no grupo com CHX de manutencao (Figura
6 A.) observamos uma reducdo em 7 pacientes (P2, P3, P4, P5, P7, P8 e P10), nos
quais hda 2 pacientes que tiveram uma alteragao significativa, de mais de 50% (P5 e
P10). Frente a CHX de tratamento (Figura 6 B) verificou-se uma reducdo em 4
pacientes (P3, P4, P8 e P10) dos quais 3 (P4, P7 e P10) tiveram uma alteragdo superior
a 50%. Ainda no grupo de CHX de manutencdo (Figura 6 A), houve 2 pacientes que
tiveram uma alteragdo da abundancia de Porphyromonas superior a 10% apds o
tratamento (P1 e P3), enquanto que em 7 pacientes (P2, P4, P6, P7, P8, P9 e P11), foi

inferior a 10%. A alteracdo da abundancia de Porphyromonas na clorexidina de
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tratamento (Figura 6 B) em 2 pacientes foi superior a 10% apds o tratamento nos
Pacientes (P3 e P8), enquanto em 4 deles (P5, P6, P9 e P11) foi inferior a 10% e os

Pacientes P1 e P2 apresentaram valores irrelevantes para este patogénico.
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Figura 6.A Abundancia do patogénico Porphyromonas nas amostras de bolsas peri-
implantares antes e depois do tratamento com clorexidina de manutengao
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Figura 6.B Abundéancia do patogénico Porphyromonas nas amostras de bolsas peri-
implantares antes e depois do tratamento com clorexidina de tratamento

No grupo da CHX de manutencao (Figura 7. A) houve 6 pacientes (P4, P5, P7, P9, P10

e P11) que apresentaram uma reducdo apds o tratamento e 6 pacientes (P1, P3, P4,
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P5, P7 e P10) que tiveram uma alteracao significativa de Prevotella em mais de 50%.
Relativamente a clorexidina de tratamento (Figura 7 B), 6 pacientes (P1, P2, P3, P4,
P7 e P9) apresentaram uma reducdo apds o tratamento e 2 pacientes (P1 e P7)
tiveram uma alteragdo superior a 50%. A abundancia de Prevotella na clorexidina de
manutencdo (Figura 7 A), foi superior a 10% apds o tratamento no paciente P2,
enquanto nos pacientes P6, P8, P9 e P11 foi inferior a 10%. No grupo de CHX de
tratamento (Figura 7 B), houve 2 pacientes (P10 e P11) que tiveram uma alteracdo na

abundancia de Prevotella superior a 10% apds o tratamento, enquanto que nos

pacientes P2, P3, P4, P5, P6, P8 e P9 foi inferior a 10%.
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Figura 7.A Abundancia do patogénico Prevotella nas amostras de bolsas peri-implantares
antes e depois do tratamento com clorexidina de manutencao
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Figura 7.B Abundéancia do patogénico Prevotella nas amostras de bolsas peri-implantares
antes e depois do tratamento com clorexidina de tratamento

No que respeita a abundancia de Treponema para a clorexidina de manutencgao (Figura 8 A.)
observamos uma reducdo apds o tratamento em 6 pacientes (P1, P3, P4, P5, P7 e P10),
enquanto que frente a clorexidina de tratamento (Figura 8 B.) houve uma reduc¢do apenas

em 3 pacientes (P5, P6 e P10).

Relativamente a abundancia de Treponema para a clorexidina de manutencdo (Figura 8.A) 4
dos pacientes (P5, P6, P7 e P10) tiveram uma alteragao significativa, de mais de 50%. Frente
a CHX de tratamento (Figura 8 B) 2 pacientes (P10 e P7) também tiveram uma alteracdo

superior a 50%.

A alteracdo na abundéancia de Treponema na clorexidina de manutencdo (Figura 8.
A), foi superior a 10% apods o tratamento em 4 pacientes (P1, P2, P3 e P8), enquanto
que 2 deles (P4 e P11) apresentaram uma alteracao inferior a 10%. O Paciente 9
apresentou valores irrelevantes para este patogénico.

Quanto ao grupo da CHX de tratamento (Figura 8 B), houve 4 pacientes (P3, P4, P6 e
P8) que apresentaram uma alteracdo na abundancia de Treponema superior a 10%
apods o tratamento. Por outro lado, houve 3 (P1, P5 e P11), nos quais foi inferior a
10%, enquanto que os pacientes P2 e P9 apresentaram valores irrelevantes para este

patogénico.
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Figura 8.A Abundancia do patogénico Treponema nas amostras de bolsas peri-implantares
antes e depois do tratamento com clorexidina de manutencdo
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Figura 8.B Abundancia do patogénico Treponema nas amostras de bolsas peri-implantares
antes e depois do tratamento com clorexidina de tratamento

A abundancia de Tannerella no grupo de Pacientes com CHX de manutencgao (Figura 9
A) apresentou uma reducdo apods o tratamento em 9 pacientes ( P1, P3, P4, P5, P6,
P8, P9, P10 e P11) e uma alteragao significativa de mais de 50% em 6 pacientes (P1,
P2, P4, P5, P9 e P10), uma alteragdo superior a 10% nos pacientes P3, P6, P8 e P11 e
inferior a 10% no paciente P7.

Frente a clorexidina de tratamento (Figura 9 B) houve uma redugdo apds o

tratamento em 3 pacientes (P8, P10 e P11) e apenas 1 paciente (P4) apresentou uma
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alteracdo na abundancia de Tannerella superior a 50%. Nenhum dos pacientes teve
uma alteragdo superior a 10% apds o tratamento, no entanto houve 8 nos quais foi
menor que 10% (P1, P3, P5, P6, P7, P8, P10 e P11). Para os Pacientes P2 e P9 este

patogénico apresentou valores irrelevantes.
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Figura 9.A Abundancia do patogénico Tannerella nas amostras de bolsas peri-implantares
antes e depois do tratamento com clorexidina de manutencgao
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Figura 9.B Abundancia do patogénico Tannerella nas amostras de bolsas peri-implantares
antes e depois do tratamento com clorexidina de tratamento

Relativamente a abundancia de Aggregatibacter na CHX de manutencdo (Figura 10
A.) observou-se uma redugdo apds o tratamento em 5 pacientes (P1, P2, P7, P8 e P9),

esta bactéria sé foi detetada com uma abundancia relativa maior do que 1% em 1
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paciente (P4), produzindo-se um aumento significativo do patogénico de mais de 50%
depois do tratamento (Figura 10A). Os restantes pacientes do grupo, tiveram uma
abundancia muito baixa deste patogénico (menor que 0,1%) e o tratamento produziu
alteragdes significativas, sendo que em todos os casos, a variagdo foi menor que 10%
depois do tratamento.

No grupo de clorexidina de tratamento (Figura 10 B) tivemos uma redugdo apds o
tratamento s6 em 4 pacientes (P6, P7, P8 e P11), dos quais dois tiveram uma
abundancia maior do que 0,4% para este patogénico. Em ambos os casos o
tratamento produziu uma reducao da abundancia. Por outro lado, houve 4 pacientes
(P1, P6, P8 e P10), nos quais a alteracado foi inferior a 10%. Para os pacientes P2, P3,

P4, P5, e P9 este patogénico apresentou uma abundancia irrelevante.
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Figura 10.A Abundancia do patogénico Aggregatibacter nas amostras de bolsas peri-
implantares antes e depois do tratamento com clorexidina de manutencao
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Aggregatibacter

Figura 10.A Abundancia do patogénico Aggregatibacter nas amostras de bolsas peri-
implantares antes e depois do tratamento com clorexidina de tratamento

CONCLUSAO

No presente estudo ndo se observou um efeito claro de redu¢do da abundancia de nenhum
dos patogénicos avaliados depois do tratamento de CHX, independentemente da
concentracdo utilizada. Assim, podemos dizer que o efeito depende mais do prdprio paciente
do que do tipo de clorexidina utilizada para o tratamento, ja que ndo houve uma resposta
uma resposta com diferencas significativas na variancia gerada pelos dois tipos de

tratamento.

Esta falta de evidéncia de um efeito marcado claramente benéfico do tratamento com
clorexidina, sugere que esta ndo deveria ser utilizada pelos médicos dentistas de maneira tdo
rotineira e por um tempo tdo prolongado como se faz habitualmente na pratica clinica.
Considerando os seus efeitos colaterais seria recomendavel a sua prescricdo apenas quando
estritamente necessario, ja que esta pode ocasionar coloracao dos dentes e um aumento da
pressdo arterial, o que sugere que o microbioma oral pode regular a satde cardiovascular em
pacientes hipertensos (14), o qual poderia ser muito perigoso para pacientes com esta

patologia.

Este estudo incidiu na avaliacdo do efeito de duas concentracdes de clorexidina na reducao
de bactérias patogénicas do biofilme oral formado em implantes dentarios, no entanto seria
muito interessante analisar também o efeito destes tratamentos sobre as leveduras que se
encontram na cavidade oral e que poderiam ter um papel no desenvolvimento da doenca

peri-implantar. Também seria interessante avaliar o efeito da CHX em tratamentos mais
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prolongados como por vezes ocorre na pratica clinica e com um espectro mais alargado de
pacientes e seria preciso analisar os perfis do microbioma de forma mais detalhada, para

encontrar um efeito consistente dos tratamentos sobre outras bactérias que até agora nao

foram associadas com o desenvolvimento da doenca peri-implantar.
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ANEXO 1. Aprovagdo da investigacdo pela Comissdo de Bioética e consentimento informado do
paciente

Xerencia do Servizo

Galego de Saiide jBI ICI3

' XUNTA DE GALICIA DE:] é’;ﬁ\égg
:t: CONSELLERIA DE SANIDADE de SAUDE

DICTAMEN DEL Comité de ética de la investigacién con medicamentos de Galicia
(CEIm-G)

Paula M. Lopez Vazquez, Secretaria del Comité de ética de la investigacion con
medicamentos de Galicia (CEIm-G)

CERTIFICA:
Que este Comité evalud en su reunion del dia 31/03/20:

Titulo: Efecto del tratamiento con colutorios de clorhexidina sobre la
microbiota asociada a lesiones peri-implantares (BACTOIMPLANT-
CLORHEXIDINA)

Promotor: USC

Version: Protocolo V2, 21/02/2020 y documentos de consentimiento Version:
2, data: 20/03/2020

Cédigo del Promotor:

Cédigo de Registro: 2020/007

Y, tomando en consideracion las siguientes cuestiones:

- La pertinencia del estudio, teniendo en cuenta el conocimiento disponible, asi
como los requisitos legales aplicables.

- La idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del estudio,
justificacion de los riesgos y molestias previsibles para el sujeto, asi como los
beneficios esperados.

- Los principios éticos de la Declaracion de Helsinki vigente.

- Los Procedimientos Normalizados de Trabajo del CEIm-G de Galicia

Emite un INFORME FAVORABLE para la realizacion del estudio por el/la
investigador/a del centro:

idcve=SAOC-P4GA-BOAH-OF40-TR86-C158-6102-3220-89

g \ Centros | Investigadores Principales |

25 | USC, Facultade de Bioloxia | Ana Maria Otero Casal

=8
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T

g4

2

g3

2y

EQ

23

2=

8
Edificio Administrativo San Lazaro

XG CObeo 2021 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA

Teléfono: 881546425
ceic@sergas.es
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Y HACE CONSTAR QUE:

1. El comité cumple los requisitos legales vigentes aplicables a los Comités de ética
de investigacion.

2. El comité tanto en su composicién como en sus PNTs cumple las Normas de Buena
Practica Clinica (CPMP/ICH/135/95).

3. La compeosicion actual del comité es:

Susana Maria Romero Yuste (Presidenta). Médico Especialista en Reumatologia.
Irene Zarra Ferro. (Vicepresidenta). Farmacéutica de Atencion Especializada.

Paula M* Lépez Vazquez, (Secretaria). Médico Especialista en Farmacologia Clinica.
Belen Pérez Marcos (Vicesecretaria). Farmacéutica de Atencion Especializada
Rosendo Bugarin Gonzalez. Médico Especialista en Medicina Familiar y Comunitaria.
Juan Casariego Roson. Médico Especialista en Cardiologia.

Nuria Carballeda Feijéo. Miembro lego. Representante de los intereses de los
pacientes.

Juana M?® Cruz del Rio. Trabajadora Social.

Rafael Alvaro Millan Calenti. Licenciado en Derecho. Asesor juridico.

Juan Fernando Cueva Baiuelos. Médico Especialista en Oncologia Médica.

José Alvaro Fernéndez Rial. Médico Especialista en Medicina Interna.

José Luis Fernandez Trisac. Médico Especialista en Pediatria.

M?® José Ferreira Diaz. Diplomada Universitaria de Enfermeria.

Agustin Pia Morandeira. Farmacéutico de Atencién Primaria

Jorge Prado Casal. Licenciado en CC. Fisicas. Experto en Proteccion de Datos.
Carmen Rodriguez-Tenreiro Sanchez. Licenciada en Farmacia.

Diego Santos Garcia. Médico Especialista en Neurologia.

Juan Vazquez Lago. Médico Especialista en Medicina Preventiva y Salud Plblica.

M?* Asuncion Verdejo Gonzalez. Médico Especialista en Farmacologia Clinica..

SAOC-P4G4-BOAH-OF40-TR86-C158-6102-3220-89

En Santiago de Compostela,

Paula Lopez Vazquez (05/04/2020 17:58)

Documento asinado dixitalmente por:
https:/ /sede.xunta.gal/cveridcve:

Edfficio Administrativo San Lazaro
XQCObeO 2021 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA

Teléfono: 881546425

ceic@sergas es
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FOLLA DE INFORMACION AO PARTICIPANTE
Proxecto de Investigacion
BACTOIMPLANT-Clorhexidina

Estudo do efecto do tratamento con clorhexidina na microbiota asociada

a enfermidade peri-implantar
Investigadores
Profa. Ana Maria Otero Casal (Facultade de Bioloxia, USC)

Prof. José M. Pose Rodriguez (Facultade de Medicina e Odontoloxia,
UsQ)

Dra. M? de la Paz Otero Casal (Facultade de Medicina e Odontoloxia,
UsC)

Centro:
Facultade de Medicina e Odontoloxia, USC

Este documento ten por obxecto ofrecerlle informacion sobre un estudo de
investigacion de tipo observacional no que se lle invita a participar. Este
estudo se esta a realizar na Universidade de Santiago de Compostela e foi

aprobado polo Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia.

Se decide participar no mesmo, debe recibir informacion personalizada do
investigador, ler antes este documento e facer todas as preguntas que
precise para comprender os detalles sobre o mesmo. Se asi o desexa, pode
levar o documento, consultalo con outras persoas, e tomar o tempo necesario

para decidir se participar ou non.
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A participacion neste estudo € completamente voluntaria. Vd. pode decidir
non participar ou, se acepta facelo, cambiar de parecer retirando o
consentimento en calquera momento sen obriga de dar explicacions.
Aseguramoslle que esta decision non afectara a relacion co seu médico nin a

asistencia sanitaria a que Vd. ten dereito.
Cal é o propésito do estudo?

O proxecto pretende estudar o efecto dos tratamentos con colutorio de
clorhexidina sobre a microbiota asociada a enfermidade peri-implantar. A
enfermidade peri-implantar deriva dunha alteracion das bacterias presentes
na zona do implante dental, que xenera alteracions nos tecidos circundantes.
Como vostede xa sabe, o seu odontologo indicalle periédicamente que debe
realizar enxaugues diarios con colutorio de clorhexidina, xa que este e o
tratamento de eleccién para a peri-implantite. Debido as contraindicacions
da utilizacion continuada de colutorios de clorhexidina de alta concentracion
(0,12%), a frecuente que o seu odontdlogo lle indique a utilizacion de
colutorio de clorhexidina de baixa concentracion (0,05%). O presente estudo
ten como obxectivo estudar o grao de efectividade da utilizacion da
clorhexidina de baixa concentracion para o tratamento das lesions peri-

implantares

Por que me ofrecen participar a min?

Vostede é convidado a participar porque presenta enfermidade peri-

implantar.
En que consiste a mifa participacion?

Para o estudo das bacterias asociadas a enfermidade peri-implantar é
necesario recoller unha pequena cantidade de mostra das bacterias que se
atopan adheridas a seccion subxinxival do seu implante. Para isto se inseriran
unhas puntas de papel na lesion peri-implantar durante uns segundos.
Tratase dun procedemento totalmente indoloro. Esta toma de mostras sera
realizada polo odontélogo unha vez obtido o seu consentimento. Se acepta

participar neste estudo se lle tomaran duas mostras: unha antes de comezar
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o tratamento e outra logo de 15 dias con tratamento, cando volva a consulta

do odontologo para revision.

En que consiste o tratamento e cales son as mifias obrigas?

O tratamento e exactamente igual ao tratamento que o seu odontoélogo lle
recomendou en visitas anteriores. Debera facer tres enxaugues diarios co
colutorio de clorhexidina que lle facilitara o odontologo responsable, logo de
cepillar os dentes. Non tera que alterar ningln outro habito de hixiene
bucodental nin alimentario. Asignarasexe o tratamento con clorhexidina de
alta ou baixa concentracion ao azar. O odontologo lle facilitara o colutorio e
dentifrico que utilizara durante os 15 dias de tratamento. Logo de 15 dias de
tratamento debera pasar pola consulta do odontdélogo para revision e

tomaraselle outra mostra da lesion peri-implantar.

Que riscos ou inconvenientes ten?

A participacién no estudo non ten ningun risco. Tratase dun tratamento igual
aos que o seu odontodlogo lle recomendou en visitas anteriores. A obtencion
da mostra de placa dental non afectara as sGas enxivas nin os seus dentes,
Xa que soamente se inserira na lesion unha punta de papel. Tratase dun
proceso rapido que so en alguns casos causa unhas molestias similares as que

na practica clinica produce unha limpeza dental.
Obterei algun beneficio por participar?

Non se espera que Vd. obtena beneficio directo por participar no estudo. A
investigacion pretende descubrir aspectos descofiecidos ou pouco claros
sobre o tratamento mais axeitado da enfermidade peri-implantar. Esta

informacion podera ser de utilidade nun futuro para outras persoas.

Recibirei a informaciéon que se obtena do estudo?

Se Vd. o desexa, facilitaraselle un resumo dos resultados do estudo. Estes
resultados poden non ter aplicacion clinica nin unha interpretacion clara,
polo que, se quere dispor deles, deberian ser comentados cos odontélogos

do equipo de investigacion. Non se lle poderan dar os resultados das suas
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mostras de xeito especifico, xa que as mostras seran codificadas e analizadas

de xeito anonimo e non podera identificarse ao donante.

Publicaranse os resultados deste estudo?

Os resultados deste estudo seran remitidos a publicaciéns cientificas para a
sia difusion, pero non se transmitira ningin dato que poida levar a

identificacion dos participantes.

Informacion referente aos seus datos/mostras:

A obtencion, tratamento, conservacion, comunicacion e cesion dos seus
datos/mostras farase conforme ao disposto Regulamento Xeral de Proteccion
de Datos (Reglamento UE 2016-679 del Parlamento europeo y del Consejo,
de 27 de abril de 2016), a normativa espafola sobre proteccion de datos de
caracter persoal vixente (Lei Organica 3/2018 del 5 de Decembro de
Proteccion de Datos Persoais e Garantia de Dereitos Dixitais) e a Lei 14/2007

de investigacion biomédica e o RD 1716/2011.

A Universidade de Santiago de Compostela, na que se desenvolve esta
investigacion, é a responsable do tratamento dos seus datos, podendo
contactar c6 Delegado/a de Proteccion de datos, Prof. José Julio Fernandez
Rodriguez, Profesor del Departamento de Dereito Publico e Teoria do Estado,
a través dos seguintes medios: enderezo electroénico:

josejul.fernandez@usc.es; Teléfono: 881814723.

Os datos/mostras necesarios para levar a cabo este estudo seran recollidos e
conservados pseudo-nimizados ata que finalice o periodo de toma de
mostras. Isto quere dicir que o odontologo encargado da toma de mostras
accedera a sua historia clinica no momento da toma da primeira mostra para
encher unha ficha cos seus datos clinicos (idade, sexo, patoloxia dental e
outras patoloxias, tratamentos que estea a recibir). A esta ficha e a sua
mostra asignaraselle un codigo que sera vinculado temporaralmente, ata a
toma da segunda mostra, a nun listado separado no que figurara seu nome

codificado en iniciais e o seu nUmero de teléfono para poder recordarlle a
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data da cita de revision. Logo de 15 dias, cando o seu odontologo lle tome a
segunda mostra, os seus datos seran eliminados inmediatamente dese
listado, rompendose todo vinculo que permita recuperar a trazabilidadeda
mostra, e dicir, as mostras non poderan ser correlacionadas con vostede de
ningun xeito e vostede non podera ser identificado nin sequera polo equipo
investigador. A primeira mostra sera gardada conxelada polo seu
odontélogos, marcadas cun codigo anénimo asociado a ficha cos seus dados,
ata obter a segunda mostra. Polo tanto, unha vez obtidas as duas mostras os
datos clinicos e as mostras seran procesados anonimizados, e dicir, sen
informacion adicional que permita relacionalos con vostede. Estes datos
serviran para poder analizar con posterioridade posibles correlacions entre a
sia enfermidade peri-implantar e outras patoloxias ou tratamentos. En
ningln momento a mostra podera ser asociada con ningun dato que permita
a sua identificacion. Unha vez recollida a mostra, esta sera enviada aos
laboratorios do Departamento de Microbioloxia da Universidade de Santiago
de Compostela para a sUa utilizacion neste estudio e sempre que sexa posible
seran procesadas inmediatamente logo da sua chegada ao laboratorio e non
seran almacenadas. As mostras seran procesadas para extraer o ADN das
bacterias presentes polo equipo da Universidade de Santiago de Compostela
e enviadas a analizar a Fundacion FISABIO (Fundacién para el Fomento de la
Investigacion Sanitaria y Biomédica de la Comunitat Valenciana). Tal e como
se explica mais arriba, os resultados deses analises non poderan ser
correlacionados con vostede, nin polo equipo investigador de USC, nin polo
laboratorio que levara a cabo as analises. Os residuos resultantes do
procesado das mostras seran destruidos inmediatamente nas instalacions da

Universidade de Santiago de Compostela.

So o equipo investigador e as autoridades sanitarias, que tenen deber de
gardar a confidencialidade, teran acceso a todos os datos recollidos no
estudo. Poderase transmitir a terceiros informacion que non poida ser
identificada. No caso de que algunha informacion sexa transmitida a outros
paises, realizarase cun nivel de proteccion dos datos equivalente, como

minimo, ao esixido pola normativa espafnola e europea.
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Ao rematar o estudo, e conforme a normativa, os seus datos seran destruidos
Existen intereses econémicos neste estudo?

Esta investigacion é promovida pola Universidade de Santiago de Compostela
con fondos aportados pola Xunta de Galicia (Consolidacion e estruturacion
de unidades de investigacion competitivas). O investigador non recibira
retribucion especifica pola dedicacion ao estudo. Vd. non sera retribuido por

participar.
Como contactar c6 equipo investigador deste estudo?

Vd. pode contactar cos Prof. José M. Pose Rodriguez, no teléfono 607 54 85
97, (e-mail: josemanuel.pose@usc.es), Dra. Paz Otero Casal, no teléfono
637809210. (E-mail: Paz.Otero.Casal@sergas.es) e con a responsable da
investigacion, Profa. Ana Maria Otero Casal, no teléfono 615 321 459 (e-mail:

anamaria.otero@usc.es ) para mais informacion.

Moitas grazas pola sua colaboracion
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA A PARTICIPACION EN UN ESTUDO DE
INVESTIGACION

TiTULO: Estudo do efecto do tratamento con clorhexidina na microbiota

asociada a enfermidade peri-implantar

Eu,

. Lin a folla de informacion ao participante do estudo arriba mencionado

que se me entregou, puiden conversar con

e facer todas as preguntas sobre o estudo necesarias.

. Comprendo que a mifia participacion é voluntaria, e que podo
retirarme do estudo cando queira, sen ter que dar explicacions e sen que isto

repercuta nos meus coidados médicos.

. Accedo a que se utilicen os meus datos e mostras nas condiciéns

detalladas na folla de informacion ao participante.

. Presto libremente a mifa conformidade para participar neste estudo.

Ao rematar o estudo, acepto que as mostras sexan eliminados.

Asinado.: O/a participante, Asinado.: O/a investigador/a que

solicita o consentimento

Nome e apelidos: Nome e
apelidos:
Data: Data:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO ANTE TESTEMUNAS PARA A PARTICIPACION
NUN ESTUDO DE INVESTIGACION (para os casos no que o participante non

pode lee/escribir)

A testemuna imparcial tera que identificarse e ser una persoa allea ao equipo

investigador

TiTULO Estudo do efecto do tratamento con clorhexidina na microbiota

asociada a enfermidade peri-implantar

Eu , como testemuna imparcial,

afirmo que na mina presenza:

. Se lle leu a a folla de

informacion ao participante do estudo arriba mencionado que se lle entregou, e

puido facer todas as preguntas sobre o estudo.

. Comprendeu que a sua participacion é voluntaria, e que pode retirarse
do estudo cando queira, sen ter que dar explicacidns e sen que isto repercuta

nos seus coidados médicos.

. Accede a que se utilicen os seus datos e mostras nas condicions detalladas

na folla de informacion ao participante.
. Presta libremente a sia conformidade para participar neste estudo.
Ao rematar o estudo, acepta que as mostras sexan eliminadas.

Asinado.: O/a testemuia Asinado.:0/a investigador/a que

solicita o consentimento

Nome e apelidos: Nome e
apelidos:
Data: Data:
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ANEXO 2. Caracteristicas clinicas dos pacientes selecionados para o estudo
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