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RESUMO

Introducio: A protese total implantosuportada é considerada atualmente, como a
reabilitacdo de elei¢do para o desdentado total, contudo, o desconhecimento da flora

fingica pode condicionar a adogdo de terapéutica adequada perante infec¢des fungicas.

Objetivos: Identificar a prevaléncia da microflora fingica presente no rebordo e no
sulco perimplantar das proteses totais acrilicas implantosuportadas; Comparar a
microflora de doentes portadores de proteses totais acrilicas mucosuportadas com

portadores de proteses totais acrilicas implantosuportadas.

Materiais e Métodos: Foram observados 30 doentes portadores de proteses totais
implantosuportadas. As recolhas, na cavidade oral, foram realizadas na 4rea das
proteses adjacentes as mucosas com uma zaragatoa estéril e nos sulcos perimplantares
de maior profundidade com um cone de papel estéril, todas as recolhas foram
acompanhadas do consentimento informado dos doentes, processo este aprovado pela
comissdo de ética do ISCSEM. As leveduras foram isoladas e identificadas em

Brilliance™ Candida.

Resultados: Das 60 amostras analisadas, foram identificadas C. albicans, C.
tropicallis, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis. Ao comparar as amostras
provenientes das proteses implantosuportadas com as amostras das proteses totais
mucosuportadas ndo encontrdmos qualquer associacdo quanto ao crescimento de

fungos, o grau de colonizagdo ou a espécie identificada.

Conclusdes: A localizagdo da PTIS (inferior/superior), os fatores de risco, o uso de
mais do que um método de higiene oral e os sinais inflamatorios por si sO, ndo estdo
diretamente relacionados com o crescimento ou o tipo de fungos que se desenvolvem no
sulco e no rebordo das mesmas. O tipo de protese (PTMS/PTIS) ndo parece influenciar

a colonizagdo por leveduras e o grau de colonizacio.

Palavras-chave: Protese total implantosuportada; Protese total mucosuportada;

Candida spp; Microbiologia.



ABSTRACT

Introduction: Nowadays, the total implant retained prosthesis is assumed as the gold
standard for the total edentulous, although, the unknown of the fungal flora may

difficult the application of a therapeutic solution in case of fungal infection.

Objectives: Identify the prevalence of fungal microflora present in the mandibular ridge
and periimplantar sulcus from total implant retained prosthesis; Comparison of the
microflora from patients rehabilitated with total acrylic denture and total implant

retained prosthesis.

Materials and methods: We observed 30 patients rehabilitated with total implant
retained prosthesis and total acrylic prosthesis. The collections were made in the area
adjacent to the prosthesis with a sterile swab and periimplantar sulcus of greater depth
with a sterile paper cone, all collections were accompanied with patient informed
consent, approved by the ethics commission from ISCSEM. The yeasts were isolated

and identified in Brilliance™ Candida.

Results: From the 60 samples analyzed, we identify C. albicans, C. tropicallis, C.
glabrata, C. krusei and C. parapsilosis. By comparing the samples from the total
retained prosthesis with the ones collected from the total acrylic denture, we have found

no association as to fungal growth, the degree of colonization or the identified species.

Conclusion: The location of the PTIS, risk factors, increase in oral hygiene methods
and signs of inflammation by itself, are not directly related to the type or the growth of
fungus in the mandibular ridge or the sulcus. The type of prosthesis (PTMS / PTIS)
does not seem to influence the colonization by fungus, the degree of colonization and

the distribution of the sample to the species identified.

Keywords: Total implant-retained prosthesis; Total acrylic denture; Candida spp;

Microbiology.
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Estudo comparativo da microflora fungica de doentes portadores de protese total
acrilica mucosuportada e implantosuportada

I- INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o edentulismo tem vindo a diminuir na Europa, em parte
pela melhoria nos cuidados de saude oral prestados e pela evolugao tecnoldgica dos
materiais e técnicas, os quais visam cada vez mais intervencdes atempadas e precoces
nas patologias da cavidade oral, e dai a manuten¢do dos dentes por mais tempo em
funcao (Martori, Ayuso-Montero, Martinez-Gomis, Vifias & Peraire, 2014). No entanto,
assistimos a um aumento da esperanca média de vida com o envelhecimento da
populacdo, o que consequentemente traz consigo maiores dificuldades em termos de
mobilidade e alteragdes neuroldgicas as quais podem de certa forma justificar, nestas
faixas etarias, uma maior dificuldade em manter habitos de higiene oral eficazes e
visitas regulares ao médico dentista. Estes fatores como sabemos desencadeiam
condi¢des orais relacionadas com perda de pecas dentérias, na qual a intervencdo de
equipas de reabilitagdo oral ¢ fundamental (Li et al 2012). De entre as opg¢des
disponiveis para se proceder a reabilitacdo de arcadas edéntulas, a mais frequente ¢ a
protese total mucosuportada (PTMS) porém, e gragas aos avangos tecnoldgicos e
cientificos, tem sido possivel em determinados casos recorrer a protese total
implantosuportada (PTIS). Esta, gracas a uma melhor adaptagdo e aceitacdo por parte
do doente, bem como uma melhor percep¢do dos tecidos orais e impacto psicoldgico
tem vindo a ser cada vez mais uma escolha por parte dos nossos doentes (Hyland, Ellis,
Thomason, El-Feky & Moynihan, 2009).

O uso de protese constitui um reservatorio microbioldgico, tanto pelas
caracteristicas dos materiais com que sdo confeccionados como pelas superficies de
adesdo de placa, desencadeando uma resposta por parte do organismo do individuo.
Consequentemente, inflama¢do e infecdo dos tecidos orais pode resultar no
aparecimento de mucosite protética e no caso especifico das reabilitagdes com recurso a
implantes, na perimplantite (Real-Osuna, Almendros-Marqués & Gay-Escoda, 2012).

Sendo o género Candida o fungo mais prevalente na cavidade oral, (William,
2011; Salerno et al., 2011; Biirgers et al., 2012; Li et al., 2012, McManus & Coleman,
2013) diversos estudos tém apresentado cada vez mais casos de infecgdes associadas a
este microrganismo. Embora este seja associado a doentes imunocomprometidos, como
¢ exemplo o virus da imunodeficiéncia humana (VIH), o mesmo surge cada vez mais
em outros grupos de doencas, tal como a diabetes mellitus, doenga em expansiao nas

sociedades ditas desenvolvidas, e ainda em doentes submetidos a terapias
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Introdugado

imunosupressoras (Manfredi, Polonelli, Guirre-Urizar, Carrozzo & McCullough, 2013).
Os tratamentos com PTIS para além de complexos sdo dispendiosos, tornando-se
essencial estudar a forma como este fungo coloniza as PTIS, em especial as espécies de
Candida nao-albicans, pela sua maior resisténcia a terapia antifingica o que pode
proporcionar, em ultima andlise taxas mais elevadas de mortalidade por candidemia
(Majewski, et al., 2008). E sem duvida importante compararmos, e tal é possivel pois
sdo0 bastantes os estudos no que respeita a sua higiene, em termos microbiologicos com
as PTMS (Souza, Freitas, Lovato, Abu-Naba, Fedorowicz & Gurgan, 2009), por forma
a compreender se a manutencdo e higiene deste tipo de reabilitacio pode ser
extrapolado, bem como, o tipo de antifngicos ou outros meios quimicos a serem
usados em situagdo patologica.

O presente estudo faz parte integrante de uma linha de investigagdo a decorrer no
ISCSEM desenvolvida pelo grupo de trabalho de Reabilitagdo Oral em parceria com o
grupo de trabalho de Microbiologia.

Como tal, com este trabalho pretende-se verificar o tipo de microflora fungica
existente no rebordo subjacente das PTIS, bem como, no sulco perimplantar das
mesmas e posteriormente comparar os resultados obtidos com dados provenientes de

PTMS.

A - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 - REABILITACAO ORAL DO DOENTE DESDENTADO TOTAL

1.1 - Edentulismo

O edentulismo define-se como o resultado da extragdo total de pegas dentarias, na
maioria dos casos devido a patologias orais comuns, tais como a carie ou a doenca
periodontal (Carlsson & Omar 2010). Nas ultimas décadas, a incidéncia de perda
dentaria no contexto europeu diminuiu e consequentemente a prevaléncia do
edentulismo tambem, o que reflete um aumento da saude oral da populacdo adulta
nestes paises (Carlsson & Omar, 2010; Martori, 2014). A reabsor¢do 0ssea tem sido
extensivamente estudada, caraterizando-se como um processo cronico, progressivo e
irreversivel. Esta ¢ influenciada por diversos fatores tais como: a idade; o género; a
anatomia facial; o metabolismo; a ma higiene oral; as parafungdes; as doencas

sistémicas; a osteoporose; o tabagismo; a medicagdo e o tempo de edentulismo (Laurito,
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Lamazza, Spink & Biase, 2012). A auséncia de pecas dentérias provoca uma diminui¢do
da dimensao vertical de oclusdo, readaptagdo dos tecidos da face e diminui¢do da forga
e capacidade de mastigacdo, refletindo-se ainda numa baixa autoestima por parte do
doente pelas altera¢des fonéticas e estéticas que dai resultam (Hyland et al., 2009).

A protese dentdria ¢ definida como a ciéncia e a arte de desenvolver substitutos
convenientes para a por¢ao corondria dos dentes, ou para a substitui¢do de um ou mais
dentes perdidos, assim como estruturas associadas, de maneira a restaurar as fungdes
perdidas, aparéncia estética, o conforto e a saude do doente (Turano & Turano, 2012).
Apesar de existirem opg¢des que oferecem maior estabilidade e comodidade, como € o
caso da protese sobre implantes, para a reabilitagdo de individuos edéntulos, a protese
total (PT) mucosuportada continua a ser a op¢ao terapéutica mais comum para a maioria

da populagao.

1.2 - Prétese Total

Etimologicamente, protese significa a colocagdo de uma coisa sobre outra e em
lugar da outra. A palavra ¢ derivada do grego: “pro” (em lugar de) e “thesis” (colocar)
(Turano & Turano, 2012).

Podemos definir a PT como, uma protese dentdria removivel que permite a
reposicao das superficies mastigatorias e das estruturas associadas de uma arcada
dentaria, superior, inferior ou ambas, sendo constituida por dentes artificiais unidos a
base, a qual se encontra em intimo contacto com os tecidos orais subjacentes (Figura 1).
No que respeita a sua classificagdo, os autores apresentam diversas formas de o fazer

como se encontra patente no Grafico 1.

Figura 1 — Protese total (adaptado de Volpato et al., 2012)
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Introducao

Diversos estudos demonstram uma pobre associacdo entre a satisfagdo do doente
e os indicadores progndsticos do sucesso da protese, nomeadamente a idade, o estado
psicologico, a gestdo de expectativas, uso prévio de protese, método de construgdo e
rebordo residual (RR) (Critchlow & Ellis, 2009). De entre os objetivos da protese e
mais concretamente da PT, destacam-se, a reposicdo da denti¢do completa e estruturas
associadas do maxilar, o restabelecimento da dimensao vertical, da funcao fonética,
degluticdo, estética e harmonia facial (Volpato, Galbelotto, Zani & Vancellos, 2012). O
uso correto das proteses bem como o cuidado a ter com estas, sdo de grande importancia
para o doente, ndo s6 por motivos estéticos e funcionais, mas também pela manutengdo
dos tecidos de suporte e pelo correto acondicionamento das proprias proteses. Desta
forma, o médico dentista deve orientar e motivar o doente para a manutencdo das suas
proteses, através de consultas de controlo da reabilitagdo oral com visitas anuais, com o
objetivo de promover a melhoria de fatores tais como a fun¢do, a adaptagdo, avaliando e
despistando a presenca de lesdes orais e perda de osso, bem como o estado geral da

saude oral (Felton ef al., 2011).

[ INFERIOR J [SUPERIORJ [ MEDIATA J [ IMEDIATAJ [REMOVNELJ[ FIXA J[SOBREDENTADURAJ [ RIGIDA J { MACIA J

instalagdo realizada suportada e retida suportada por mucosa e
imediatamente ap6s a por meio de contacto retida por encaixe em
apos reparo do osso suportada por implantes
alveolar e cicatrizagdo n3o se apoiando na

Grifico 1 — Representacgio grafica da classificagdo das proteses totais (Adaptado de Volpato et. al., 2012)

1.2.1 - Rebordo Residual

A base protética onde se adapta a PT ¢ denominada de rebordo residual, sendo
esta constituida por osso alveolar, recoberto por membrana, mucosa e submucosa
(Figura 2). Na submucosa encontram-se vasos sanguineos, que irrigam a superficie da
fibromucosa gengival e terminagdes nervosas, responsaveis pela informagdo sensorial

do interior da cavidade oral (Di Fiore, 2010).
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Figura 2 - Constitui¢do do rebordo residual
(Adaptado de Di Fiore, 2010)

O suporte 6sseo para a PT superior ¢ dado pelos ossos maxilares, direito e
esquerdo e pelo osso palatino. Quando existem rebordos ésseos aplanados ¢ dificil
conseguir uma reten¢do e estabilidade da PT. Por isso, a preservagdo do tecido osseo ¢
um fator de extrema importancia para alcancar o sucesso terapéutico (Turano & Turano,
2012). O RR ideal para suportar uma base protética deve constar de uma cortical dssea
que recubra um reticulado 6sseo relativamente denso, de uma crista plana e ampla e de
vertentes altas e verticais, sendo cobertas por tecido conjuntivo firme, denso e fibroso.
(Di Fiore, 2010). O RR pode ser classificado quanto a resiliéncia do seu tecido
fibromucoso (Gréfico 2), ou quanto a sua morfologia, no sentido mesiodistal (Grafico 3)

e no sentido vestibulolingual (Grafico 4).

* mucosa fibrosa e densa, com pequenas
alteragdes de volume aquando da aplicacdo de
forgas compressivas

e mucosa menos fibrosa e densa
comparativamente ao RR duro e alteragdes
mais acentuadas de volume quando aplicadas
forgas compressivas

* mucosa fibrosa com menor consisténcia que o
RR compressivel, sofrendo facilmente
alteragdes de conformagdo e volume quando
aplicadas forgcas compressivas

Grifico 2 - Classificacdo do tipo de rebordo (Adaptado de Di Fiore, 2010)
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ASCENDENTE
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Regido de
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ASCENDENTE
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oclusal sao
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para mesial
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Grafico 3 - Morfologia do rebordo residual no sentido mesiodistal (Adaptado de Di Fiore, 2010)

Formato de
triangulo
isdsceles com
base do RR de
lado menor

Grifico 4 - Morfologia do rebordo residual no sentido vestibulolingual (Adaptado de Di Fiore, 2010)

1.2.2 — Materiais para confe¢do de proteses totais

As proteses dentarias, a semelhanga dos dentes naturais acumulam placa, tartaro e

REABSORVIDO

Formato de
triangulo
isdsceles com
base de RR de
lado maior

manchas (Coulthwaite & Verran, 2007).

De entre os materiais usados para a confecdo das bases protéticas, destacam-se os
polimeros, tais como o polietileno tereftalato, o polimetil metacrilato e a Poliamida 12 e
as ceramicas, como a zirconia, o feldspato e o dissilicato de litio, sendo estes escolhidos
tendo em conta a sua disponibilidade, estabilidade dimensional, cor, manipulagdo e
compatibilidade com os tecidos orais (Turano & Turano, 2012; Li, et al., 2012;
Anusavice, Shen & Rawls, 2013; Wieckiewicz, Opitz, Richter & Boening, 2014; Fueki

et al., 2014). Idealmente o material constituinte da base da prétese dentaria devera ter as
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seguintes propriedades: baixa toxicidade, biocompatibilidade estabilidade de cor,
estética, facil reparacgdo, estabilidade dimensional e facil higienizacdo. Deve ainda ter
propriedades mecanicas, fisicas e quimicas adequadas, radiopacidade, leveza e
hipoalérgico (Turano & Turano, 2012).

Atualmente o material mais utilizado em bases protéticas ¢ a resina acrilica
polimetil metacrilato (PMMA) (Coulthwaite & Verran, 2007; Lee, 2010). Este material
¢ referenciado como tendo excelentes propriedades fisicas e estéticas com relativa baixa
toxicidade, comparativamente a outros tipos de polimeros (Lee, 2010). Os sistemas de
PMMA apresentam-se sob a forma de um p6 e de liquido que quando misturados
desencadeiam uma reacdo de polimerizacdo. O p6 € constituido por esferas pré-
polimerizadas de PMMA e um iniciador. No que respeita ao liquido, o mesmo ¢
composto em grande parte por PMMA ndo polimerizado € um inibidor, por forma a
prevenir a polimerizagcdo do liquido durante o seu armazenamento (Anusavice et al.,
2013).

Os PMMAs sofrem contragdo durante a polimeriza¢do, formando poros de
diferentes tamanhos e formas. Em situacdes de elevada porosidade desencadeia-se o
enfraquecimento da prétese o que leva a adesdo e desenvolvimento de microrganismos,
tais como a C. albicans (Li et al. 2012). No entanto, tem-se assistido ao aumento da
colonizagdo de espécies ndo albicans como ¢ exemplo a C.glabrata (Cavaleiro, 2012;
Fernandes, Cenci, Silva, Filho, Straioto & Cury, 2014).

Este tipo de polimeros sofre biodegradacdo em contacto com os fluidos orais,
tendo como consequéncia a libertacdo de compostos potencialmente toxicos da rede
polimérica, alterando as propriedades fisicas e mecanicas dos materiais. Tais
compostos, sdo responsaveis por provocar alteragcdes bioldgicas em termos alérgicos,
assim como hormonais. Varios estudos a nivel celular demonstram que os residuos de
monoémeros tém potencial indutor de citotoxicidade, genotoxicidade, alteracdo da
expressao do fator de crescimento, bem como stress oxidativo permanente celular o que
pode levar a sensibilidade e dor na mucosa oral, bem como ulceracido, edema e em
ultimo caso estomatite protética (Bettencourt et al., 2010).

A quantidade e qualidade de colonizagdo fingica ¢ fortemente influenciada pelas
propriedades dos materiais. O aumento da energia de superficie tem um papel
preponderante na adesdo inicial, estando as irregularidades e rugosidades associadas a
este aumento, funcionando como um reservatério € um meio de prote¢do para os

microrganismos que a colonizam. Por outro lado a hidrofobicidade dos materiais tem
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um papel inverso ao promover uma menor adesdo dos mesmos (Li et al, 2012;
Fernandes et al., 2014). O polimento das bases protéticas permite a redugdo da energia
de superficie, bem como a sua hidrofobicidade, possibilitando deste modo, a diminui¢ao

da colonizacao fingica (Satpathy & Gujjari, 2013).

1.3 — Implante dentario

O implante dentario ¢ um material sintético colocado no
rebordo alveolar, a fim de substituir uma ou mais pecas

dentarias perdidas (Misch, 2007).

—— Moddulo da crista

Corpo

Existem quatro tipos principais de desenhos de implantes

dentarios a referir, o subperiostal, em forma de lamina, em

ramus frame € o enddsseo. O implante dentario enddsseo ¢ um

Apice

material alopldstico, com uma forma tipicamente em rosca,
feito geralmente em titdnio ou ligas de titnio, inserido na Figura 3 - Implante

. .. L. . dentario (Misch, 2007)
mandibula ou na maxila com o objectivo de substituir a raiz de
um dente perdido (Gaviria, Salcido, Guda & Ong, 2014).

O implante endésseo pode ter diferentes tipos de desenhos, entre os quais se
destacam: o cilindrico; o rosqueado, sendo o mais popular pelas suas propriedades
mecanicas (Gaviria et al., 2014); o perfurado e o sélido com orificios. No que respeita a
sua superficie distinguem-se entre lisos, maquinados ou texturados (Misch, 2007).
Quanto a sua constitui¢cdo, o implante dentdrio ¢ caraterizado por trés elementos: o
corpo, o médulo da crista e o apice (Figura 3). O corpo do implante apresenta-se de
diferentes formas e tamanhos, sendo que o tipo de preparacao da sua superficie pode
aumentar a area de superficie em 500% (Misch, 2007). A area de superficie varia com o
numero de espiras, o seu desenho e o tratamento aplicado. O moddulo da crista ou
conector tem como fun¢do permitir a aplicagdo de torque, por forma a enroscar o
implante no osso e conectar-se ao pilar protético. Tipicamente o conector pode ser
externo ou interno sendo o mais conhecido o hexagonal (Figura 4.) (Gaviria et al.,
2014). Geralmente os implantes possuem um colar cervical polido que previne a adesdo
de microrganismos, ja que a regido do conector se encontra em contacto com os tecidos
moles e ndo intradsseo (Misch, 2007). No entanto, a presenga de poros e
irregularidades, inerentes a superficie dos implantes atuais, representam locais de

proliferacdo microbiologica quando expostos ao meio oral (Soares, 2009).
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P av

Figura 4 — Sistemas de conexdo. A) hexagonal

externo, B) Cone morse (interno)
http://www.intechopen.com/source/html/1842
6/media/image7.png

1.3.1- Osteointegragdo

Osteointegracdo ¢ definida como uma conexao funcional e estrutural entre o 0sso,
a matriz e o implante. Esta ligacdo ¢ fundamental de modo a promover a estabilidade do
implante e ¢ considerada um pré requisito para a colocagdo e sucesso a longo prazo dos
implantes endosseos (Parithimarkalaignan & Padmanabhan, 2013). Este fendmeno foi
demonstrado pela primeira vez por Branémark e colaboradores, ao ancorarem pegas de
titdnio em animais, verificaram que estas se fixavam ao osso. Deste modo, conseguiram
desenvolver uma solucdo fixa para as mandibulas edéntulas, constatando que este tipo
de teraplutica protética oferecia mais estabilidade e conforto face as proteses
removiveis (Cooper, 2008). Por outro lado e segundo a Lei de Wolff proposta em 1892,
refere que a aplicagdo de forcas sobre o 0sso cria uma carga elétrica, provocando a
estimulagdo da atividade osteoblastica. O restabelecimento da fungdo apos a reabilitacio
implantosuportada, permite um melhor funcionamento dos musculos mastigatorios,
ativando assim o processo de remodelacdo Osseo (Alcantara, 2008). Como tal, a
biocompatibilidade, o desenho do implante, a morfologia de superficie e as cargas apos
a colocacdo em osso sdo fatores relevantes para a obten¢do de osteointegracdo. A taxa
de sobrevivéncia do implante dentario estd relacionada com a qualidade e a quantidade

de osso disponivel na arcada dentaria (Volpato et al., 2012; Goiato et al., 2014).
1.3.2 - Mucosa perimplantar

Apds a colocagdo do implante no osso, forma-se um tecido transmucoso
justaposto ao implante. Este tecido tem uma fungdo de “selamento” que previne que

produtos da cavidade oral alcancem o osso, levando a contaminagdo do mesmo
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(Charalampakis, Leonhardt, Rabe & Dahlén, 2013). Este processo biologico,
denominado de “selo bioldgico” ocorre por adaptacdo e regeneragdo dos tecidos as
superficies de um material implantado. A formacdo deste ¢ essencial para o sucesso do
implante e respetiva protese (Misch, 2007). A face externa da mucosa perimplantar ¢
coberta por epitélio oral queratinizado, composto por uma barreira epitelial na sua
margem, semelhante ao epitélio juncional presente nos dentes, virado para o sistema de
conexdo do implante. A barreira epitelial tem cerca de 2mm de comprimento, estando
ligado a superficie do implante por hemi-desmosomas. As fibras principais estdo
organizadas paralelamente ao corpo do implante (Lindhe, Lang & Karring, 2008;
Charalampakis et al., 2013). Ao contrario do que acontece nas pecas dentarias, a
superficie do implante carece de fibras de Sharpey inseridas perpendicularmente ao
implante. Isto leva a que o sulco perimplantar seja mais profundo que o sulco gengival
(Figura 5), levando em ultima andlise a uma maior penetracdo dos microrganismos. A
auséncia de ligamento periodontal, confere diversas desvantagens ao implante,
comparativamente a pe¢a dentaria, nomeadamente, reducdo da barreira fisica contra

invasdes microbiologicas e fraco aporte sanguineo (Belibasakis, 2014).

Figura 5 — Comparagdo da profundidade de sulco entre o dente e o implante.
(adaptado de Misch, 2007)

De um modo geral, as leveduras do género Candida t€ém um potencial de adesao
aos tecidos orais e aparelhos implantaveis como os pacemarkers, os shunts, as proteses

da anca e os implantes dentarios, semelhante as bactérias (Biirgers, 2010).
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1.3.3 — Carateristicas da superficie

A ancoragem do implante ¢ determinada pelo grau de contacto osso/implante,
sendo este um fator fundamental para que ocorra osteointegracdo. Assim sendo, as
propriedades fisicas e quimicas da superficie do implante vao ditar a qualidade e a
velocidade em que ocorre o processo de osteointegracao (Gaviria ef al., 2014).

O grau de contacto ¢ influenciado pelo desenho das espiras, sendo que estas
aumentam a estabilidade inicial e distribuem o stress ao longo do implante minimizando
as forcas produzidas na interface osso/implante. Podemos caraterizar o perfil das espiras
quanto a sua profundidade, nimero, angulacdo e formato do desenho (Gaviria et al.,
2014).

As células osteoblasticas tém potencial para aderir mais rapidamente as
superficies rugosas em relacdo as polidas (Gaviria et al., 2014), para tal, existem
diferentes métodos que permitem o aumento da rugosidade de superficie como

enunciado na seguinte tabela (Tabela 1).

Processo Descricio
Spav de Particulas metalicas aquecidas a altas temperaturas projetadas
pay sobre a superficie criando um revestimento com espessuras entre
plasma
os 10-40 pum.
Jateamento de particulas metalicas a alta pressdo sobre a superficie
Jateamento . :
criando rugosidades na ordem dos 1,5 um.
Erosao Erosdo da superficie por acidos fortes criando micro poros de 0,5 a
quimica 2 pm.

Processo eletroquimico por meio de uma corrente elétrica num
Anodizacdo  banho eletrolitico que cria uma camada de oxidacdo e micro poros
de tamanho variado.

Adesdo de matérias ou moléculas como o fosfato de célcio ou os
Revestimento fluoretos, produzindo superficies bioativas que desencadeiam o
contacto osso/implante.

Tabela 1 - Tipos de tratamento da superficie do implante (Adaptado de Gaviria et al., 2014)
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1.3.4 — Pilares protéticos

O pilar protético define-se como a por¢do do implante que serve de suporte ou
retencdo a protese ou superestrutura do implante, esta superestrutura ¢ utilizada quando
queremos fixar uma prétese fixa ou uma sobredentadura (Misch, 2007).

Os pilares protéticos tém sistemas de encaixe andlogos aos implantes sendo os
mais conhecidos o hexagonal externo, o hexagonal interno e o cone morse (Reis,
Pinelli, Neto, Monnazzi & Segalla, 2011).

Podemos distinguir os pilares em trés categorias, pilares para retengdo por
parafuso, pilares para cimentacdo e pilares para conectores. Posteriormente, podemos
escolher entre pilares rectos ou angulados. Em termos dos materiais utilizados para a
sua confe¢do distinguem-se em pilares metalicos (titdnio ou ouro) e cerdmicos (alumina
ou zirconia), sendo que a sua seleg@o recai sobre o tipo de estética pretendida e tipo de
trabalho protético exigido. A constru¢do do pilar difere quando precisamos de uma
solucdo protética com multiplos implantes, sendo as suas dimensdes e angulacdes
distintas dos pilares para implantes unitarios (Misch, 2007).

O pilar metalico ¢ considerado o gold standard devido a sua alta taxa de
sobrevivéncia e as excelentes propriedades fisicas (Zembic, Kim, Zwahlen, Kelly,
2014). Por outro lado, o pilar em zirconia pelas suas propriedades estéticas surge no
mercado como uma alternativa face aos pilares metalicos (Gracis, Michalakis, Vigolo,
Steyern, Zwahlen & Sailer, 2012) apresentando bons resultados tanto em ensaios in
vitro, como clinicos, com uma taxa de sobrevivéncia a 5 anos de 95%, a semelhanga do
que acontece com os pilares metalicos (Zembic et al., 2014).

A auséncia de fibras de sharpey entre o pilar/implante e os tecidos periodontais e
consequentemente o aumento do sulco perimplantar funciona como uma porta de
entrada para microrganismos e fluidos para a interface pilar/implante devido as cargas
oclusais e a falta de precisdo dos encaixes (Nascimento, Pita, Pedrazzi, Albuquerque
Junior & Ribeiro, 2013). A somar a esta situagdo, alguns autores descrevem a presenca
de fungos do género Candida e a adesdo de biofilme ao pilar protético (Gracis et al.,
2012; Nascimento et al., 2013). Estudos revistos por Zembic et al. (2014), revelaram
uma contagem menor de células inflamatérias nos pilares de zirconia quando

comparados com os pilares em titanio e ouro, bem como uma menor adesdo microbiana.
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1.4 - Proteses implantosuportadas

A colocagdo de implantes dentarios
osteointegrados tornou-se numa alternativa
com elevada taxa de sucesso, face as proteses
fixas ou removiveis para reposi¢do de dentes
ausentes (Koyanagi, Sakamoto, Takeuchi,
Ohkuma & Izumi, 2010; Matsuda, Kurushima,
Enoki, Ikebe & Maeda, 2014). Existe uma

Figura 6 — Protese total implantosuportada

panoplia de préteses associadas aos implantes com 6 implantes. (Volpato e al,, 2012)

dentarios, sendo que algumas delas sdo criadas

para condig¢des clinicas especificas de arcadas desdentadas reabilitadas com implantes
mais concretamente na auséncia de suporte osteomucoso, a protese total
implantosuportada representa um tratamento de referéncia (Figura 6) (Preciado, Del

Rio, Lynch & Castillo-Oyagiie, 2013).

1.4.1- Tipos de proteses sobre implantes

Podemos distinguir entre dois tipos de proteses sobre implantes de arco total: as

implantosuportadas como sistemas fixos e as implantoretidas como sistemas removiveis

(Gréfico 5).

Grafico 5 - Tipos de proteses sobre implantes, (adaptado Turkyilmaz, & Nicoll,
2011)

Estudos efectuados por diferentes autores demonstram uma taxa de sobrevivéncia
implante/protese superior a 90%, tanto em estratégias de 6 como 4 implantes, pelo que
ndo ¢ possivel demonstrar um nimero e distribuicdo 6tima de implantes em proteses

totais implantosuportadas (Heydecke et al., 2012).

26



Introdugado

A reabilitagdo de desdentados totais com implantes pode ser efetuada com carga
imediata, carga mediata e “delayed loading”. No encontro de 2002 a Sociedade
Espanhola de Implantologia definiu: carga imediata quando a protese ¢ colocada no
mesmo dia que os implantes; carga mediata quando a protese ¢ colocada antes dos 3/6
meses da osteointegracdo e “delayed loading” apds a osteointegragcdo (Pefarrocha-Oltra,
Covani, Pefiarrocha-Diago & Pefiarrocha-Diago, 2013). No que respeita a reabilitagdo
protética total implantosuportada a mais frequente ¢ a reabilitagdo metal/acrilico
aparafusada, onde a protese ¢ composta por uma estrutura metéalica e uma base feita em
acrilico (Papaspyridakos, Mokti, Chen, Benic, Gallucci & Chronopoulos, 2013; Kwon,
Bain & Levin, 2014).

Os doentes encaminhados para este tipo de reabilitagdo sofrem na sua maioria
perda precoce de pecas dentarias e consequentemente uma diminui¢ao da crista dssea
nas regides posteriores da mandibula e maxila. A acrescentar a este fator, certos
compartimentos fisioldgicos como os seios maxilares, as fossas nasais e o canal do
nervo alveolar inferior, dificultam a colocacdo de implantes nestas regides (Jensen,

2014).

CLASS C

\‘ - / | “ -
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Figura 7 - Abordagem all-on-4" (adaptado de Jensen, 2014)

Para colmatar as situacdes acima descritas, foi desenvolvido um conceito de 4
implantes denominado all-on-4, que permite solucionar o problema sem ter de
recorrer a técnicas mais demoradas e dispendiosas como as elevacdes de seio ou o
desvio do nervo alveolar inferior (Figura 7) (Malo, Nobre, Lopes, Moss & Molina,
2011; Patzelt, Bahat, Reynolds & Strub, 2013). Este tratamento passa por utilizar 4
implantes, 2 anteriores retos e 2 posteriores angulados, permitindo uma melhor
distribui¢do das cargas sem comprometer as estruturas adjacentes (Malo ef al., 2011; Ho
& Jovanovic, 2014). Desta forma, ¢ possivel distribuir na arcada dentaria 10 pegas
dentarias com um maximo de 1 peca dentdria a distal de cada cantilever (Malo et al.,
2011). Para além deste sistema, pode ser ainda utilizado na maxila o All-on-4 Hybrid
and All-on-4 Extra-Maxilla. No All-on-4 Hybrid dois implantes sdo colocados na regido

anterior da maxila e um implante em cada osso zigomatico; por outro lado no A/l-on-4
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Extra-Maxilla, os quatro implantes estdo exclusivamente retidos no 0sso zigomatico

(Malo et al., 2011).

1.4.2 - Vantagens e desvantagens das proteses sobre implantes

As proteses totais implantosuportadas oferecem uma alternativa vantajosa na
reabilitacdo de mandibulas edéntulas (Cooper, 2008): permitem a manuten¢do do 0sso
alveolar, por estimulacdo mastigatéria e pelas cargas sobre os implantes; melhora a
estética e a fonética, permitindo a manutencao ou aumento da dimensao vertical, e uma
vez que apresenta menores dimensdes na regido do palato ou abas, permite uma melhor
percepcao dos alimentos e da fonética; permite também um melhor controlo e
distribuicao das cargas oclusais sobre os diferentes implantes, com absor¢ao das forcas
por parte do osso, que em ultima analise leva a um aumento da forg¢a oclusal; por
ultimo, possibilita uma melhor saude psicologica e a percepcdo de reconhecimento da
prétese como “fazendo parte de si mesmo” (Misch, 2007; Volpato et al., 2012).

As proteses fixas hibridas, podem apresentar diversos problemas para a maxila,
principalmente quando existe uma ampla reabsor¢do alveolar. A extensdo das abas da
protese para vestibular, necessarias para se obter um correto suporte labial, pode por
vezes criar areas de dificil higiene, onde a comida e a placa bacteriana se acumulam
(Cooper, 2009; Bueno-Samper A. et al., 2010). A diminui¢cdo destas abas vestibulares,
provocam no doente uma sensagdo de passagem de ar e saliva. No entanto, nos casos
em que a saida dos implantes ¢ feita a nivel vestibular, envolvendo problemas estéticos,

as proteses removiveis tornam-se numa boa alternativa. (Bueno-Samper A. ef al., 2010).

2 - MICROFLORA ORAL

A microflora oral carateriza-se por uma ampla gama de espécies de virus,
bactérias, fungos e em alguns casos protozoarios (Belibasakis, 2014).

A cavidade oral ¢ composta por multiplos habitats, tais como os dentes, sulcos
gengivais, lingua e palato duro, que permitem a colonizagdo de varios microrganismos
(Cho, Nagao, Imayoshi & Tanaka, 2014), fazendo desta uma das floras mais complexas
do corpo humano (Sampaio-Maia & Monteiro-Silva, 2014). Esta flora tem um papel
preponderante na manutencdo da saude, pelo que a alteragdo da mesma ¢ um indicativo
e um gatilho para o desenvolvimento de doencas, tanto orais como sistémicas

(Ghannoum et al., 2010).
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Com o inicio do milénio, a microbiologia oral revolucionou-se através do
desenvolvimento de tecnologias, como a sequenciacdao e analise gendomica de grande
escala, permitindo identificar a vasta cole¢do de microrganismos presentes na cavidade
oral (Cho et al., 2014). Até entdo, acreditava-se existir pouco mais de 700 espécies de
microrganismos, contudo, hoje acredita-se que pode chegar aos 19000 filotipos, sendo
que na sua maioria estes microrganismos nao foram ainda passiveis de serem cultivados
(Aas, Paster, Stokes, Olsen & Dewhirst; 2005, Maia & Silva, 2014). Das espécies ja
isoladas aproximadamente 280 sdo bactérias e 70 sdo fungos (Dewhirst et al., 2010;
Ghannoum et al., 2010). Alguns autores levantam a hipotese da inibicdo de
desenvolvimento de microrganismos patogénicos na cavidade oral, provocado pela

interacdo entre fungos e bactérias (Krom, Kidwai & Cate, 2014).
2.1 - Género Candida

A Candida ¢ um género de fungo dimorfico,
dipléide e gram positivo, capaz de viver como um
organismo comensal na cavidade oral de individuos
saudaveis (Figura 8) (Salerno et al., 2011). O genoma
da C. albicans, a espécie mais frequentemente isolada
na cavidade oral, ¢ composto por oito pares de

cromossomas homologos com variagdes de tamanho

entre 0s 0,9 a 3,3 Mb com um total de 16 Mb. Tem uma

elevada plasticidade, resultando frequentemente em Figura 8 - C. albicans imagens
MEYV (adaptado de Dennis Kunkel

perda de heterozigotia (McManus & Coleman, 2013). Microscopy, 2004)
Distinguem-se 150 espécies dentro deste género, distribuidos no solo, ambientes
aquaticos e no organismo de diversos animais (Manfredi ef al., 2013). Embora a espécie
C. albicans seja a mais prevalente, outras espécies de Candida podem ser encontradas
no meio oral, tais como C. dubliniensis, C. krusei, C. glabrata e C. tropicalis
(Cavaleiro, 2009). O destaque dado a espécies ndo-albicans deve-se ao aumento de
doentes imunocomprometidos, como ¢ exemplo dos portadores de VIH, diabetes
mellitus e os sujeitos a terapias imunosupressoras. De um modo geral, as espécies C.
ndo-albicans t€m maior resisténcia a terapia antifingica, desencadeando taxas mais

elevadas de mortalidade por candidemia (Biirgers et al., 2012).

A Candida spp. possui como carateristicas a capacidade de se reproduzir em
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condi¢des aerdbias e anaerdbias (Williams & Lewis, 2011), podendo ainda reproduzir-
se assexuadamente por um processo de gemulagdo, através de protusdes protoplasmicas
que emergem da célula mae e que se destacam no final do seu crescimento (Castellote,
2013). A espécie C.albicans detém o maior valor de adesdo ao epitélio oral face as
outras espécies de Candida, o que ajuda a explicar a sua prevaléncia (Silva, 2013).
Além de aderir ao epitélio, ¢ também encontrada em varios dispositivos artificiais tais
como os implantes dentdrios, proteses da anca e pacemakers. Esta associacdo resulta do
elevado potencial que as leveduras, em geral, t€ém de aderir aos biomateriais (William,
2011; Salerno et al., 2011; Biirgers et al., 2012; Li et al., 2012; McManus & Coleman,
2013).

A viruléncia de C. albicans esta associada a varios fatores, entre eles a formagao
de hifas, que facilitam a adesdo e penetracdio nos tecidos humanos, estando
correlacionado com o desenvolvimento de processos patogénicos (Li, 2012; Manfredi et

al., 2013).
2.1.1 — Colonizagdo versus infe¢do

C. albicans ¢ um microrganismo oportunista com a capacidade de converter o seu
estado comensal em patogénico na mucosa oral. Esta mudanga depende de um ambiente
predisponente, tanto local como sistémico, mas também dos fatores de viruléncia do
proprio organismo (Gasparoto, Vieira, Porto, Campanelli & Lara, 2009). O
desenvolvimento da infecdo, candidiase oral, resulta da desregulacdo das defesas do
hospedeiro (Manfredi et al., 2013).

A colonizagdo por este microrganismo da-se em trés fases. A primeira fase passa
pela adesdo a uma camada basal, que corresponde ao inicio da fase de incubagdo. A
regulagdo da mesma ¢ feita por fatores inespecificos como a hidrofobicidade e a
interagdo eletroestatica, bem como fatores especificos, como o fibrinogénio e a
fibronectina. Numa segunda fase, a célula aderida multiplica-se de forma continua
dando-se a transformacao das células em hifas. Esta multiplicacdo forma uma estrutura
complexa constituida por leveduras, pseudohifas e hifas. Na terceira e ultima fase, da-se
a maturacdo e aumento de substancias extracelulares que permitem a formagdo do
biofilme protegendo os fungos da ag@o da saliva e dos antifingicos, bem como a adesdo
das hifas as estruturas adjacentes (Manfredi et al., 2013; Park S, Han, Park J, Choi &
Lee, 2014). A formacgdo da fase hifa ¢ influenciada pela disponibilidade de nutrientes,

pH e temperatura (Tyc, Kiihn, Wilson & Klipp, 2014).
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Grafico 6 — Fatores de viruléncia da C. albicans (adaptado
de Williams & Lewis, 2011)

Atribuem-se diversos fatores de viruléncia a C. albicans identificados no Grafico
6. Tal como foi falado anteriormente, a adesdo de Candida ao hospedeiro ¢ fundamental
no processo de colonizacdo, sendo esta promovida por adesinas e pela hidrofobicidade
celular. A agdo do wash out salivar e a descamagdo das células epiteliais impedem a
adesdo destes microrganismos dificultando a colonizagdo (Williams & Lewis, 2011).

A presenga de hifas dificulta a fagocitose e aumenta a adesdo as superficies, e a
capacidade de invadir as camadas epiteliais que resulta na destruicdo tecidular. As
protéases asparticas segregadas (PAS) s3o proteinas produzidas por C. albicans que
degradam proteinas humanas e facilitam a invasao dos tecidos e aumentam a adesdo por
exposicao dos receptores e degradacdo das imonoglobulinas e proteinas de defesa do
hospedeiro. Por outro lado, as fosfolipases degradam a membrana celular permitindo a
lise e consequente morte da célula (Williams & Lewis, 2011). Por ultimo, o fendtipo
switching de C. albicans aumenta grandemente a sua viruléncia, por alteracdo da
regulagdo genética como resposta aos tratamentos antifungicos e as defesas dos
hospedeiros, permitindo aos microrganismos adaptarem-se ao novo ambiente (Williams
& Lewis, 2011). O sistema imunologico atua como um fator condicionante,
influenciando o equilibrio entre a adesdo, colonizagdo e a infecdo. As superficies do
tecido do hospedeiro, promovem a interacdo fisica entre fungos e as proteinas de
superficie, permitindo a adesdo e formacdo do biofilme, que por sua vez facilita o
estabelecimento da doenca e o desenvolvimento das infecdes por candidiase. (Rossi et

al., 2011).
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2.1.2 — Fatores de predisposi¢do do hospedeiro

Os fatores predisponentes do hospedeiro incluem-se em diferentes categorias
nomeadamente (Castellote & Soriano, 2013):

* alteracdes enddcrinas;

* depressdo imunologica;

* supressdao imunologica;

* lesdes malignas;

* tratamentos farmacologicos;

* hipossialia;

¢ envelhecimento.

Fazem parte das alteracdes endocrinas, o diabetes mellitus, a gravidez, a faléncia
renal e o hipertiroidismo. Por outro lado, a depressdo imunologica estd frequentemente
associada aos tratamentos antineoplasicos e imunossupressores ou defeitos
imunocelulares (Tyc et al., 2014). No campo da supressdo imunologica, o seu melhor
exemplo € o sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e a neutropénia. Estudos
indicam que os neutrofilos estdo relacionados com a destruicao de C. albicans, (Tyc et
al., 2014). Os linfomas e as leucemias, anemia aplastica entram na categoria das lesdes
malignas associadas ao desenvolvimento de candidiase, ja os antibidticos de largo
espectro, os corticoides, antidepressivos e antineoplasicos entram na categoria dos
tratamentos farmacoldgicos. O sindrome de Sjogren, bem como a radioterapia
provocam hipossialia (diminui¢do da produgdo de saliva), o que impede o correto wash
out, assim como a diminui¢do da interagdo das mucinas com o biofilme. Por ultimo, o
avancar da idade, traz consigo todo o conjunto de situagdes supra descritas, pelo que,
por si sO, os doentes idosos, tanto pela polimedicacdo, como pelas alteragcdes
fisioldgicas, assim como pelo uso de protese, t€m uma maior predisposicdo para o
desenvolvimento de candidiase (Cavaleiro, 2009; Williams & Lewis, 2011,Castellote &
Soriano, 2013 ¢ McManus & Coleman, 2013). A ma adaptacdo protética, a perda de
dimensdo vertical, o uso crénico de antissépticos, a mé higiene oral, bem como o
consumo de tabaco e alcool, surgem entre os fatores de risco mais enunciados no

desenvolvimento de microrganismos. (Castellote & Soriano, 2013).
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2.2 — Placa Protética

As propriedades do habitat tém um carater seletivo, ditando quais os organismos
capazes de colonizar, crescer e ter um papel maior ou menor na comunidade microbiana
(Marsh, Moter & Devine, 2011; Belibasakis, 2014). As regides de estagnacdo salivar
como sdo exemplo as regides adjacentes as protese dentdrias, oferecem protecao contra
0 wash out e a remoc¢do mecanica, criando microambientes que favorecem a
acumula¢do de microrganismos. (Marsh et al, 2011). Estes tendem a formar na
superficie da protese uma placa microbiana (biofilme) designada como placa protética.
A redugdo do pH em relacdo aos niveis fisiologicos, permite a producdo de fosfolipases
e proteinases pelas leveduras, bem como a acumulagdo de nutrientes, fazendo destes
locais, nichos perfeitos para o desenvolvimento fungico (Cavaleiro, 2009; Williams &
Lewis, 2011). Os microrganismos presentes na cavidade oral interagem de diferentes
formas entre si, quer seja pelo uso direto dos seus produtos metabolicos, quer pela troca
de sinais moleculares. A coagregacdo entre os microrganismos incluem interagdes
hidratos de carbono-proteina (Salerno et al., 2011). Segundo a hipdtese da placa
ecoldgica, a relagdo entre os microrganismos ¢ o hospedeiro, definem a satde ou a
doenca dos tecidos orais (Belibasakis, 2014).

A microbiologia da placa protética tem recebido pouca atengdo comparativamente
a placa dentaria. E constituida principalmente por bactérias que revestem as superficies
duras dos dentes, envolvida por uma matriz de polissacaridos produzida pelas mesmas
(Coulthwaite &Verran, 2007). O material de confecdo da base protética atua como um
reservatorio para a acumulacido de microrganismos, que exploram as microfissuras e os
cracks (Williams & Lewis, 2011). A quantidade de placa protética varia quanto a sua
localizagdo (maior acumulagdo na maxila), bem como, na sua composicao (presenga
mais relevante de leveduras) (Coulthwaite & Verran, 2007). A microflora oral salivar,
em doentes edéntulos com proteses dentdrias ¢ constituida por bactérias colonizadoras
da protese, da mucosa oral e principalmente da lingua (Coulthwaite & Verran, 2007).

Virios estudos microbioldgicos verificaram que a placa acumulada em proteses
dentarias tem uma composi¢do complexa, representada por bactérias Gram positivas,
como ¢ exemplo Streptococcus spp, Staphylococcus spp, Actinomyces spp e leveduras

dominado pela C. albicans (Marsh et al., 2011; Salerno et al., 2011).
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3 - PATOLOGIA ORAL

3.1 - Mucosite Protética

Mucosite protética ¢ um processo inflamatorio, que se manifesta por zonas de
eritema na mucosa oral (Figura 9). Carateriza-se por um processo multifatorial
associado a presenca de C. albicans referido por Biirgers (2010) ou de outros
microrganismos, bem como a diversos fatores locais e sistémicos, nomeadamente: o uso
de protese; o pH salivar acido; a elevada ingestdo de hidratos de carbono; a terapia
antibiotica prolongada; a terapia hormonal; a diabetes mellitus ou a hipertensdo arterial
(Turker, 2009; Emami, 2013; Koteswara, Kamalakanth, Lakshmi & Mereddy, 2013;
Martori, 2014).

Figura 9 — Mucosite protética no palato de um
desdentado total (Adaptado de Laskaris, 2006)

A inflamagdo local, causada pela friccdo da prétese pode contribuir para a invasao
do epitélio pelas leveduras, desencadeando a candidiase. A utilizagao da protese durante
a noite ou o seu desajuste piora a situagdo clinica. Concomitantemente, a protese
funciona como um reservatorio microbiano, constituindo um risco tanto para o portador
como para a comunidade (Cavaleiro, 2012).

O uso noturno e continuo da protese, pode reduzir o efeito protetor da saliva,
diminuir o efeito higiénico e de massagem das mucosas pela lingua, bem como
diminuir a oxigenacdo da mucosa palatina (Emami et al., 2013).

Newton propds em 1962 uma classificacdo para a mucosite protética dividindo-a
em trés tipos:

* Tipo I: inflamagdo localizada simples;

* Tipo II: eritema difuso, cobrindo parcial ou totalmente a area recoberta pela

protese;
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* Tipo III: tipo granuloso, hiperplasia inflamatoria papilar, que envolve
geralmente a parte central do palato duro e do rebordo alveolar. Geralmente
associado a inflamacdo cronica provocada pela coloniza¢do de leveduras.
(Koteswara, et al., 2013).

Martori (2014) refere em estudos que aproximadamente metade dos portadores de
protese apresentam pelo menos uma lesdo relacionada com o uso da mesma, sendo a
mucosite protética, a queilite angular e a ulcera traumatica as mais prevalentes, nao
estando no entanto, os fatores de risco diretamente associados completamente
esclarecidos.

A desinfecdo e a antissepsia, conseguem ser tdo eficientes como a terapia
antifingica no tratamento da mucosite protética (Emami ef al., 2013). No entanto, a
remocdo da protese durante a noite e o rebasamento e ajuste da protese quando
indicado, apresentam-se como soluc¢des validas para a reducdo da infe¢do (Cooper,
2008; Emami et al., 2013).

Os portadores de protese total devem ser instruidos por um clinico sobre a
importancia do exame periddico: devido as alteragdes dos tecidos de suporte; a detecgao
antecipada de lesdes e a necessidade de manter a higiene oral e protética em niveis

6timos, a fim de evitar o desenvolvimento de patologia (Turker et al., 2009).

3.2 - Candidiase Oral

Candidiase ¢ a micose mucocutanea mais frequente da cavidade oral, surgindo
frequentemente em doentes imunossuprimidos devido a doengas debilitantes e causas
concomitantes (Chakravarthi & Haleagrahara, 2011; Williams & Lewis, 2011). As
infeccdes provocadas por espécies de Candida e outros fungos aumentaram
drasticamente nos Ultimos anos devido ao aumento deste tipo de doentes. Em regra
geral individuos imunocompetentes ndo sdo afectados por este tipo de doenca (Bhat et
al., 2013).

A patogenicidade da Candida resulta da combinagdo de trés fatores, sdo eles:
portador, espécie e fatores modificantes do microambiente. O diagnodstico de qualquer
forma de candidiase é essencialmente clinico, sendo baseado no reconhecimento de
lesdes, confirmado a posteriori em microscopio pela presenca de Candida nas amostras
orais ou pelo isolamento de culturas (Castellote, 2013). Neste tipo de infeccdo, a C.

albicans encontra-se presente em 50% dos casos, no entanto, nos ultimos anos tem-se
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registado um aumento das espécies C. ndo-albicans no desenvolvimento de candidiase

sistémica. O aumento de todas as formas de candidiase reflete as mudangas no tipo de

intervengdo médica, recorrendo a procedimentos cirlrgicos mais invasivos, uso

diversificado de terapia imunossupressora, bem como o recurso a antibioticos de largo

espectro (Williams & Lewis, 2011).

A candidiase oral ndo se carateriza por uma infec¢do Unica, tendo geralmente

quatro formas primarias descritas consoante o tipo de apresentacdo clinica (Figura 10)

(Williams & Lewis, 2011):

Candidiase pseudomembranosa aguda: apresenta-se sobre a forma de lesdes
brancas na mucosa oral, sendo que o seu diagnostico ¢ confirmado pela remocgao
das placas que se formam por raspagem, deixando para trds uma superficie
eritematosa. O exame histologico geralmente revela células epiteliais
descamativas.

Candidiase eritematosa aguda: carateriza-se pela vermelhiddo na regido do
palato e lingua, sendo a tnica forma de candidiase com permanéncia dolorosa.
Geralmente a sua resolucao ¢ espontinea por restabelecimento da flora saprofita
apos termino do tratamento antibiotico. A sua forma cronica ¢ frequente em
doentes portadores de VIH.

Candidiase hiperplastica cronica: neste tipo de candidiase as lesdes ndo sdo
passiveis de serem removidas por raspagem. Geralmente ocorre bilateralmente
nas comissuras labiais. Existe uma maior prevaléncia em homens de meia idade
fumadores. Uma carateristica deste tipo de candidiase ¢ a penetragdo do epitélio

oral pela fase de hifa da C. albicans.

No que toca ao controlo e tratamento, os dois principais objetivos passam pela

diminuicdo da proliferacdo pelo organismo e reducdo dos fatores favoraveis ao

desenvolvimento de Candida (Chakravarthi & Haleagrahara, 2011).
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Figura 10 — Diferentes apresentacdes clinicas de candidiase oral.
(A) Candidiase pseudomembranosa, (B) Candidiase eritematosa
aguda, (C) Candidiase hiperplasica cronica, (D) Candidiase
eritematosa cronica (Adaptada de Viegas, 2013)

3.3 - Perimplantite

A adesdo de microrganismos orais € a subsequente formacdo de biofilme
patogénico na superficie de implantes dentdrios resulta na infe¢do dos tecidos
perimplantares e em ultimo caso na perda dos implantes (Biirgers, 2010; Real-Osuna et
al., 2012 e Belibasakis, 2014).

A doenga perimplantar tem um carater inflamatério desencadeando a destrui¢ao
dos tecidos duros, bem como dos tecidos moles em torno do implante dentério (Figura
11) (Koyanagi et al., 2010). Podem-se distinguir dois tipos diferentes de doenca
perimplantar: a mucosite perimplantar, caraterizada pela inflamagdo reversivel do
epitélio, perda de tecido conetivo, altera¢cdes microvasculares e aumento do infiltrado de
linfocitos B e T, bem como neutrofilos e macréfagos (Belibasakis, 2014); a
perimplantite, caraterizada por uma infe¢do dos tecidos circundantes mais marcada que
na periodontite, levando a reabsor¢ao dssea, diminuicdo da osteointegragdo e perda do
implante (Biirgers ef al., 2012). Esta rea¢do exacerbada deve-se a auséncia das fibras de

Sharpey em torno do implante, carateristicas dos tecidos periodontais.
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Figura 11 — Reabsor¢do d6ssea ao redor dos implantes
carateristico da perimplantite (Adaptado de Mishler et.
al., 2014)

O diagnostico da doenga perimplantar deve ser tanto clinico como radiolégico.
Esta carateriza-se pela hemorragia ou supuragdo a sondagem, destruicdo dssea superior
a 2mm visualizada na radiografia periapical e a mobilidade do implante. Estes fatores,
permitem verificar a viabilidade e manutengdo do implante a médio e a longo prazo
(Belibasakis, 2014). A auséncia de hemorragia a sondagem em doentes ndo fumadores ¢
um indicador de condi¢do perimplantar estavel (Algraffe, 2012).

Estudos em caes indicam que os tecidos perimplantares tém uma capacidade
limitada de regenerar lesdes associadas a placa bacteriana. Deste modo, podemos
constatar que um estado de saude perimplantar ¢ fundamental para uma estabilidade a
longo prazo do implante (Algraffe, 2012).

De entre os fatores de risco associados a doenga perimplantar destacam-se: o
consumo de tabaco, a ma higiene oral, as condicdes sistémicas, tais como, diabetes
mellitus, a suscetibilidade genética e a historia prévia de periodontite (de Waal, van
Winkelhoff, Meijer, Raghoebar & Winkel, 2013; Belibasakis, 2014). De referir ainda o
stress oclusal e as infec¢des bacterianas (Koyanagi et al., 2010; Armas, 2013). Quatro
revisdes sistematicas concluiram que hd um risco acrescido de perimplantite em
fumadores (AAP, 2013).

Em individuos saudéveis, a flora microbiana perimplantar ¢ constituida por cocos
Gram positivos e bacilos, bem como um numero limitado de espécies Gram negativas
anaerobias. Em situagdo de doenca perimplantar, da-se o aumento da presenga de cocos,
bacilos e espiroquetas, bem como o desenvolvimento de espécies gram negativas e
anaerdbias encontradas na periodontite. Foram também encontrados Staphilococcus
aureus, Staphilococcus epidermidis, E. coli, Pseudomonas spp. e Candida ssp., no

entanto, estas espécies sdo incomuns na doenca periodontal. (Biirgers, 2010;
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Nascimento et al, 2013; Belibasakis, 2014). Foram identificados por dois autores C.
albicans em doentes portadores de perimplantite, contudo ¢ de salientar a necessidade
de mais estudos longitudinais, por forma a compreender o papel das leveduras nesta

doenca (Mombelli, 1993; Leonhardt, 1999).

4 - DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

As comunidades microbianas tém um papel preponderante na saude individual
pelo que, uma melhor compreensao da sua complexidade dindmica podera constituir o
proximo passo para o desenvolvimento de ferramentas médicas de diagnodstico.
Pretende-se do Médico Dentista um conhecimento médico apropriado de forma a
proceder a um diagndstico correto, que lhe permita desenhar uma terapia e profilaxia
adequadas (Cavaleiro, 2009 e Carvalho, 2010). Uma réapida e correta identificagdo das
espécies de Candida tem um papel preponderante no controlo da infecdo e na
diminuicdo dos niveis de mortalidade (Neppelenbroek et al., 2014). Na pratica clinica, a
identificacdo das leveduras baseia-se, em regra geral, através da andlise das
carateristicas fenotipicas, sendo um processo demorado e com resultados por vezes
indiscriminados. Contudo, o recurso a técnicas moleculares tem demonstrado ser uma
poderosa ferramenta na genotipagem de fungos (Cavaleiro, 2009).

A identificacdo da espécie de Candida pode ser realizada com base em quatro
critérios: morfologicos e bioquimicos, no diagndstico de candidiase oral; imunologicos
e genéticos, para diagnostico de candidemia invasiva ou para a diferenciacdo de
espécies, como acontece com a C. albicans e a C. dubliniensis (Castellote & Soriano,

2013).

5 - TERAPEUTICA

Comparativamente aos agentes antibacterianos, a disponibilidade dos
antifingicos ¢ significativamente baixa, isto deve-se a semelhanca entre os fungos e os
mamiferos por serem igualmente eucariotas e partilharem varias fungdes.

No que respeita a mucosite protética e a candidiase oral, a estratégia passa pelo
uso topico ou sistémico de antifingicos. As duas classes de antifungicos mais prescritas
no tratamento de candidiase sdo os polienos e os azéis (Williams & Lewis, 2011; AL-

Dwairi, AL-Quran & AL-Omari, 2012). Na classe dos polienos, sdo reconhecidos a
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anfotericina b e a nistatina. O seu mecanismo de agdo passa pela ligacdo ao ergosterol
presente na membrana das células fungicas, induzindo a fuga do contetudo
citoplasmatico e consequentemente a morte da célula (Williams & Lewis, 2011). No
que respeita aos azdis, o fluconazole e o itraconazole sdo os mais prescritos. O seu
mecanismo de a¢do tem igualmente como alvo o ergosterol, no entanto ao invés de
interagir diretamente com este, impede a sua producgdo por ligacdo a enzima lanosterol
demetilase responsavel pela sua producdo. A deple¢dao do ergosterol resulta na inibicao
do crescimento fingico e aumenta a permeabilidade da membrana. Ao contrario dos
polienos, os azdis tém a vantagem de ser rapidamente absorvidos pelas mucosas
permitindo uma facil administra¢do por via oral (Williams & Lewis, 2011).

Contudo, tem-se assistido nos tltimos anos, ao aumento da resisténcia por parte
de algumas espécies de Candida a esta terapéutica. O mecanismo passa por uma
sobreproducdo ou mutacdo da enzima lanosterol dimetilase, como ¢ o caso da C.
glabrata e C. krusei que exibem resisténcia ao fluconazole (Williams & Lewis, 2011).
Desta forma, surgiram as equinocandinas, que atuam pela inibi¢do da enzima G-glucano
sintetase necessaria para a sintese da membrana celular, tendo a vantagem de nao estar
presente nas células dos mamiferos, reduzindo assim a sua toxicidade para o hospedeiro
(Williams & Lewis, 2011). Verificou-se que concomitantemente ao uso de antifingicos,
as consultas de controlo da reabilitagdo oral com protese sdo fundamentais para a
reducdo eficaz dos microrganismos. A higienizagdo da protese pode ser feita recorrendo
a desinfectantes, como a clorohexidina; a irradiacdo de micro-ondas ¢ o controlo
mecanico da placa. Outros autores, acrescentam ainda que a simples limpeza mecanica
e a sua remog¢ao durante o sono sao suficientes para o controlo da mucosite (Salerno et

al.,2011; Manfredi et al., 2013).

6 — HIGIENIZACAO

Os protocolos de higienizacdo dos implantes e das PTIS sdo raramente descritos
ou padronizados, pelo que, as recomendagdes feitas pelo clinico tém por base os
conhecimentos pré-existentes da higiene dentéaria (Louropoulou, Slot & Weijden, 2014).
Os doentes reabilitados com este tipo de protese, devem realizar uma manutencao
adequada através do controlo mecanico e quimico, associados a uma avaliacdo regular
por parte do médico dentista, de forma a permitir a prevencao e a intervencao atempada

da instalag¢do da doenga (Real-Osuna et al., 2012; Louropoulou et. al, 2014). O controlo
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do biofilme, ¢ conseguido por todo um conjunto de técnicas que t€m como objetivo a
remoc¢do dos microrganismos e a preven¢do da recorréncia de infeccdo inflamatoria
(Soares, 2009; Nader, Eimar, Momani, Shang, Daniel & Tamimi, 2014). A fim de obter
os melhores resultados, o desenho da protese devera permitir e facilitar o processo de
higienizacdo de modo a impedir a acumulagdo de restos alimentares e a formagao de
placa bacteriana e desta forma impedir o desenvolvimento de perimplantite (Soares,
2009; Real-Osuna et al., 2012; Cortelli et al., 2013). A ma higiene oral esta, regra geral,
associada a falta de orientagdo do doente, as carateristicas da protese, a diminuicdo da
destreza manual do doente e a falta de produtos de limpeza especificos existentes no

mercado (Carvalho, 2010).
6.1 — Controlo em casa

O uso de escova e pasta dentifrica, t€m sido o método de higienizagdo mais
utilizado e estudado até a data, dando provas da sua eficicia enquanto removedores da
placa bacteriana (Lindhe et al., 2008). Contudo, estudos recentes revelam que as
escovas elétricas tém uma eficacia semelhante as escovas manuais na limpeza de
proteses totais implantosuportadas, com a vantagem de facilitar o processo de higiene
por individuos com fraca destreza manual e capacidade motora reduzida (figura 18)
(Louropoulou et al., 2014). Concomitantemente ao uso da escova e pasta, existem
diversos métodos complementares geralmente usados pela ortodontia, revelando-se uma
mais valia na higiene sobre as proteses totais implantosuportadas, tais como o
escovilhdo de nylon, o passa fio e as escovas unitufo (Figura 18). Recomenda-se ainda,
a utilizacdo de escovas com cabegas de menor dimensao de forma a facilitar o acesso as
zonas posteriores da protese (Todescan, Lavigne & Kelekis-Cholakis, 2012; Nader et
al., 2014). Um outro método descrito na literatura com provas dadas da sua eficacia € o
jato de dgua que permite remover os restos de alimentos e a placa bacteriana das regides
de dificil acesso, através das forgas hidrodinamicas pulsateis exercidas pela agua ou
liquido desinfectante que percorre o sistema, bem como reduzir a profundidade de
sondagem, sangramento e gengivite quando usado simultaneamente com outros

métodos de higiene (Figura 12) (Lindhe et al., 2008 e Jahn, 2010).
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Figura 12 — Métodos de higiene oral em casa. (A) Passa fio e escovilhdo; (B) Jato de agua;
(C) escova elétrica (Adaptado de Murgueitio et. al., 2014)

6.2 — Controlo em consultorio

Segundo a American Academy of Periodontology (AAP) “os doentes devem ser
avaliados em intervalos regulares de forma a monitorizar o estado dos tecidos
perimplantares, a condigdo da protese implantosuportada e o controlo de placa”
(Todescan et al., 2012). Estes autores refor¢am ainda, a importancia do papel da revisao
e ensino ao doente de uma higiene oral correta, bem como a instituicdo de medidas
preventivas adaptadas individualmente. A inflamagdo dos tecidos deve ser verificada
com recurso a uma sonda pléstica na regido dos sulcos ou bolsas. Apods a avaliacdo da
prétese e dos tecidos perimplantares o uso de curetas plasticas ou revestidas a carbono
permitem a descontaminagdo do pilar protético e do colar do implante. Podem ainda ser
usadas tacas e escovas de polimento, bem como jactos de bicarbonato de sodio, tanto no
implante como na protese (Figura 13) (Mishler & Shiau, 2014). Os doentes com
historial de doenca periodontal e com maior risco de desenvolvimento de patologia
perimplantar devem ser ter um seguimento mais rigoroso. Nos casos de perimplantite
instalada, o desbridamento do tecido afectado e a aplicagdo de clorohexidina, permitem
a diminuicdo do sangramento e da inflamacdo dos tecidos, no entanto, outras
alternativas como o uso de laser de granada itrio-aluminio enriquecido com érbio

(Er:YAG) ou o jacto de 4cido citrico tém sido estudadas (Todescan et al., 2012).
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Figura 13 — Manutengéo de implantes (A) Sonda periodontal de plastico;
(B) curetas de carbono
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B - OBJETIVOS E HIPOTESES DE ESTUDO
1. OBJETIVOS

Através do estudo morfologico e genético das amostras recolhidas em 30 doentes
desdentados totais, reabilitados com proteses totais acrilicas implantosuportadas
provenientes do ISCSEM, da Clinica do Prof. Doutor Sérgio Félix e do Prof. Doutor

Paulo Mauricio pretendemos:

* Identificar e quantificar a microflora fungica presente no sulco perimplantar das
proteses totais acrilicas implantosuportadas;

* Identificar e quantificar a microflora fingica presente no rebordo adjacente as
proteses totais acrilicas implantosuportadas;

* Comparar a microflora de doentes portadores de proteses totais acrilicas
mucosuportadas com a de portadores de protese totais acrilicas

implantosuportadas.
2. HIPOTESES EM ESTUDO

Hipotese Nula: Nao existem diferengas estatisticamente significativas entre a flora
fungica de doentes portadores de proteses totais acrilicas mucosuportadas e proteses

totais acrilicas implantosuportadas.

Hipotese alternativa: A flora fingica de doentes portadores de proteses totais

acrilicas mucosuportadas e proteses totais acrilicas implantosuportadas ¢ diferente.
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I1 - Materiais e Métodos

1 - QUESTOES ETICAS

A realizagdo do estudo pressupds um pedido por escrito de autorizagdo a Diregdo
da Clinica Universitaria Egas Moniz, bem como a respectiva aprovacgao pela Comissao

Cientifica e pela Comissio de Etica do ISCSEM tal como descrito no Anexo I e II.

A recolha de amostras em clinicas externas foi tutelada pelo orientador do projeto

e autorizado pelos diretores clinicos dos locais das recolhas (Anexo Il e IV).

Todos os doentes participantes no estudo foram devidamente informados dos
objetivos do mesmo e seus pressupostos, € SO 0s que assinaram o consentimento foram

incluidos no estudo (Anexo V).

2 - AMOSTRA ESTUDADA

O presente estudo foi realizado em doentes desdentados totais inferiores e
superiores, reabilitados com préteses totais acrilicas implantosuportadas e
posteriormente os dados foram comparados com as proteses totais acrilicas
mucosuportadas.

O estudo envolveu 30 doentes com idades compreendidas entre os 41 e os 80
anos, de ambos os sexos, portadores de proteses totais acrilicas implantosuportadas,
segundo os critérios de inclusdo e exclusdo abaixo mencionados.

Foram utilizados como Critérios de inclusao: doentes com idade superior a 18
anos; com uso de uma protese total acrilica implantosuportada ha mais de 3 meses.
Como Critérios de exclusdo: doentes submetidos a antibioterapia local ou sistémica
nos ultimos 6 meses; terapia fingica no ultimo més (risco de existirem alteragdes no
sinergismo entre bactérias e fungos); padecerem de patologias imunocomprometedoras

tais como a diabetes mellitus ou sofrerem de mucosite protética grau II e III.
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3 - RECOLHA DAS AMOSTRAS

Antes da recolha da amostra foi realizada uma observacgao clinica da cavidade oral
do doente, registada em documento preparado para o efeito, bem como a aplica¢do de
um questionario (anexo VII). Com o doente sentado na cadeira odontologica, foi-lhe
pedido que realizasse um bochecho com agua sem qualquer adicdo de antissépticos.
Removeu-se superficialmente a placa supragengival da zona adjacente aos implantes
utilizando compressas esterilizadas e seguidamente, fez-se a avaliagdo dos tecidos com
recurso a uma sonda periodontal. Por fim, foi realizada a recolha de amostras em duas
zonas (Figura 14): no rebordo gengival, na mucosa abrangida pela prétese por
intermédio de uma zaragatoa de algodao estéril, e nos sulcos perimplantares de maior
profundidade dos implantes através da introdugdo de cones de papel estéreis de tamanho
50, e que foram posteriormente armazenados em tubos eppendorfs estéreis, como
representado em esquema (Grafico 7). As amostras recolhidas foram identificadas
através de um numero que correspondia ao que foi atribuido na ficha de recolha de
dados clinicos, estas amostras ndo sofreram qualquer tipo especifico de armazenagem
ou acondicionamento, nem foram colocadas em qualquer meio de transporte especifico.

Todas as amostras, foram enviadas para o Laboratério de Microbiologia do

ISCSEM, tendo sido processadas sempre em periodos inferiores a 24h ap6s a recolha.

Figura 14 - Recolha de amostras do sulco (A) e do rebordo (B)
(Fotos cedidas por Mestre José Reis)
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30 DOENTES
4

Grafico 7 — Esquematizacdo do processo de recolha das amostras

v

4 — ANALISE MICROBIOLOGICA
4.1 — Isolamento primério

O isolamento primario foi feito em meio de cultura seletivo Brilliance™ Candida
agar (BCA) (Oxoid™, UK) contendo agentes cromogénicos e¢ 500 mg/ml de
cloranfenicol.

As amostras em zaragatoa foram processadas diretamente pelo método riscado
(Figura 15A), em placas de BCA. As amostras contidas nos cones de papel foram
inicialmente suspendidas em 400 ul de dgua destilada estéril, agitadas por 30 segundos
em vortex (VM-3000 da VWR, USA) e por fim, 200 ul da suspensao foi plaqueada pelo
método de espalhamento (Figura 15B). As placas foram incubadas em estufa

(Memmert, Alemanha) durante 48h a 30°C.

Figura 15 - Processamento das amostras pelo método riscado (A) e pelo método de
espalhamento (B)
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4.2 — Identificacdo das espécies de Candida pelo fendtipo em meio Brilliance™

Candida

Apos incubagdo, as colonias foram identificadas tendo por base o padrao de cor
apresentado (Figura 16). A identificagdo das espécies foi feita segundo as indicagdes do
fabricante, sendo verde para a C. albicans ou C. dubliniensis, azul para a C. tropicalis,
rosa palido com morfologia seca e bordos irregulares para C. krusei e bege/castanho
para C. glabrata, C. kefyr, C. parapsilosis e C. lusitaniae. Os isolados foram obtidos em
culturas puras por repicagem de duas coldnias representativas de cada espécie em meio
de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Biomerieux, France) novamente deixadas

a crescer em estufa durante 48h a 30°C.

Figura 16 - Identificagdo fenotipica em meio cromogénico Brilliance™ Candida

A — C. tropicallis (azul); B — C. albicans (verde), C. glabrata (bege) e C. krusei (rosa); C — C.
albicans (verde) e C. glabrata (bege); D — C. glabrata (bege)
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4.3 — Identificacdo genotipica das espécies de Candida por sequenciacdo do Dominio

D1/D2 do ADN ribossomal 26S
4.3.1- Extrac¢do de ADN genomico

De cada uma das culturas puras obtidas nas placas de SDA foram retiradas duas
ansas de biomassa, ressuspendidos em 500 ul de tampdao de lise contendo
aproximadamente 200 pl de esferas de vidro de didmetro 425-600 um. Posteriormente,
as amostras foram agitadas no vortex a velocidade méxima (2400 rpm) durante 3
minutos, colocadas em banho seco (Accublock, Labnet, EUA) durante 1h a 65°C, ¢
novamente no vortex a velocidade méxima, durante 1 minuto. De seguida, foram
centrifugadas a 13000 rpm (Centrinfinge S418, Eppendorf, Alemanha), durante 10
minutos, a temperatura ambiente. O ADN foi precipitado por adigdo de 50 ul de acetato
de sddio 3M pH 4.8 e 2 volumes de etanol absoluto a -20°C e incubagdo a -20°C durante
24 horas. Apds centrifugacdo, a 13000 rpm foi lavado com 800 ul de etanol a 70%
(v/v). E finalmente ressuspendido em 50 ul solu¢do de Tris EDTA (TE) 10 mM e
conservado a -20°C. A solucdo obtida foi diluida em TE 1:10 para a reagdo de

amplificagao.
4.3.2 - Reagdo de amplificagdo por reag¢do em cadeia da polimerase (PCR)

A reagdo de amplificagdo por PCR foi realizada de acordo com o descrito por
Cavaleiro (2012), com os primers ITS5 (5°-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e
LR6 (5’-CGCCAGTTCTGCTTACC-3’) (Grafico 8).

- R/

Grifico 8 — Esquema da sequéncia de genes na regido D1/D2 e primers usados
para a sua sequenciagao.
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A composicao da mistura utilizada na reagdo encontra-se descrita na (Tabela 2), e

as carateristicas de cada etapa da reacdo na (Tabela 3).

Solucio Stock Volume (ul) | Concentracao final
ADN 2 -
Tampao PCR (10X) 5 1X
MgCl, (25 mM) 4 2 mM
dNTPs (1.25 mM) 8 0,2 mM
Primer ITS5 (10 uM) 2 0,4 mM
Primer LR6 (10 uM) 2 0,4 mM
Taq (5U/ul) 0,4 1
Agua 26,6 -

Tabela 2 — Mistura de PCR

Etapas Reacdo | Tempo do ciclo (s) | Temperatura (°C) | Numero de ciclos
Desnaturagao 300 95 Ix
Desnaturacao 30 95

Emparelhamento 60 50 35x
Elongacao 60 72
Finalizacao 420 72 Ix
- - -20

Tabela 3 — Etapas da reacdo de amplificacdo pela técnica de PCR

4.2.4 - Analise Electroforética

Os produtos amplificados foram confirmados por electroforese em gel de agarose
a 1% (p/v) em tampao 1X Tris-acetate-EDTA (TAE), por 45 min a 90V. No gel foi
incluido um marcador de pesos moleculares de 1 kb ADN (Ladder da BioLabs, UK) e
um corante de acidos nucleicos, red safe 20 000X (iNtRON,Korea). Por fim, foi

fotografado sob luz UV e analisado (Figura 17).
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Figura 17 — Perfil de bandas obtido por electroforese num gel de agarose
4.2.5 - Purificagdo do ADN amplificado

O ADN obtido por reacdo de PCR foi purificado com recurso ao kit de
purificacdo GFX da Illustra (USA) (Figura 18) segundo as instru¢des do fabricante.

Figura 18 - Kit de Purificagdo GFX da Illustra (USA)

4.2.6 — Quantificagdo e sequencia¢do do ADN

A fim de verificar se as amostras de ADN purificadas contém ADN suficiente
para proceder a sua sequenciacdo, foi realizada a sua quantificagdo num
espectrofotometro, Nanodrop ND-1000 da Thermo Scientific (USA) utilizando 2 ul da

amostra. Posteriormente, os dados sdo obtidos pelo software ND-1000 data viewer
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versdo 3.5.2 da Thermo Scientific (USA). As amostras aptas foram enviadas para o
laboratério STABVIDA para sequenciagao.

4.2.7 — Identifica¢do genotipica das espécies de Candida

A sequéncia obtida ¢ alinhada e comparada com as sequéncias depositadas nas
bases de dados da National Center for Biotechnology Information (NCBI) com recurso

ao programa Blast® da National Library of Medicine (USA) (Figura 19).

[HMS91672 Candida glabrata isolate 004671 26S ribosomal RNA gene... S=773 E=0 |

Color key for alignment scores
<40 40-50 50-80 80-Z00 >=200

Query =
1 90 180 270 360 450

Figura 19 - Obtengdo dos dados no programa Blast® com as diferentes
associagdes encontradas e respetivo grau de aproximagdo da sequéncia de
ADN (captura de imagem da aplicagdo)

5 — ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS OBTIDOS

Para testar a associac@o entre as variaveis foi utilizado o teste do qui-quadrado.
tendo sido definidos um nivel de significancia de 0,05 (5%) e um intervalo de confianca
de 95%. A anélise estatistica, foi efetuado com o programa SPSS STATISTICS v22.0
(IBM, EUA) e o Excell 2011 (Microsoft, EUA) do ISCSEM.

52



Resultados

III - RESULTADOS

A.IDENTIFICACAO E CARATERIZACAO DO GRUPO DAS PTIS

1 - Identificagdo do grupo das PTIS

O grupo das PTIS foi constituido por 30 doentes de ambos os géneros, feminino
(77%) e masculino (23%) (Grafico 9), com idades entre os 41 e os 82 anos, sendo a

idade média 63.7 £11 (Grafico 10).

Género nas PTIS

23%

W Masc.

u Fem.

Grafico 9 — Distribuicdo da amostra quanto ao género nas
PTIS
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Grafico 10 — Distribui¢do da amostra por faixa etaria nas PTIS

2 - Carateriza¢ao da amostra quanto a existéncia de fatores de risco

Recorrendo aos fatores de risco envolvidos no desenvolvimento de mucosite
protética e candidiase oral utilizados por Carvalho (2010) nomeadamente, consumo de

alcool, tabaco, doencas e terapéutica medicamentosa, identifica-se, na amostra estudada,

a seguinte distribui¢do (Grafico 11):
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Grafico 11 — Distribuicdo do niimero de individuos com fatores de
risco nas PTIS

De entre os fatores de risco avaliados, o mais frequente foi o consumo de tabaco
com 20%, seguido das doen¢as, nomeadamente mucosite protética grau I com 13%, a
terapéutica medicamentosa, corticoides e antidepressivos com 13% e finalmente o
consumo regular de alcool com 10%. Os doentes com pelo menos um fator de risco

representam 37% do total de populacao PTIS e s6 foram encontrados 10% dos doentes

com 2 ou 3 fatores de risco associados.

3 - Caraterizagdo da amostra quanto ao tempo de utilizacao da protese

No que respeita ao tempo de utilizagdo da protese (Grafico 12), os resultados
variaram entre 3 meses € 0s 110 meses (= 9 anos). Dividiu-se o tempo de utilizacao da

prétese por grupos. O grupo com maior nimero de doentes (15), situou-se no intervalo

de tempo inferior a 12 meses.

Tempo de utilizac¢io da protese
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Grafico 12 — Distribuicdo da amostra quanto ao tempo de
utilizagéo da protese nas PTIS
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4 - Caraterizacao da amostra por arcada reabilitada

Quanto a arcada reabilitada (Grafico 13), tivemos uma distribui¢do equitativa.

Distribuicao da amostra por
arcada reabilitada

dSuperior

W Inferior

Grafico 13 — Distribuicdo da amostra por arcada reabilitada nas
PTIS

5 - Caraterizagdo da amostra quanto ao nimero de implantes usados como pilares

No que respeita ao numero de implantes utilizados como pilares da protese
(Grafico 14), os niimeros variaram entre 2 e 7 implantes, sendo o mais frequente a
utilizagcdo de 4 implantes em carga. O segundo grupo mais frequente foi o grupo de 6
implantes, sendo o menos frequente o de 2 e 7 implantes com igual percentagem, o que
corresponde a 1 doente. Quanto a sua distribui¢cdo por arcada, na superior 60% foi

reabilitado com mais de 4 implantes e na inferior 73% foi reabilitado com 4 implantes.

Nuamero de implantes em carga

7 3%

n2 implantes
w

53%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%
% de individuos

Grafico 14 — Distribuicdo da amostra por numero de implantes em
carga nas PTIS
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6 - Caraterizagdo da amostra quanto a presenga de sinais inflamatdrios associado aos
implantes

Quanto a presenca de sinais inflamatorios associados aos implantes no momento
da recolha das amostras (Grafico 15), nomeadamente supuragdo, sangramento, dor,
bolsa aumentada, mobilidade, radiotransparéncia no raio-x (RX), apenas 17% dos

doentes apresentavam um destes sinais, especificamente o sangramento a sondagem.

Presenca de sinais inflamatorios

17%

il Sim

W Nao

Grafico 15 — Distribuicdo da amostra quanto a presenga de sinais
inflamatorios associados aos implantes nas PTIS

7 - Caraterizagdo da amostra quanto a higiene oral

Os métodos de higiene oral usados pelos individuos participantes estdo
caraterizados na Tabela 4. Destaca-se que todos os individuos (100%) recorrem a
escovagem como método de higiene oral sendo que duas, foi o nimero de escovagens
didrias mais frequente (67%) (Grafico 16). Em relagdo ao nimero de métodos utilizados
(Gréafico 17), 64% dos doentes revelam recorrer a 2 métodos, seguido de 23% com 1

método, 10% com 3 métodos de higiene oral e 3% com 4 métodos.

Higiene Doentes %
Escovagem 30 100

Fio Dentério 1 3
Escovrilhﬁo 3 10
Jato Agua 12 40
Elixir 10 33

H,0, 2 7
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Grifico 16 — Distribuigdo da frequéncia de escovagem diaria nas PTIS

Distribuicido da quantidade de
métodos de higiene oral utilizados

3%

10% 23% k1 método

—, i 2 métodos

/3 métodos

i 4 métodos

Grafico 17 — Distribuicdo da quantidade métodos de higiene
oral utilizados nas PTIS

8 - Identificagdo e caraterizagdo da microflora das PTIS

Foram realizadas duas colheitas a cada um dos doentes participantes no estudo,
uma no rebordo adjacente a prétese e outra nos sulcos que aparentavam maior
profundidade de cada implante. Cada uma das amostras foi colocada em meio de cultura
e posteriormente identificadas e quantificadas. No total foram recolhidas 60 amostras,

30 das quais provenientes do sulco e as outras 30 provenientes do rebordo.

8.1 - Carateriza¢do da amostra quanto a presen¢a de fungos

Do total de amostras recolhidas (Grafico 18), verificou-se que 63% eram positivas
para a presenca de fungos. Das amostras que apresentaram crescimento, 15 eram

provenientes do rebordo e 11 eram provenientes do sulco (Grafico 19).
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Crescimento de Fungos

W S/ Cresc.
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Grafico 18 — Distribuicdo da amostra quanto a presenca de
fungos nas PTIS
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Grafico 19 — Distribuicdo da amostra quanto ao crescimento de
fungos consoante a localizagdo da recolha nas PTIS

Quanto ao grau de colonizacdo no rebordo (Gréfico 20), em 37% das amostras
foi isolada apenas uma espécie, em 10% foram isoladas duas espécies e em apenas 3%
foram isoladas trés espécies de Candida. Por seu lado, no sulco, 33% das amostras
apresentavam colonizagdo por uma espécie e 3 % coloniza¢do por duas espécies. Pela
associagdo entre o local da colheita e a colonizagdo, verificou-se que que as variaveis

ndo estdo relacionadas entre si (sdo independentes) p>0,05.

Grau de colonizacio

63%
70% -
60% - X Rebordo
50% 1 33%  Sulco
40% - 37%
30% -
2% ] 10% 3%

S/ Cresc. Mono Duola T ————
. bup Tripla
grau de colonizacio

Grafico 20 - Distribuicdo da amostra quanto ao grau de
colonizagdo entre o rebordo e o sulco nas PTIS
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8.2 - Particularidades das amostras provenientes do rebordo

Do total de 19 doentes portadores de PTIS com colonizacdo fungica, salientam-
se 15 doentes com colonizacdo no rebordo. Destes, 8 apresentam colonizacdo
exclusivamente no rebordo, sendo 75% associado a arcada inferior e 7 apresentam
colonizagdo do rebordo e do sulco, pertencente 57% a arcada superior. Quanto ao
aparecimento de fungos na arcada superior: 50% era colonizado por uma espécie; 34%
por dupla coloniza¢do e 16% com tripla colonizacdo, por outro lado a arcada inferior

apresenta: 89% com colonizag¢do por uma espécie e 11% com colonizagdo dupla.

8.3 - Particularidades das amostras provenientes do sulco

Do total de 19 doentes portadores de PTIS com colonizacdo fungica, salientam-
se 11 doentes com coloniza¢do no sulco, 4 com colonizagdo exclusiva (75% da arcada
inferior) e 7 com colonizag@o no rebordo e no sulco (57% da arcada superior). Quanto
ao aparecimento de fungos na arcada superior: 80% eram colonizados por uma espécie;
20% por dupla colonizagdo, por outro lado na arcada inferior todos os sulcos eram

colonizados por apenas 1 espécie.

8.4 - Caraterizagdo da amostra quanto a colonizagdo por arcada reabilitada

Em relagdo ao tipo de protese, 47% das amostras provenientes de proteses
superiores e 80% das amostras provenientes de proteses inferiores revelaram
crescimento de Candida (Grafico 21). Através da associacdo entre a localizagdo da
prétese e a colonizagdo, verificou-se que as variaveis ndo estdo relacionadas entre si
(sdo independentes), p>0,05. Apesar de existir uma grande diferenca de crescimento

entre ambas as localizacdes, esta ndo foi estatisticamente significativa.

Distribuicao da amostra
por arcada reabilitada

100%

90%
47
30% % i C/ cresc.
70%
'S/ cresc.

60% 80%
50%
40%
30% 53%
20% 20%
10%

0%

Superior Inferior
Localizagao

Grifico 21 — Distribuicdo da colonizagdo por Candida por arcada reabilitada
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8.5 - Caraterizagdo da amostra quanto as espécies consoante a sua localizagdo

Das amostras provenientes do rebordo (Grafico 22), 43% nao revelou colonizacao
fungica, 40% revelou colonizagdo por C. albicans e apenas 17% evidenciou colonizacao
por C. ndo-albicans. No entanto, as amostras provenientes do sulco apresentaram-se
menos colonizadas, com 61% das amostras sem colonizag¢do fungica, face aos 29% de

amostras com C. albicans e 10% de C. ndo-albicans.

Espécie colonizadora por local colheita

61%
80% i rebordo

60%
43% 299 K sulco

40% 40%
20% k u 17% 10%
0% L J u

N Albicans

S/cresc.
Albicans

Espécie colonizadora

Grafico 22 - Distribuicdo da amostra quanto a espécie
colonizadora no rebordo e no sulco

8.6 - Caraterizacgdo das espécies identificadas

Das espécies isoladas, 72% apresentaram-se em meio BCA como C.albicans,
16% como C.glabrata, 6% como C.krusei com morfologia seca e bordos irregulares,
3% como C. tropicallis € 3% como C. kefyr/C. parapsilosis/C. lusitaniae* (Tabela 5).
Considerando as indicagdes do fabricante, podemos inferir que 72% das espécies sdo C.

albicans e 28% sdo C. ndo-albicans.

Espécies N %

C.albicans 23 72
C.tropicallis 1

C. krusei 2 6

C. parapsilosis* 1 3

C. glabrata 5 16

Tabela 5 — Distribuicdo da amostra quanto as espécies
identificadas nas PTIS
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8.7 - Caraterizacdo da amostra quanto ao numero de unidades formadoras de colénias
(UFC) no sulco

No Sulco, 6 amostras obtiveram mais de 100 UFC na placa, 2 amostras
obtiveram entre 10 e 50 UFC, 2 amostras menos de 10 UFC e 1 amostra entre 50 ¢ 100

UFC (Gréfico 23).

Contagem UFCs no sulco
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Grifico 23 — Distribuicao da amostra quanto as UFCs no sulco

8.8 - Caraterizagdo da colonizagdo face ao numero de implantes colocados

Em doentes portadores de reabilitagdes até 4 implantes, verificou-se colonizacao
em 53% das amostras, por outro lado os doentes portadores de reabilitagdes com mais
de 4 implantes apresentaram crescimento em 77% das amostras recolhidas (Grafico 24).
Através da associag@o entre o numero de implantes e o crescimento fingico, verificou-

se que as varidveis ndo estdo relacionadas entre si (p>0,05).

Crescimento de fungos por niimero de implantes
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Grafico 24 - Distribui¢do da amostra quanto ao
crescimento de fungos face ao nimero de implantes
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B. COMPARACAO DO GRUPO DAS PTIS COM O GRUPO DAS PTMS
1 - Caraterizag¢do dos grupos comparados

Quando pretendemos fazer esta comparagao de resultados a nossa amostra passa a
ter a seguinte caracterizacdo, de um total de 90 doentes, 33% eram portadores de
préotese total implantosuportada (PTIS) e 67% eram portadores de protese total
mucosuportada (PTMS), sendo os dados deste ultimo grupo provenientes da amostra

avaliada por Carvalho (2011).

O grupo em estudo foi constituido por doentes de ambos os géneros, femininos
(69%) e masculino (31%) (Grafico 25), com idades entre os 41 ¢ os 91 anos, sendo a

1idade média 64,8 £11.

O grupo das PTIS foi constituido por 30 doentes de ambos os géneros, feminino
(77%) e masculino (23%) (Grafico 26), com idades entre os 41 ¢ os 82 anos, sendo a

idade média 63.7 +11 (Grafico 27).

O grupo das PTMS foi constituido por 60 doentes de ambos os géneros, feminino
(65%) e masculino (35%) (Grafico 26), com idades entre os 42 ¢ 91 anos, cuja idade
y

média é de 65,3 =11 (Grafico 27).

Género do grupo de estudo

31%

& Masc.

Fem.

Grafico 25 — Distribui¢do da amostra por género no grupo de estudo

Os resultados obtidos no que respeita a microflora encontrada nas PTIS foram
comparados com os resultados obtidos em PTMS, no sentido de se verificar a existéncia

de associagdo entre o crescimento de microrganismos e espécies identificadas.
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Grafico 26 — Distribuicdo da amostra quanto ao género
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Grifico 27— Distribuicdo da amostra por faixa etaria nas PTIS e PTMS

2 - Comparacao da colonizacdo entre os dois tipos de protese

Tal como se verificou para os doentes portadores de PTIS (63%), a maioria dos

portadores de PTMS apresentavam-se colonizados por espécies de Candida (58%). A

diferenga encontrada ndo indica nenhuma associagdo entre a colonizacdo e o tipo de

protese (p>0,05) (Grafico 28).
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Comparacio do crescimento de fungos
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Grafico 28 — Comparacdo do crescimento de fungos
entre a PTIS e a PTMS

3 - Comparacdo da distribuicdo da amostra quanto as espécies identificadas entre as
proteses

Em termos das espécies identificadas nas diferentes amostras (Grafico 29), tanto
as PTIS como as PTMS obtiveram numeros elevados de C. albicans com 72% e 74%
respectivamente. No que respeita as espécies nao-albicans, foram identificadas 28% nas
amostras das PTIS e 26% nas amostras das PTMS. Estes resultados ndo indicam

associacdo entre o tipo de protese e a espécie presente, p>0,05.

Comparacio das espécies de Candida
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70% | C. abicans
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28% 26%

PTIS PTMS
Tipo de prétese
Grifico 29 — Comparacao de espécies de Candida entre a

PTIS e a PTMS
No que respeita as amostras provenientes das PTIS quanto as espécies nao-
albicans 5 amostras eram C. glabrata, 1 amostra era C. krusei, 1 amostra C. tropicalis e
finalmente 1 amostra C. parapsilosis. Quanto as amostras provenientes da PTMS 5
amostras eram C. glabrata, 5 amostras C. tropicalis e finalmente 1 amostra era C.

krusei.
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4 - Comparagdo do grau de colonizagdo entre as amostras provenientes do rebordo das

proteses

No que respeita a distribui¢do da amostra quanto ao grau de colonizagio
(Gréafico 30) ambos os grupos tiveram na sua maioria colonizagdes simples com 37%
nas PTIS e 47% PTMS, seguido de 10% e 12% respectivamente para amostras com
colonizagdo dupla (ou superior). Apenas as amostras das PTIS apresentaram
colonizagdo tripla com 3% do total de amostras. Mediante a associagdo entre o tipo de
protese e o grau de colonizacdo no rebordo, verificou-se que as varidveis sdo

independentes.

Comparacio do grau de colonizacio
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Grifico 30 — Comparagédo do grau de colonizagédo entre a
PTIS e a PTMS
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IV - DISCUSSAO

O presente estudo teve como principal objectivo comparar e caraterizar a
microflora fingica da PTMS e da PTIS e analisar de que modo o crescimento de
fungos, o grau de colonizagdo e a existéncia de C. albicans e C. ndo-albicans variam
entre elas.

As leveduras em geral tém um elevado potencial de adesdo aos biomateriais de
utilizagdo na cavidade oral (Biirgers et al., 2012), disso sdo exemplo os varios estudos
que referem uma estreita relagdo destas aos acrilicos constituintes das proteses dentérias
(Al-Dwairi et al., 2012), esta carateristica estd presente também em materiais tais como
o titdnio dos implantes (Biirgers ef al., 2010). Elas coexistem com bactérias comensais e
patogénicas, o que lhes confere ainda uma maior capacidade de colonizagdo (Sardi,
Almeida & Gianinni, 2011). Esta capacidade de colonizacdo ganha contornos ainda
mais curiosos, pois no caso da C. albicans esta pode servir como uma ponte entre a
mucosa e as bactérias que normalmente ndo aderem aos tecidos orais. No entanto ao
permitir que as bactérias se fixem as leveduras de forma organizada acabam por
conseguirem estabelecer adesdo a estes tecidos (Krom, 2014). Nao s6 as C. albicans
aderem aos materiais acrilicos, as espécies de C. ndo-albicans, como ¢ exemplo a C.
glabrata, sdo frequentemente isoladas nas superficies acrilicas das proteses (Pereira-
Cenci et al., 2008).

A viruléncia das espécies de Candida, da-se quando passam da fase levedura
para a fase hifa, no entanto, a diversidade e quantidade de bactérias existentes na
cavidade oral tém um papel regulador sobre os fatores de viruléncia impedindo a sua
conversdo, contribuindo desta forma para a integridade do epitélio e permitindo a
modulagdo da resposta imunitaria do doente (Oever & Netea, 2014).

Quando estamos a falar da adesdo ao titdnio a relagdo deste com as leveduras
ndo estd bem definida e apesar de existirem diversos estudos publicados que
caraterizam a microflora bacteriana perimplantar, poucos referem o aparecimento de
fungos. Contudo, estdo publicados diversos estudos micoldgicos que foram realizados
em doentes portadores de perimplantite ou com historial de periodontite, no entanto
apenas um estudo com implantes dentarios saudéaveis referiu a presenca de leveduras
(Soares, 2009). Nao se encontram referenciados estudos que caraterizem a microflora
em doentes portadores de PTIS, reconhecendo-se a importancia da sua realizacdo, de

forma a poder-se verificar quais as semelhancas com as ja muito estudadas PTMS, a fim
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de estabelecer estratégias de controlo de infec¢do fungica e ajuste de protocolos de
higienizagao.

A metodologia de recolha e cultura utilizada para a identificacdo de
microrganismos provenientes do sulco perimplantar e rebordo alveolar, foi idéntica a
utilizada noutros estudos com outros grupos populacionais e em outras dareas
geograficas (Alcoforado et al., 1991; Rosenberg, Torosian & Slots, 1991; Leonhardt,
Renvert & Dahlén, 1999; Leonhardt, Bergstrom & Lekholm, 2003; Shibli, Martins,
Lotufo & Marcantonio, 2003; Albertini et al., 2014), alids a mesma metodologia foi
aplicada em individuos da mesma area geografica (Soares, 2009, Carvalho, 2010). A
utilizagdo do meio brilliance™ Candida agar (BCA) (Oxo0id™ ,UK) revelou resultados
igualmente satisfatorios em relagdo ao meio CHROMagar Candida (Franga) utilizado
por Soares (2009), Cavaleiro (2009) e Carvalho (2010), constatado no estudo de
Alfonso (2010). No que respeita a metodologia usada para identificagdo genotipica das
espécies de Candida por sequenciagdo do dominio D1/D2 do ADN ribossomal 26S esta
foi adaptada do protocolo executado por Cavaleiro ef al. (2012) tendo sido possivel
identificar apenas uma espécie de C. ndo-albicans, nomeadamente C. glabrata, que
representa 55% das amostras pertencentes a C. ndo-albicans no grupo das PTIS.

Neste estudo analisdmos 30 doentes portadores de PTIS e os resultados obtidos
foram comparados com um grupo de 60 doentes portadores de PTMS realizado por
Carvalho (2010). Quando caracterizamos o grupo de doentes que participaram no
estudo, sdo quanto ao género e idade semelhantes a estudos realizados por Leonhardt et
al. (1999) com 70% mulheres e 30% homens, com uma idade média de 63.7+7 e por
Soares (2009), com 62,5% de mulheres e 37,5% de homens e idades compreendidas
entre os 19 aos 66 anos, cuja a idade media ¢ de 50,2. Da mesma forma no estudo de
Albertini et al. (2014) 67% eram mulheres e 33% homens com idades compreendidas
entre 32 ¢ 90 anos. No nosso estudo 77% eram mulheres e 23% eram homens com
idades compreendidas entre 41 e os 82 anos, sendo a idade média 63.7 £11.

Tanto o grupo das PTIS com 53% como o grupo das PTMS com 62% apresentam
uma maior prevaléncia de individuos na faixa etaria dos 60 aos 80 anos, esta faixa etaria
mais avancada pode ser um factor de risco para uma coloniza¢do por microrganismos,
alias isto ¢ referido por exemplo por autores como Radford et al. (1999), pelo que neste
estudo tanto o grupo das PTIS como nas PTMS sdo constituidos por individuos com
idades aproximadas no sentido de se tornarem comparaveis. Os grupos de faixas etarias

com mais de 60 anos sdo mais susceptiveis a infeccdes promovidas pelas alteragdes
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imunoldgicas, pelo aparecimento de doencgas sistémicas, pela necessidade de tomarem
farmacos e em alguns casos por presenca de défice nutricional (Carvalho, 2010). Estas
alteracdes, em conjunto com o consumo de tabaco e alcool, segundo Belibasakis (2014)
constituem fatores de risco, criando um desequilibrio entre a resposta imunologica do
hospedeiro e a viruléncia das espécies colonizadoras, levando ao enfraquecimento das
barreiras locais e da resposta sistémica (Carvalho, 2010). No caso especifico do grupo
das PTIS, cerca de 37% dos doentes eram afectados por pelo menos um dos seguintes
fatores: tabaco (20%) e alcool (10%) doencas (mucosite) (13%) e terapéutica
medicamentosa (13%). Contudo, os doentes que apresentavam mais fatores de risco ndo
foram neste estudo os que apresentavam mais colonizagdo por Candida e mais
especificamente por C. ndo-albicans.

No que respeita as caracteristicas do grupo das PTIS, verificou-se que 50% destes
doentes utilizavam protese ha menos de 1 ano, 23% entre 2 a 4 anos de utilizagao, 20%
com mais de 4 anos e finalmente 7% entre 1 a 2 anos. A rapida colonizag¢do apos a
colocacdo dos implantes em desdentados totais, descrita por Mombelli (1993) foi
também verificada neste estudo com 67% de colonizagdo no grupo com menos de um
ano, alias pode-se considerar que durante este periodo de tempo ainda estejamos perante
tanto um periodo de adaptacdo dos tecidos a nova condig¢ao - colocagdo da nova prétese
em funcdo - como ao sinergismo entre os distintos microrganismos comensais
(Belibasakis, 2014). Por outro lado, em termos da arcada reabilitada obtivemos uma
distribui¢do equitativa entre PTIS superiores e inferiores, o que possibilitou uma maior
homogeneidade da amostra. Quanto a distribui¢ao do numero de implantes usados como
pilares, os 2 principais grupos foram os relativos aos sistemas de 4 e de 6 implantes,
sendo que 56% da amostra tinha 4 implantes. A reabilitagdo de doentes com sistemas
at¢ 4 implantes revelou uma menor presenca de fungos (53%) relativamente as
reabilitagdes com mais de 4 implantes (77%). No entanto, esta diferenca nao ¢
estatisticamente significativa (p=0,058), o que nos permite afirmar, que neste estudo, o
numero de implantes ndo influenciou a presenga de fungos na cavidade oral.

Apenas 17% dos doentes com PTIS apresentavam sinais inflamatorios associados
aos implantes e apesar desta percentagem, todos sdo exemplo de sangramento a
sondagem, podendo tal facto dever-se a fragilidade das mucosas e devido a dificuldade
de higienizacao, ndo significando um risco de perda do implante. Esta baixa prevaléncia
de inflamag¢do ¢ passivel de ser associada a grande percentagem de doentes que

recorrem a mais do que um dos métodos de higiene oral (64%), com uma escovagem
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regular de 2 vezes ao dia (67%), bem como a auséncia de doentes imunocomprometidos
e a baixa percentagem de doentes com fatores de risco associados (37%). Esta
importancia dos métodos de higiene foi afirmada por Lindhe quando referiu que o
recurso a escova dentaria e a utilizagdo de métodos complementares (jato de 4gua, passa
fio e escovilhdo) revelaram uma melhoria da higiene oral em geral e a diminuig¢do dos
sinais de inflamacao (Lindhe ef al., 2008).

No que respeita a colonizagdo, o grupo das PTIS apresentou-se com 50% das
amostras provenientes do rebordo e 37% provenientes do sulco. Apos a associacdo entre
o crescimento de fungos e o local da colheita constatimos que as varidveis sdo
independentes (p>0,05) e como tal este ndo condiciona o aparecimento de fungos na
cavidade oral. VerificAmos também que apesar de existirem casos de dupla e tripla
colonizag¢do, em termos gerais, os doentes clinicamente sauddveis e reabilitados com
PTIS apresentaram colonizagdo simples. Apesar de neste estudo se verificar uma
presenca de fungos significativamente maior nas proteses inferiores, as varidveis sao
independentes (p>0,05). Embora Leonhardt tenha identificado espécies de Candida
exclusivamente em situagdes de perimplantite e implantes falhados, foi-nos possivel
isolar Candida spp. em doentes com implantes clinicamente saudaveis, verificando-se
ainda o surgimento de espécies C. ndo-albicans potencialmente patogénicas com
capacidade de coloniza¢do (C. glabrata, C. tropicallis, C. krusei e C. parapsilosis)
(Leonhardt et al., 1999; Mombelli & Decaillet, 2011). A coloniza¢do por C. albicans foi
verificada em outros estudos (Alcoforado et al., 1991; Leonhardt ef al., 1999; Albertini
et al., 2014) bem como a presenga de C. tropicalis por Soares (2009).

Ao efetuar uma analise mais pormenorizada aos doentes colonizados por C. ndo-
albicans, na sua maioria estes apresentam tanto colonizacao no rebordo (83%), como no
sulco perimplantar (83%). Esta colonizacdo ocorreu preferencialmente em doentes
reabilitados com sistemas de 6 implantes na maxila (67%) e ao procurar por habitos
nocivos observamos que nenhum deles era fumador ou consumia bebidas alcodlicas,
que escovavam predominantemente a protese 2 vezes ao dia (83%), isto apesar de
estatisticamente ndo ser significativo pode-nos levar a pensar que o factor nimero de
implantes influenciou mais a colonizagdo. No entanto, ndo encontramos na literatura
referéncias de existir uma associacdo direta entre os dados supra descritos e o
desenvolvimento especifico de espécies C. ndo-albicans. No que respeita as espécies
encontradas, 50% foi colonizado por C. glabrata, 34% colonizado por C.krusei, 17%

por C. tropicallis e 17% por C. kefyr/C. parapsilosis/C. lusitaniae.
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A interacdo fungo/bactérias com a presenca de saliva e a superficie colonizada foi
até a data estudada superficialmente (Pereira-Cenci ef al., 2008). O sulco perimplantar
pelo facto de ndo ser banhado por saliva e ter um menor aporte de oxigénio apresenta
uma placa microbiana com estrutura e espécies bacterianas distintas do rebordo
alveolar, com preferéncia para os Cocos Gram positivos (Lindhe et al., 2008). Krom
(2014) descreve diferentes interagdes quimicas e metabodlicas que fazem variar o
niamero de C. albicans face as espécies de bactérias existentes no meio. No nosso
estudo a prevaléncia de Candida no sulco foi inferior (37%) face a presenca de Candida
no rebordo (50%) que se justifica pela preferéncia deste fungo por meios aerébios como
descrito por Salerno et al. (2011) e pelo tipo de bactérias existentes referido por Krom
(2014).

As diferencas na colonizag¢do entre os dois tipos de suporte protético (mucosa e
implantes) foram avaliados com o teste de qui-quadrado. Em primeiro lugar, comparou-
se a colonizag¢do por fungos, sendo esta de 63% para as PTIS e 58% para as PTMS,
apresentando uma varia¢cdo de 5%, ndo significativa (p>0,05). Em segundo lugar e uma
vez que as amostras provenientes das PTMS eram exclusivamente do rebordo,
comparamo-las com as amostras das PTIS provenientes da mesma origem. Devido ao
facto de ndo existir colonizacdo tripla nas PTMS, agrupamos os dados em colonizagao
simples e dupla ou superior e também neste caso ndo observamos diferencas
significativas.

Foi igualmente avaliada a presenca de espécies de C. albicans e C. ndo-albicans,
revelando, como expectavel, valores mais elevados para a colonizacdo por C. albicans
com 72% para as PTIS e 74% para as PTMS, face as 28% de amostras de C. ndo-
albicans nas PTIS e 26% de amostras nas PTMS. Desta comparagdo constata-se que o
tipo de suporte protético ndo parece ser um fator de risco para a colonizagdo por estas
leveduras.

Por ultimo, comparando os valores de Candida nao-albicans do nosso estudo em
PTIS (28%) e do estudo de Carvalho (2010) em PTMS (26%) com o estudo de
Cavaleiro (2012) em doentes sauddveis ndo portadores de protese (8%), leva-nos a

considerar que o uso de protese pode levar a uma maior presenga destas espécies.

70



Conclusdo

V — CONCLUSAO

Tendo em consideracdo a metodologia utilizada e os resultados obtidos e

analisados, podemos concluir que:

* As espécies detetadas em PTIS clinicamente saudaveis, sdo idénticas as
encontradas em estudos anteriores sobre periimplantite, como ¢ exemplo a C.
albicans e a C. tropicalis.

* Pela primeira vez, foi reportada a presenca de C. glabrata, C. krusei e C.
parapsilosis, que ndo estdo patentes nos estudos associados a implantes quer em
condi¢des saudaveis, quer patologicas.

* A localizagdo das PTIS (superior/inferior) ndo esta diretamente relacionada com
o crescimento ou o tipo de fungos que se desenvolvem no sulco e no rebordo das
mesmas.

* Os fatores de risco, a metodologia usada para a higiene oral e os sinais
inflamatorios ndo estdo diretamente relacionados com a colonizacao fungica.

* O tipo de protese ndo parece influenciar a colonizagdo por fungos, o grau de

colonizacdo e a distribui¢do da amostra quanto as espécies identificadas.
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VII - ANEXOS

(Anexo 1)

Ex.mo Senhor
Bruno Filipe Antunes Neto

Monte de Caparica, 24 de margo de 2014

Ex.mo Senhor,

Venho comunicar-lhe que o Pedido de Parecer que submeteu & apreciagéo da Comissé&o de
Etica da Egas Moniz, com o tema denominado “Estudo comparativo da microflora fingica de
doentes portadores de préteses totais acrilicas mucosuportadas e implantosuportadas”, foi

aprovado por unanimidade.

Queira aceitar os melhores cumprimentos,

A Presidente da Co _Etica da Egas Mioniz

)

Prof?. Doutora Maria Fernanda de Mesquita

c.c. - Prof. Doutor Sérgio Félix

EGAS MONIZ - COOPERATIVA DE ENSINO SUPERIOR, CRL
Campus Universitario — Quinta da Granja — Monte de Caparica
2829-511 Caparica




(Anexo 2)

INSTITUTO
SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

Clinica Universitdria

Excelentissima Professora Doutora Fernanda de Mesquita

O aluno Bruno Filipe Antunes Neto, pode utilizar a Clinica Dentaria
Universitaria Egas Moniz (CDUEM), para realizaggo da investigagdo “ESTUDO
COMPARATIVO DA MICROFLORA FUNGICA DE DOENTES PORTADORES DE
PROTESE TOTAIS ACRILICAS MUCOSUPORTADAS E IMNPLANTOSUPORTADAS".
Aguardo a aprovagdo da Comissdo Cientifica e da Comissao de Etica, para
cedéncia das instalagbes e dos doentes da clinica de acordo com o normal
funcionamento da Clinica.

A consulta dos processos clinicos somente podera ser efetuada na CDUEM,
dentro de horario a estipular para cada projecto.

Atenciosamente, com os melhores cumprimentos

Monte da Caparica, 21 de Janeiro de 2014

Direcdo Clinica




(Anexo 3)

Exmo.(0s). Srs.

Venho por este meio informar que autorizo que o aluno Bruno Filipe Antunes
Neto, realize no meu consultério e nos meus doentes a recolha de amostras para a
realizacio de um trabalho subordinado ao tema “ESTUDO COMPARATIVO DA
MICROFLORA FUNGICA DE DOENTES PORTADORES DE PROTESES TOTAIS ACRILICAS
MUCOSUPORTADAS E IMPLANTOSUPORTADAS*

Sei que este trabalho sera supervisionado pelo Professor Doutor Sérgio Félix,

pela Professora Doutora Madalena Oom.

Monte de Caparica, 30 de Janeiro de 2014

Atentamente,

J ol
),




(Anexo 4)

DECLARACAO

Vimos por este meio declarar que autorizamos o aluno Bruno Neto, orientada pelo Prof. Dr.
Paulo Mauricio, a recolha de dados nas nossas instalages.

Clinica de Reabilitagdo Oral Avancada de Paulo Mauricio

Director Clinico




(Anexo 5)

Consentimento Informadao
Codigo | IMP:EM.PE.17_02

Monte de Caparica, ___de de ano 201__

Exmo.(a) Sr.(a),

No ambito do Mestrado Integrado em Medicina Dentaria na Unidade Curricular de Clinica de
Reabilitagdo Oral Il do(a) Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz, sob a
orientagdo do(a) Professor(a) Doutor(a) Sérgio Antunes Félix e Maria Madalena Seabra de
Oliveira Salema Cordeiro Oom, solicita-se autorizagdo para a participagdo no “ESTUDO
COMPARATIVO DA MICROFLORA FUNGICA DE DOENTES PORTADORES DE PROTESES
TOTAIS ACRILICAS MUCOSUPORTADAS E IMPLANTOSUPORTADAS”, com 0O objetivo de
comparar a microflora oral de individuos portadores de proteses totais acrilicas

mucosuportadas com portadores de prétese totais acrilicas implantosuportadas.”

A participagdo neste estudo é voluntaria. A nédo participagdo nao lhe trara qualquer risco ou
efeito indesejavel, uma vez que a sua participagéo limita-se a permitir a colheita de uma ou
mais zaragatoas orais, bem como fornecer um certo nimero de dados pessoais e clinicos

presentes num formulario preparado para esse fim.

Este estudo pode contribuir para o esclarecimento caracterizagdo do problema em estudo, e
consequentemente para o desenvolvimento de estratégias que levem a diminuicdo do

aparecimento de leveduras e aumento de qualidade de vida dos portadores de vida.

A informacdo recolhida destina-se unicamente a investigagdo médica, clinica ou

fundamental e serdo tratados a apresentados de forma anénima.

(Riscar o que n&o interessa)
ACEITO/NAO ACEITO participar neste estudo, confirmando que fui esclarecido sobre as

condigdes do mesmo e que nao tenho duvidas.

(Assinatura do participante ou, no caso de menores, do pai/mae ou tutor legal)
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INSTITUTO
SUPERIOR
DE CIENCIAS

Texto Informativo para o Doente DA SAUDE
P EGAS MONIZ

Exmo.(a) Sr.(a),

No dmbito do Mestrado Integrado em Medicina Dentaria, pretendo desenvolver um
“ESTUDO COMPARATIVO DA MICROFLORA FUNGICA DE DOENTES
PORTADORES DE PROTESES TOTAIS ACRILICAS MUCOSUPORTADAS E
IMPLANTOSUPORTADAS".

Este estudo tem como objetivo “comparar a microflora fungica de doentes com
proteses totais acrilicas suportadas pela mucosa com a microflora de doentes
portadores de protese totais acrilicas suportadas por implantes.” Este estudo é
realizado por mim Bruno Filipe Antunes Neto e supervisionado directamente pelo

Doutor Sérgio Félix.

Assim sendo, propomo-nos a estudar a flora microbiana encontrada nas mucosas
sob este tipo de proteses, de modo a adequar os tratamentos as necessidades do
doente. Para tal, sera realizada uma avaliagéo clinica da cavidade oral do doente
participante, e uma recolha através de uma passagem de um algoddo nas mucosas
e ou a colocacdo de uns cones de papel na gengiva ao redor dos implantes e
respectiva introdugdo dos dados num documento. Estes sdo trabalhados de uma

forma que nunca esta identificado a pessoa a quem forma recolhidos.

Todas as amostras recolhidas sdo devidamente catalogadas e enviadas para
laboratorio para posterior analise. Os dados obtidos sdo entdo confidenciais e

acessiveis unicamente aos investigadores do projeto.

A sua participagdo é voluntaria e anénima. Todas as informagdes recolhidas serdo
absolutamente confidenciais e estardo abrangidas pelo segredo profissional. Os
procedimentos utilizados seguem as normas éticas, ndo oferecendo riscos de

qualquer natureza.

Se o doente recusar participar, isso ndo afetara de forma alguma a sua relagdo com

os técnicos de saude ou o seu tratamento.

Muito obrigada pela colaboragao!
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“Estudo comparativo da microflora flingica de doentes portadores de protese totais acrilicas
mucosuportadas e implantosuportadas”
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ADAPTACAO DA PROTESE (RX): SIM: [ NAO: [J
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SINAIS CLINICOS DE INFECCAO: SUPURAGAO: [J SANGRAMENTO: [J DOR: [
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FINAL:
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REFERE SANGRAMENTO: []

RUBRICA DO CLiNICO:




