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Resumo

Introducio: A grande maioria das infe¢des associadas aos implantes dentarios resultam
da adesdo de bactérias a superficie dos biomateriais e subsequente formacao de biofilme.
A peri-implantite resulta de um processo que compreende interagdes bacterianas e uma
resposta inflamatoria excessiva do hospedeiro. O proposito das modificagdes da
superficie implantar ¢ afetar positivamente a resposta dos tecidos a colocagdao do
implante, nomeadamente reduzindo a adesdo bacteriana e aumentando a osteointegragao.
Objetivos: Caracterizar o microbioma formado em superficies mistas e totalmente
maquinadas de implantes de titdnio presentes na cavidade oral de voluntarios humanos
durante 48h, e investigar o impacto dos microrganismos na estrutura dos implantes.
Materiais e métodos: Vinte e dois voluntarios usaram dispositivos intra-orais contendo,
em cada lado, um implante de titanio maquinado ¢ um implante com tratamento de
superficie Vellox® (duplo condicionamento acido + jateamento com 6xido de aluminio)
por um periodo de 48h. Apods este periodo os implantes foram recolhidos € o microbioma
bacteriano aderido foi caracterizado quanto a sua composicao e diversidade com recurso
a sequenciacdo dos genes da por¢ao 16S do ARN ribossomal. Adicionalmente, os
implantes estudados foram observados com recurso ao MEV ¢ a sua molhabilidade
superficial foi obtida por mediacdo do angulo de contacto.

Resultados: A superficie Vellox® (135,6° + 2,8) apresentou um angulo de contacto
superior a superficie maquinada (102,6 £ 0,4) sendo ambas caracterizadas como
hidrofébicas. Ao contrario da superficie maquinada que apresenta, a nivel microscopico
uma superficie plana e regular, a superficie Vellox® apresenta uma superficie irregular
com cavidades de dimensao e disposi¢do variaveis. Comparando a adesdo bacteriana das
duas superficies verifica-se que esta ocorre de maneira semelhante em ambas as
superficies estando esta representada na auséncia de diferenca estatisticamente
significativa na beta diversidade.

Conclusdao: A molhabilidade e a caracteristicas microtopograficas da superficie
implantar ndo promovem a adesdo do biofilme inicial as superficies com diferentes

tratamentos de superficie.

Palavras-chave: Adesdo bacteriana; Titanio; Implante; Superficie implantar;

Molhabilidade; Propriedades de superficie






Abstract

Introduction: The vast majority of dental implant-related infections result from bacteria
adhering to the surface of biomaterials and subsequent biofilm formation. Peri-implantitis
results from a process comprising bacterial interactions and an excessive inflammatory
response of the host. The purpose of changes in the implanted surface is to positively alter
tissue response to implant placement, including bacterial adhesion and osteointegration.
Objectives: To characterize the microbiome formed on machined surfaces of titanium
implants present in the human oral cavity for 48h, and investigate the impact of
microorganisms on the implant structure.

Materials and methods: Twenty-two volunteers used intraoral devices on each side, a
machined titanium implant and a Vellox® surface treatment (dual acid etching + blasting
whit aluminium oxide) implant for a period of 48h. After this period, the implants were
collected and the attached bacterial microbiome was used for its composition and
diversity using the sequencing of the 16S section genes of ribosomal RNA. Additionally,
the studied implants were observed using SEM and their surface moisture was applied by
contact angle measurement.

Results: The Vellox® surface (135.6° = 2.8) presented a contact angle higher than the
machined surface (102.6 + 0.4) and the characteristics were characterized as hydrophobic.
Unlike its machined surface, which has a flat and regular microscopic surface level, a
Vellox® surface has an uneven surface with display cavities and surface variations.
Comparing bacterial adhesion of two verified surfaces, which occurs similarly on
surfaces such as surfaces that are represented in the absence of a statistically significant
difference in beta diversity.

Conclusion: Hydration and microtopographic characteristics of the implanted surface do

not promote adhesion of the initial biofilm to surfaces with different surface depths.

Key words: Bacteria adhesion; Titanium; Implant; Implant surface; wettability; surface

properties
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Introducao

I. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS,2015), desde do século passado
que se assiste a um envelhecimento da populagdo. Estudos epidemiologicos apontam que
11% da populacdo mundial encontra-se com idade superior a 60 anos, estando projetado
que esta percentagem aumente para os 22% no ano de 2050. Consequentemente, o
numero de pacientes que necessitam de reabilitagdes de espagos edéntulos, e apesar do
nivel preventivo no qual a Medicina Dentéria atual se foca, também aumentara (Marotti
etal., 2018).

A causa mais comum de perdas dentarias ¢ a periodontite, sendo outras causas
como a carie dentdria, o trauma, os defeitos de crescimento e desordens genéticas
apontadas como causas frequentes (Hong & Oh, 2017). O uso de implantes dentarios para
reabilitar dentes perdidos tem aumentado nos ultimos 30 anos (Jenny et al, 2016). Sao
varias as solucdes protéticas existentes para solucionar espagos edéntulos, abrangendo as
proteses dentarias removiveis, as proteses parciais fixas e as sobredentaduras (Marotti et
al., 2018). No entanto, os implantes dentarios tem-se tornado a solu¢do mais popular
devido a sua elevada taxa de sucesso, previsibilidade e baixa percentagem de
complicacdes. Estes permitem restabelecer a funcdo mastigatdria, bem como a funcio
estética (Shemtov-Yona & Rittel, 2015). Atualmente, a taxa de sucesso dos implantes
encontra-se entre os 60-80% (Ferenc, 2019).

Segundo Branemark (1983), a osteointegracao em Medicina Dentéria, depende do
entendimento das capacidades curativas e regenerativas dos tecidos moles e duros (P. L.
Branemark, 1983). No entanto, para além dos conceitos referidos anteriormente, o design
do implante e o tratamento de superficie sdo duas caracteristicas fundamentais para a
manipulagdo da osteointegracao (Wirth et al., 2017).

Presentemente, o titdnio ¢ considerado o gold standard dos constituintes dos
implantes dentérios, sendo que a longo prazo ¢ o que apresenta melhores resultados. (F.
Rupp, Liang, Geis-Gerstorfer, Scheideler, & Hiittig, 2018).

Comercialmente o titdnio apresenta varios graus de pureza variando de um a
quatro, dependendo da sua composicao quimica e presenca de outros elementos tais como
o ferro, carbono e oxigénio. Existe ainda um titdnio de grau cinco cuja féormula quimica
¢ Ti-6Al-4V e apresenta, para além do titanio, 6% de aluminio e 4% de vanadio. Desta
forma ¢ possivel obter melhores propriedades mecanicas e maior resisténcia a fadiga

(Annunziata & Guida, 2015).
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No entanto o constituinte do implante apenas representa umas das seis
caracteristicas fundamentais para o sucesso clinico do implante entre as quais se
encontram o tratamento de superficie, o desenho, a qualidade do osso onde ¢ introduzido,
as cargas que este sofre durante a reabilitacdo e a técnica cirurgica usada para a sua
colocagao (F. Rupp et al., 2018).

Atualmente, torna-se cada vez mais claro que as caracteristicas da superficie de
um biomaterial, como ¢ o caso dos implantes dentdrios em titanio, desempenham um
papel fundamental na rapidez da osteointegragao (Bosshardt, Chappuis, & Buser, 2017).

A geometria macroscopica do implante avalia os diferentes formatos dos
implantes dentarios. A geometria primaria avalia a presenga ou auséncia de espiras que
tém como funcdo distribuir as forcas mastigatorias e garantir a estabilidade priméaria no
periodo pos cirurgico imediato. A geometria secundéria, também designada geometria de
superficie avalia o potencial de osteointegracdo. Atualmente ¢ possivel distinguir dois
grandes métodos de tratar a superficie implantar: técnicas aditivas e subtrativas (Cervino
etal., 2019)

A primeira e, a mais valida estratégia, adotada para aumentar o interface osso-
superficie implantar ¢ através da modificag¢do da topografia da superficie, aumentando a
sua macro, micro ¢ nanorugosidade. (Annunziata & Guida, 2015). Estas modificagdes na
superficie implantar permite também aumentar a energia de superficie e a molhabilidade
(Ionescu et al., 2018).

A cascata biologica de eventos que ocorrem no interface biomaterial/ hospedeiro
depende significativamente da molhabilidade da superficie do biomaterial que constitui
o implante dentério (Frank Rupp et al., 2014).

O conceito de sucesso implantar estende-se para além da sobrevivéncia do
implante. Além da falta de mobilidade do implante, este conceito abrange também a
manuten¢do da saude dos tecidos peri-implantares. A peri-implantite ¢ uma doenca
complexa com multiplos fatores causais. No entanto, € amplamente aceite que o seu inicio
resulta de um processo que compreende interagdes bacterianas e uma resposta
inflamatoria excessiva do hospedeiro. Nos dias de hoje ainda ndo ¢ consensual quais as
bactérias que desencadeiam a peri-implantite e consequente perda de osso peri-implantar

(D. M. Daubert & Weinstein, 2019).
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O microbioma em implantes com peri-implantite tem sido descrito como
semelhante ao encontrado em pacientes com periodontite cronica (D. M. Daubert &
Weinstein, 2019).

Porphyromonas  gingivalis,  Staphylococcus —aureus, Peptostreptococcus
anaerobius, S. intermedius, Streptococcus mitis, Tannerella forsythia, e Tannerela
socranskii desempenham um papel relevante na origem da inflagdo tecidual e
consequente perda de tecido 6sseo peri-implantar (D. M. Daubert & Weinstein, 2019).

Hemorragia a sondagem e sinais clinicos de inflamagdo sdo caracteristicas da
mucosite peri-implantar, sendo que esta difere da peri-implantite por ndo existir perda
Ossea. A peri-implantite, ocorre por deposi¢do de placa bacteriana nos tecidos peri-
implantares que leva a inflamagdo crdnica e perda 6ssea progressiva. Desta forma pode
afirmar-se que a mucosite peri-implantar precede da peri-implantite (G. Caton et al.,
2018).

A hidrofilia e rugosidade de superficie dos implantes, desempenham um papel
relevante na promocao in vivo da adesdo e colonizacdo bacteriana da superficie implantar.
No entanto, estas também sdo fundamentais para o processo de osteointegragdo, pelo que
reduzir tais pardmetros pode comprometer o processo osteointegrativo. (Ionescu et al.,
2018).

A grande maioria das infegdes associadas aos implantes dentdrios resultam da
adesdo de bactérias a superficie dos biomateriais e subsequente formagdo de biofilme
que depende de propriedades quimicas e fisicas do biomaterial (Ploux, Ponche, &
Anselme, 2010).

Para que seja possivel o desenvolvimento de um implante que, simultaneamente,
possua elevado grau de osteointegracdo e inibicdo da colonizacdo bacteriana, ¢é
fundamental conhecer as interagdes celulares com as superficies implantares a num nivel

nanométrico (Kirmanidou et al., 2016).
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1. Implantologia Dentaria

1.1 Historia da Implantologia

O uso de substitutos de pecas dentarias remonta desde das civilizagdes egipcia e
sul americana. Nestas, os implantes eram colocados no periodo posmortem ou durante a
vida do individuo, sendo obtidos maioritariamente de dentes de animais ou marfim. Na
europa do século XVII a utilizagdo de materiais de origem animal como substitutos
dentarios era uma pratica muito utilizada. No século seguinte, a origem dos implantes
dentarios colocados na altura passou a ser de dadores que vendiam os seus dentes com
esse proposito. Em 1913, Greenfild desenvolveu um implante endo-6sseo “basket-style”
constituido por iridio e ouro. Com recurso a brocas cirirgicas, o 0sso recetor era
preparado e posteriormente colocado nele o implante. Apos este procedimento era
colocado uma coroa. Este tipo de reabilitagdo apenas serviria para reabilitar perdas
unitarias de dentes na arcada dentaria. Em 1983, o médico ortopedista e professor
universitario Per-Ingvar Branemark apresenta o conceito de osteointegracdo. Per-Ingvar
Branemark constatou que dispositivos de titanio inseridos nas tibias de coelho ndo se
moviam devido a formagao de tecido 6sseo em redor do dispositivo que promovia a sua
ancoragem ao 0sso. Os conceitos apresentados por Branemark sdo até hoje usados com

base tedrica na implantologia contemporanea (Block, 2018).

1.2 Osteointegracio e o seu papel no sucesso clinico

Branemark definiu osteointegracdo como sendo a “Uma ligagdo direta entre o 0sso
vivo ordenado e um implante endo-0sseo de transporte de carga“ (P.-1. Branemark, Chien,
Grondahl, & Robinson, 2006)

A osteointegracdo ¢ um processo dindmico durante o qual a estabilidade primaria
de um implante ¢ convertida em estabilidade secundaria. A estabilidade primaria de um
implante ¢ conferida pela fixagdo mecanica do mesmo imediatamente apds a sua
colocacdo no osso (por exemplo, o contacto direto entre a superficie das paredes Osseas
do leito implantar e a superficie do implante). A fixa¢do secundaria de um implante ¢é
obtida com a formacao do novo osso em redor do implante, ou seja, apos o processo de

osteointegragdo. Este processo de fixacdo envolve uma cascata de eventos bioldgicos

celulares e extracelulares e baseia-se no principio de regeneracao 0ssea e osteocondugao
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do biomaterial constituinte do implante. A perfuracao do osso para obter o leito implantar
origina uma les@o hemorragica que inicia a cascata de processo de reparagio-regeneragao.
A reparagdo da lesdo e a regeneracdo tecidular ¢ um processo mediado por varios tipos
celulares que comunicam entre si. A colocagdo de um biomaterial interfere com o
processo de reparagdo da lesdo e influencia a aposi¢ao de novo tecido 6ésseo no mesmo.
(Bosshardt et al., 2017)

Se a reparacao da lesdo decorrer sem complicagdes, o processo de osteointegracao
pode ser resumido nas seguintes etapas: (I) Hemostase e formacao do coagulo; (II)
Formagao de tecido de granulagao; (III) Formagao de tecido 6sseo; (IV) Remodelagao
Ossea. (Bosshardt et al., 2017)

Apds o surgimento da lesdo hemorragica, o primeiro componente bioldégico em
contacto com o implante ¢ o sangue. Neste podemos encontrar, para além de eritrocitos e
plaquetas, células inflamatdrias tais como neutrofilos polimorfonucleares € monocitos
que migram dos capilares para o tecido em redor do implante. Estas células sanguineas
presentes no interface osso-implante sdo ativadas libertando citocinas (por exemplo
Interleucina 1-B) e fatores de crescimento (por exemplo o Fator de Necrose Tumural f3).
O interface inicial das plaquetas com a superficie implantar originam a formagao de um
coagulo. Neste processo, as plaquetas passam por um conjunto de alteracdes morfologicas
que incluem a sua adesdo, dispersdo e agregacdo, bem como alteragdes bioquimicas
resultando na inducdo da fosfotirosina, aumento do calcio intracelular e hidrélise dos
fosfolipidos. Como resultado deste processo forma-se uma matriz de fibrina que serve
como “rede” (osteocondutora) para a migragdo, e eventual diferenciagdo (osteoindutora)
de células osteogénicas. (Mavrogenis, Dimitriou, Parvizi, & Babis, 2009)

A formacao de osso inicia-se durante a primeira semana apos o momento da
implantacdo. Os osteoclastos e as células mesenquimatosas migram para junto da
superficie implantar ap6s 24 horas do momento de implantagdo, depositando proteinas
osso-relacionadas e originando uma matriz ndo-colagénea na superficie implantar. Esta
matriz regula a adesdo celular e a adesdo de minerais (Bosshardt et al., 2017).

O osso 1nicial ¢ constituido por tecido 6sseo que emerge da superficie do leito
implantar preparado formando estruturas trabeculares conectando o osso original (osso
previamente presente nas paredes do leito implantar) com a superficie implantar.
(Bosshardt et al., 2017)

Quando o tecido 6sseo trabeculado recém-formado atinge uma dimensao

consideravel, origina-se a deposicdo de osso lamelar, aumentando assim a densidade
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Ossea até os primeiros ostedes (sistema de Harvards) estarem estabelecidos. (Bosshardt
etal., 2017)

O osso original permanece em contacto com a superficie implantar durante 1 a 2
semanas até este necessitar de ser reabsorvido. A reabsor¢ao inibe a formacao do novo
0ss0, que so retoma até que todo o osso original seja reabsorvido. Este processo demora,
em média 2 semanas. Findo este processo, a remodelagdo dssea continua para o resto da
vida (Bosshardt et al., 2017).

Dependendo da localizagdo anatomica e de fatores especificos do paciente,
algumas secg¢des da superficie implantar encontra-se coberta com osso trabecular,
enquanto outra apresentam-se revestidas de osso cortical (Bosshardt et al., 2017).

De um modo geral, a osteointegracao saudavel do implante dentirio ¢ uma
condicdo obrigatoria para o seu sucesso clinico e depende ndo s6 das caracteristicas
quimicas e fisicas bem como das caracteristicas mecanicas, topograficas e tridimensionais
do implante (Ogle, 2015).

E de notar que a osteointegragdo s por si ndo esta esta diretamente relacionada
com nenhuma superficie implantar pois este processo ocorre em todas as superficies
implantares. No entanto as caracteristicas de superficie implantar correlacionam-se com

a magnitude da resposta 6ssea ao implante - forte ou fraca (Ogle, 2015).

2. Superficies implantares

O papel das caracteristicas das superficies implantares no sucesso clinico dos
implantes tornou-se cada vez mais Obvio desde anos 80, data em que os requisitos
necessarios para garantir uma duradoura e direta relagdo osso-implante comecaram a ser
recolhidos, sendo estes o material do implante, estado do o0sso, técnica cirargica, carga ao
qual o implante esta sujeito e o tratamento da superficie (F. Rupp et al., 2018).

O proposito das modificagdes da superficie implantar € afetar positivamente a
resposta dos tecidos a colocacdo do implante. As modificagdes das superficies
implantares podem ser obtidas através de dois processos distintos: aditivos e subtrativos.
Os métodos subtrativos removem material da superficie implantar enquanto os métodos
aditivos adicionam material ,ou materiais, a superficie implantar (De Bruyn et al., 2017).

Sdo diversas as propriedades fisicas e mecanicas cujo papel ¢ fundamental

conhecer para a correta integragdo do implante dentdrio. As mais relevantes sao:
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topografia, molhabilidade, energia de superficie, composi¢do fisica e composi¢ao

quimica (Wennerberg, Albrektsson, Andersson, & Krol, 1995).

2.1 Topografia

A topografia de uma superficie implantar avalia as caracteristica macro e
microscopicas das mesmas (Gupta, Dahiya, & Shukla, 2014).

A modificagdo da topografia de superficie através do aumento da macro, micro e
nano rugosidade € a primeira e a mais valida estratégia adotada para aumentar o interface
osso-implante. O principio desta abordagem ¢ maioritariamente biomecanico uma vez
que uma superficie mais rugosa apresenta maior area de contacto comparada com uma

superficie mais lisa. Desta forma existe maior interface entre o osso ¢ o implante

(Annunziata & Guida, 2015).

2.2 Molhabilidade e Energia de Superficie

A hidrofobicidade e/ou hidrofilia (molhabilidade) de uma superficie implantar ¢
de elevado interesse no processo de osteointegracdo. Esta é expressa pelo angulo de
contacto da agua sobre a superficie. Este valor oscila entre 0° em superficies muito
hidrofilicas e maior que 90° em superficies muito hidrofobicas (Almas, Smith, & Kutkut,
2019).

Os valores de molhabilidade tém influéncia direta da energia livre de superficie,
definida com a interagcdo entre as forcas de adesdo e as forgas de coesdo, ou seja, a
distribui¢do do liquido sobre a superficie do implante. Este valor ¢ afetado pela
composicao quimica, carga e da topografia microestrutural da superficie implantar. Maior
valor de energia de superficie implica menor angulo de contacto e maior molhabilidade.
Analogamente, menor valor de energia de superficie implica maior angulo de contacto e

menor molhabilidade. (Almas et al., 2019).

2.2.1 Molhabilidade e interacio com o sangue

A hidrofilia influencia a adesdo seletiva de proteinas sanguineas e a sua

composicdo, forca de ligagdo, conformagdo e orientagdo. Desta forma uma elevada
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hidrofilia das superficies implantares conduz a adesdo das plaquetas, ativacao dos

trombdcitos e consequente formagdo do coagulo (Figura 1) (Almas et al., 2019).

Figura 1-Comparagdo entre superficies hidrofobicas e hidrofilicas na presenca de
sangue. (a) Superficie hidrofobica com baixa energia de superficie e
molhabilidade; (b) Superficie hidrofilica com alta energia de superficie e
molhabilidade. [Adaptada e devidamente autorizada por Wennerberg,
Albrektsson, & Jimbo (2015)]

2.2.2 Molhabilidade e a adesao bacteriana

A hidrofilia das superficies implantares tem sido apontada como promotora para
a adesdo inicial do biofilme enquanto que superficies hidrofobicas demostraram possuir
uma maior adesdo bacteriana. Tal facto acontece através das interagdes entre a superficies
hidrofobicas dos implantes e as propriedades hidrofobicas dos componentes que
constituem as membranas celulares, bem como as adesinas localizadas nas fimbrias ou
nos pilis. No entanto, apesar da elevada hidrofilia das superficies implantares, a
topografia da superficie continua a ser apontada como tendo papel mais determinante na

adesdo bacteriana (Almas et al., 2019).

2.2.3 Molhabilidade e o seu papel na osteointegracio

A molhabilidade apresenta um papel relevante na promog¢ao da formagao 6ssea
imediata ao potenciar a diferenciagdo osteoblastica nas fases inicias do processo
osteointegrativo. Superficies hidrofilicas apresentam melhor contributo para a

osteointegragdo que superficies hidrofobicas (Almas et al., 2019).
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2.2.4 Obtencio dos valores de molhabilidade das superficies implantares

Para obter os valores de molhabilidade, a técnica comumente utilizada € a do
angulo de contacto. Esta permite analisar a camada mais extrinseca dos atomos
estendendo-se a 1 nm de profundidade. Para esta medicdo utiliza-se uma gota séssil,
frequentemente de d4gua. Com esta abordagem ¢ possivel obter 6timos resultados aquando
da analise de superficies planas e de tamanho consideravel. No entanto, os implantes
apresentam superficies implantares irregulares, de pequenas dimensdes € com espiras

causando a interposic¢ao da gota (F. Rupp et al., 2018).

2.3 Rugosidade da superficie implantar

A rugosidade da superficie implantar ¢ comumente descrita utilizando a
nomenclatura Ra, no caso de ser um parametro bidimensional, ou Sa no caso de
corresponder a um pardmetro tridimensional (englobando a altura das estruturas da
superficie). As superficies implantares sdo classificadas em quatro grupos distintos
consoante o valor da rugosidade tridimensional (Sa): implantes lisos apresentam valores
de Sa inferiores a 0,5 um; implantes minimamente rugosos apresentam valores de Sa
entre 0,5um e 1pum; implantes moderadamente rugosos exibem valores de Sa entre 1um
e 2 um; implantes com superficie rugosa exibem valores de Sa superiores a 2 um (De
Bruyn et al., 2017).

E possivel correlacionar a rugosidade da superficie implantar e a resposta Ossea
com a qualidade mecanica do interface osso-implante (Almas et al., 2019).

A rugosidade da superficie ¢ um fator chave no processo de osteointegracao,
verificando-se um aumento da atividade osteoblastica em superficies rugosas (valor de

Sa varia entre o 1um e 100 pm) comparativamente a superficies lisas (Hong & Oh, 2017).
2.3.1 Medicao da rugosidade das superficies implantares
Ao contrario de superficies planas onde ¢ relativamente facil a sua andlise

topografica, os implantes apresentam uma topografia complexa devido a sua curvatura,

espiras e degraus. Estas caracteristicas topograficas da superficie dificultam a medigao
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pois sdo areas irregulares, de pequenas dimensdes e inacessiveis. A perfilometria,
interferometria, microscopia eletronica de varrimento e a microscopia confocal a laser
sdo alguns meios de analise da microtopografia utilizados atualmente (F. Rupp et al.,
2018)

Atualmente os valores de Sa ¢ a unidade mais fidvel no que concerne a avaliagao

da rugosidade dos implantes (F. Rupp et al., 2018).

2.3.2 Relagao da rugosidade e o caracter hidrofobico e hidrofilico

E possivel relacionar o caracter hidrofobico e hidrofilico de uma superficie
implantar com a sua rugosidade através do angulo de contacto. Uma superficie hidrofilica
quando sujeita a um aumento de rugosidade torna-se numa superficie ainda mais
hidrofilica. Por sua vez, o mesmo se constata com uma superficie de caracter hidrofobico,
onde um aumento de rugosidade promove um aumento deste mesmo caracter hidrofébico.

(F. Rupp et al., 2018).

2.4 Tratamentos de superficie em implantes de titinio

2.4.1 Superficies maquinadas

Originalmente os implantes apresentavam uma superficie lisa. Estes eram
designados com implantes maquinados pois apenas era conferida a macro topografia
através da introdugdo de espiras. Apds o seu processamento, estes eram limpos,
descontaminados e esterilizados (Abraham, 2014).

Microscopicamente ¢ possivel visualizar na superficie destes implantes as marcas
dos instrumentos utilizados aquando da sua prepara¢do (Abraham, 2014).

A existéncia destas imperfei¢des na superficie permite um interface direto entre o
0osso € o implante. No entanto estes implantes apresentam como desvantagem a
proliferacdo das células osteogénicas ao longo dos sulcos na superficies tornando o
periodo de osteointegragdo mais longo (Abraham, 2014).

Atualmente, uma vez que foram as primeiras disponibilizadas no mercado e
devido a sua baixa rugosidade, as superficies maquinadas sdo usadas como grupo de

controlo nas diversas investigacdes na area da implantologia (Annunziata e Guida, 2015).
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2.4.2 Superficies Macrotexturizadas

E possivel obter superficies com macrotextura utilizando processos de adi¢io e
subtragdo. As técnicas, mais frequentes para adquirir superficies com esta textura sao
aditivas e consistem em: spray de plasma de titdnio ou SPT (pulveriza¢ao de particulas
de titdnio) e spray de plasma de hidroxiapatite ou SPH (pulverizagdo com fosfato de
calcio) (Le Guéhennec, Soueidan, Layrolle, & Amouriq, 2007).

No primeiro caso, as particulas de titdnio sdao projetadas contra a superficie do
implante a altas temperaturas. Devido a estas temperaturas, as particulas fundem-se
originando assim uma camada uniforme aumentando a area de superficie (De Bruyn et
al., 2017). Esta camada apresenta uma espessura de 40-50 um e uma rugosidade média
de 7um (Le Guéhennec et al., 2007).

No segundo caso as particulas cerdmicas sdo projetadas a altas temperaturas
contra a superficie do titdnio. Para que exista retencdo mecanica das particulas, a
superficie deve ser previamente tratada para aumentar a sua rugosidade. A espessura da
camada obtida na superficie do titanio deve ser na ordem dos micrometros ou, por vezes,
dos milimetros. Por sua vez, devido a elevada espessura e porosidade desta camada, é
possivel a existéncia de uma separacdo da mesma da superficie do implante, consequente
libertagdo de particulas residuais e alteragdes na composi¢ao quimica e estrutura cristalina

do fosfato de célcio (Annunziata & Guida, 2015).

2.4.3 Superficies microtexturizadas

A forma mais comum para obter superficies microtexturizadas € através de um
método de subtragdo, o condicionamento acido. Este pode ser complementado com o
jateamento de particulas num método que combina a subtragdo com a adigao.

A aplicacdo de acido em superficies metalicas permite modificacdes na sua
rugosidade. Acidos fortes como o acido fluoridrico (HF), acido nitrico (HNO3), 4cido
sulfurico e a combinagdo destes acidos, podem ser usados no tratamento de superficies
de titanio. Este tratamento de superficie permite aumentar a adesdo celular e a formacao
de osso e consequentemente aumenta a osteointegracdo (Jemat, Ghazali, Razali, &
Otsuka, 2015).

Para além do condicionamento acido supracitado, também pode ser aplicado o

condicionamento acido duplo. Neste tratamento de superficie, a mesma ¢ submetida a
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uma combinagao de acidos, simultaneamente ou sequencialmente. Estudos demostraram
que o uso do duplo condicionamento acido apresenta melhores resultados quando sujeitas
ao torque de remogdo reverso e durante o processo de osteointegracdo. Isto deve-se
maioritariamente a microrugosidade conferida a superficie durante este procedimento
(Jemat et al., 2015).

A microtexturizagao superficial obtida pelo ataque 4cido pode ser combinada com
a macrotexturizacdo devido ao jateamento com particulas (por exemplo 6xido de
aluminio ou ceramica (Jemat et al., 2015).

As superficies implantares submetidas a este processo designa-se SLA (S-
Sandblast, L-Large Grit, A- Acid Etching). O principio deste tratamento ¢ promover,
numa superficie previamente jateada com particulas de grao grosso (normalmente 6xido
da aluminio ou titdnio), a erosdao da superficie com recurso a um acido. Desta forma ¢
possivel obter uma superficie com macrorugosidade e pequenas cavidades. Estudos
indicam que as maiores cavidades nesta superficie apresentam dimensdes entre 5 um e
20 um de diametro, e as cavidades de menores dimensdes possuem dimensdes entre 0,5
um e 3 um de diametro (Jemat et al., 2015). Esta superficie é descrita como promotora
da proliferacao celular e diferenciagdo osteoblastica e osteoclastica (Hotchkiss, Ayad,

Hyzy, Boyan, & Olivares-Navarrete, 2017).

2.4.4 Superficies nanotexturizadas

Enquanto a microtexturizagao da superficie implantar apenas atua ao nivel celular
na osteointegracdo, a nanotexturizacdo abrange interacdes a nivel dos componentes
celulares, tais como proteinas (Smeets et al., 2016).

Os tratamentos necessarios para obter superficies nanotexturizadas sdo de dois
tipos: Tratamento eletroquimico e condicionamento com laser + oxida¢do com plasma
eletrolitico.

No primeiro caso, o0 método eletroquimico também designado por anodizagao ou
oxidacdo anddica (Kirmanidou et al., 2016), as superficies implantares sdo sujeitas a um
tratamento eletroliticos sendo posicionadas como anodos em células galvanicas e
utilizado como eletrélito acidos fosforico (Wirth et al., 2017). Durante o processo de
anodizagdo, existe uma interagao entre zonas onde ¢ formado camadas de 6xido e zonas

onde essa camada ¢ dissolvida. O resultados desta interacdo ¢ a formag¢do de microporos
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que aumentam exponencialmente com o aumento da voltagem tendo estes dimensoes que
variam entre 3um e 10um (Park et al., 2007; Peto et al., 2002; Wirth et al., 2017).

Durante o processo de anodizagdo forma-se uma camada na superficie implantar
com 5% de fosforo (na forma de fosfato) e TiO2 (6xido de titdnio) dispostos numa matriz
amorfa que quando comparado com a superficie SLA, permite um menor potencial de
osteointegragao (Wirth et al., 2017)

No segundo caso, o condicionamento com laser promove a formagao de uma cada
de 6xido de titdnio enquanto controla a rugosidade da superficie (Wirth et al., 2017).

Este processo envolve um tratamento prévio de condicionamento com laser
Nd:YAG a 50kW com frequéncia de 7,5 KHz. Seguidamente o implante ¢ processado
numa solucdo contendo glicerofosfato pentahidrato disddico a 3,5%, monohidrato de
calcio a 1,2% durante 15 segundos a uma voltagem de 350 V e frequéncia de 800 Hz.
Este procedimento induz uma oxidag@o por microarco obtendo-se uma melhor rugosidade
de superficie em comparac¢ao com a oxidacao por anodizagao (Wirth et al., 2017).

Um estudo indicou que este tratamento de superficie aumentou em 20% o torque
de remocdo do implante quando comparado com as superficies maquinadas e jateadas

(Peto et al., 2002).

3. Doenc¢a peri-implantar

Inicialmente, os implantes de titdnio estavam desenhados para possuirem uma
durabilidade entre os 20-25 anos. No entanto, a taxa de insucesso precoce dos implantes
¢ de 10%, sendo a maior causa destas infe¢des bacterianas 1 ano apos a implantagao.
Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis € Fusobacterium nucleatum sao alguns
do exemplos de bactérias que estdo na origem da inflamacgdo tecidular e consequente
recessdo Ossea pelos mecanismos da peri-implantite (Damiati et al., 2018).

A doenga peri-implantar apresenta fatores etiologicos comuns a periodontite. Em
pacientes diagnosticados com peri-implantite moderada/severa, o surgimento da doenca
ocorre, em média, 3 anos ap6s a implantacdo e apresenta uma padrdo nao linear de

agravamento num periodo de 9 anos (Salvi, Cosgarea, & Sculean, 2017).
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3.1 Definic¢oes

3.1.1 Saude peri-implantar

A saude peri-implantar pode ser caracterizada clinicamente e histologicamente.
Clinicamente, a saude peri-implantar apresenta auséncia de sinais de inflamagdo e
hemorragia a sondagem. Tanto em implantes com o nivel 6sseo normal como com nivel
osseo reduzido, a satde peri-implantar pode estar presente (G. Caton et al., 2018).
Histologicamente, apresenta-se com tecido conjuntivo coberto por epitélio queratinizado

ou nao queratinizado (Araujo & Lindhe, 2018).

3.1.2 Mucosite peri-implantar
A mucosite peri-implantar ¢ caracterizada, clinicamente, como apresentando
hemorragia a sondagem e sinais visiveis de inflamacao dos tecidos e histologicamente
verifica-se a existéncia de um infiltrado inflamatério bem definido que se estende desde
do tecido conjuntivo até¢ a membrana basal (Heitz-mayfield & Salvi, 2018). A mucosite

peri-implantar precede a peri-implantite (G. Caton et al., 2018).

3.1.2 Peri-implantite

A peri-implantite pode ser definida como uma condi¢do patoldgica associada a
placa bacteriana que ocorre nos tecidos em redor de um implante dentério. Esta condi¢ao
¢ caracterizada por inflamagdo da mucosa peri-implantar e consequente perda progressiva
de suporte Osseo, estando associada a um fraco controlo de placa e/ou histéria de

periodontite severa (Mavrogenis et al., 2009; Schwarz, Derks, Monje, & Wang, 2018).

3.2 Etiologia da peri-implantite

O modelo atual da etiologia da doenga periodontal/doenca peri-implantar, assenta
no conceito de sinergia e disbiose polimicrobiana (Frédéric, Michel, & Selena, 2018).
Em pacientes suscetiveis, a disbiose, espoleta uma resposta inflamatoria do hospedeiro
causando lesdes nos tecidos circundantes ao implante e consequente perda de osso

alveolar (Frédéric et al., 2018).
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3.3 Prevaléncia e incidéncia da peri-implantite

A prevaléncia da peri-implantite, comparativamente com a prevaléncia da
periodontite, ndao se encontra tdo bem estudada uma vez que os estudos desta doenga ainda
estdo numa fase inicial e os estudos existentes sobre a sua prevaléncia apresentam valores
bastantes divergentes. Esta divergéncia deve-se as diferentes classificacdes utilizadas
aquando da realizagdo destes estudos (Frédéric et al., 2018).

Numa revisao sistematica, Dreyer et al. (2018) concluiu que a prevaléncia da peri-
implantite ¢ de 18,8% (95% CI 16.8%-20.8%), sendo este valor consistente com restantes
estudos descritos. Nessa mesma revisao, Dreyer et al. (2018) demostrou que fatores como
o tabaco, diabetes e presencga de periodontite sdo fatores de risco para a doenga peri-
implantar. J4 a idade e o género ndo se apresentam como fatores de risco para a peri-
implantite (Dreyer et al., 2018).

Fatores como a qualidade do osso do leito implantar, cargas oclusais, biotipo
gengival e habitos de higiene podem ser determinantes para a formagao e progressao da
peri-implantite (Schwarz et al., 2018).

A nova classificagdo das peri-implantites, apresentada no congresso Europerio9
permitira uma avaliacdo mais detalhada da prevaléncia da peri-implantite a nivel mundial

(COSGAREA, SCULEAN, SHIBLI & SALVI, 2019).

3.4 Microbiologia da peri-implantite

Numa fase inicial do estudo da microbiologia da periodontite, Sockransky et al.
(1998) agrupou as bactérias causadoras da periodontite num 5 complexos distintos ao
qual designou de Complexo de Sockransky (Figura 2) (Socransky, Haffaiee, Cugini,
Smith, & Kent Jr., 1998).

Os membros do complexo amarelo (Streptococcus spp.) e do complexo roxo (4.
odontolyticus e V. parvula) sdo os colonizadores primarios do biofilme dentério.
Membros do complexo verde (E. corrodens, A. a. comitans, e Capnocytophaga spp.),
laranja (Fusobacterium, Prevotella, e Campylobacter spp.) e vermelho (P. gingivalis, B.
forsythus, e T. denticola) sdo os colonizadores secundarios (Mahajan, Singh, Kashyap,

Kumar, & Mahajan, 2013).
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Membros do complexo verde e laranja estdo associados a alguma infegdes
periodontais e nao-periodontais. Os membros do complexo vermelho estdo associados a
localizagdes com hemorragia a sondagem, sendo que as bactérias deste complexo se

associam com bactérias do complexo laranja (Mahajan et al., 2013).
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Figura 2- Complexo de Sockraanski (Adaptado e devidamente autorizada por Teles, Teles, Frias-Lopes,
Paste & Haffajee, 2013)

Este modelo de colonizagdo foi transposto para os implantes, sendo assumido que
a periodontite e a peri-implantite partilhavam caracteristicas semelhantes. No decorrer do
tempo, verificou-se que, apesar de algumas caracteristicas serem semelhantes entre a
periodontite e a peri-implantite, esta ultima possui algumas especificidades,
nomeadamente a nivel microbioldgico (Pokrowiecki, Mielczarek, Zargba, & Tyski,
2017).

Posteriormente foi possivel determinar quais as bactérias mais predominantes em
zonas de lesdes peri-implantares. Num estudo realizado por Persson et al. (2013) conclui-
se que quando comparado com zonas de implantes saudaveis, as zonas de lesdes peri-
implantares apresentaram contagem superiores para 19 espécies bacterianas sendo elas
Actinomyces odontolyticus, Actinomyces actinomycetemcomitans, Campylobacter
gracilis, Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Helicobacter pylori,
Haemophilus  influenzae,  Leptothrichia  buccalis,  Prevotella  intermedia,
Propionybacterium acnes, Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas. gingivalis,

Staphylococcus aureus, Staphylococcus. anaerobius, Streptococcus intermedius,
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Streptococcus mitis, Tennerella forsythia, Tennerela. denticola, e Treponema socranskii
(Persson & Renvert, 2014).

Foram ainda detetadas associagdes entre a peri-implantite e patogénicos
oportunistas tais como as bactérias Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus,
fungos como Candida albicans, Candida boidinii, Penicillum spp., Rhadotorula laryngis,
Paelicomyces spp e virus como o Citomegalovirus e o virus Epstein-Barr (Schwarz et al.,
2018).

3.5 Relagao entre a peri-implantite e os tratamentos de superficie

As superficies implantares cuja rugosidade varia entre os 1,1 pum e 2 um possuem
valores de osteointegracdo mais elevados, sendo que superficies com rugosidade superior
a2 um sao as mais suscetiveis ao desenvolvimento da doenca peri-implantar. A evidéncia
cientifica demostra que superficies rugosas sdo mais suscetiveis a peri-implantites do que
superficies lisas (Arnhart et al., 2013).

A evidéncia cientifica demonstra também que superficies rugosas sao mais
propicias a adesao e fixacao bacteriana do que as superficies lisas (Lang & Lindhe, 2015).
Isto deve-se a elevada area de contacto e a dificuldade de limpeza da superficie,
resultando num aumento da taxa de multiplicacdo das bactérias pré-existentes (Singh,
2013). Associado a rugosidade, também a energia de superficie € fator relevante na
adesdo e desenvolvimento do biofilme bacteriano, quer a nivel subgengival que a nivel

supragengival (Zhang et al., 2015).

4. Microbioma oral

Nas tltimas duas décadas foram desenvolvidos e aperfeigoados métodos
independentes de meios de cultura para inoculagdo, isolamento e identificagdo das
espécies bacterianas. Técnicas como a hibridagdo ADN-ADN e a sequenciag@o de genes
das porcdes 16S do ARN ribossomal, sdo alguns dos exemplos de métodos que
permitiram o aumento do conhecimento do microbioma oral e as suas implicagdes na
saude e na doenca periodontal (Abusleme et al., 2013)

Sabe-se que existem cerca de 700 espécies bacterianas e 25000 filotipos presentes
no microbioma oral, no entanto, a sua caracterizacdo completa ainda se encontra por

determinar (Pokrowiecki et al., 2017).
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Na boca ¢ possivel encontrar diversos tipos de tecidos, condigdes de crescimento
e nutrientes permitindo assim microbioma diferentes consoante a localizagdo. Por
exemplo, as bolsas periodontais providenciam um habitat ideal para o crescimento de
bactérias anaerdbicas proteoliticas, sendo este um meio anaerdbio e rico em nutrientes
como péptidos secretados no fluido crevicular. O microbioma da saliva assemelha-se com
o encontrado na lingua e difere significativamente do encontrado nos dentes e superficies

radiculares (Frédéric et al., 2018).

4.1 Constituintes do microbioma oral

Uma caracteristica saliente no microbioma oral ¢ que este pode ser agrupado
em trés zonas da cavidade oral distintas: Dente, dorso lingual e gengiva queratinizada. A
Figura 2 ¢ uma representacdo grafica da abundancia de cada espécie nos diferentes

habitats (Mark Welch, Dewhirst, & Borisy, 2019).
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Figura 3- Especificidade do microbioma oral em diferentes zonas. Os pontos coloridos representam as
espécies e aposi¢do de cada ponto representa a sua abunddncia em trés zonas distintas da cavidade oral:
Placa supragengival, dorso da lingua, e gengiva queratinizada; O eixo Y demostra a proporg¢do entre a
abunddncia normalizada dos taxons na placa supragengival e a abunddncia normalizada no dorso da lingua;
O eixo X demostra a propor¢do entre a abundancia normalizada na gengiva queratinizada e a média da
abundancia normalizada na placa supragengival e dorso da lingua; A area de cada ponto é proporcional a
abunddncia média dos tdxons nas localizagoes com valores mais elevados de abunddncia normalizada; A cor
representa o género. (Cedido e devidamente autorizado por Mark Welch, Dewhirst, & Borisy, 2019)
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4.2 Adesao bacteriana e formacao do biofilme em superficies de implantes de titinio

O biofilme pode ser definido com uma massa de microrganismos que se agrega
e multiplica numa superficie sélida, tipicamente na presenca de um fluido que submerge
os microrganismos. Os componentes presentes no biofilme maduro sao aproximadamente
5-25% de bactérias e 75-95% de matriz glicoproteica (Huang, Li, & Gregory, 2011).

Uma vez que os implantes e os dentes se encontram num ecossistema semelhante,
a cavidade oral, o biofilme possui uma formagao e composi¢ao semelhantes. O processo
de formacao de biofilme na superficie do implante ¢ comparavel a formagao de biofilme
em dentes naturais. As caracteristicas da superficie do material colonizado podem
influenciar a quantidade e a composi¢do da formagao de biofilme. No entanto, o papel
das propriedades da superficie implantar na formag¢ao de biofilme ainda nao se encontra
totalmente estudado (Pokrowiecki et al., 2017).

A colonizagdo bacteriana da superficie implantar comeca cerca de 30 minutos
apos a introducdo do implante na cavidade oral. A adesdo inicial comeca em locais onde
as bactérias sdo protegidas das forgas de cisalhamento (por exemplo nas regides peri-
implantares mais profundas). A adesdo inicial de bactérias ¢ promovida por forcas
hidrofobicas, eletrostaticas e van der Waals que aproximam as bactérias da superficie do
implante. Apos este periodo inicial, as bactérias aderidas ligam-se as proteinas presentes
na pelicula aderida previamente formada tornando esta ligagdo irreversivel permitindo
que a atividade metabolica bacteriana se inicie (Figura 4). A natureza desta ligacdo

irreversivel ndo se encontra totalmente descrita (Pokrowiecki et al., 2017).
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Figura 4- Representagdo esquemadtica da formagdo e co-agregagdo de biofilme multi-espécie (a) formagdo inicial
de biofilme por colonizadores primarios num substrato coberto com pelicula adquirida; (b) crescimento celular,
divisdo e produgdo da matriz extracelular (EPS); (c) co-adesdo dos colonizadores secundarios; (d) maturagdo e
formacdo dos biofilmes multi-espécie (Adaptado de Souza et al., 2015)

As caracteristicas da superficie do material colonizado podem influenciar a
quantidade e a composi¢ao da formagao de biofilme. No entanto, o papel das propriedades
da superficie implantar na forma¢do de biofilme ainda ndo se encontra totalmente
estudado. Os padrdes de colonizagdo bacteriana nas superficies implantares encontra-se
primeiramente associados a rugosidade da superficie e segundamente a molhabilidade da
mesma (Pokrowiecki et al., 2017).

No que diz respeito a rugosidade, sabe-se hoje que uma superficie mais rugosa
tende a acumular maior nimero de bactérias que uma superficie lisa. Este facto deve-se
maioritariamente a deposicao das coldnias bacterianas nas irregularidades das superficies
obtendo-se assim um meio ideal para o seu crescimento, estando estas protegidas das
agressoes na cavidade oral tal como a agdo da saliva e dos seus componentes. Quanto a
molhabilidade, conhece-se hoje que superficies hidrofobicas apresentam maior adesdo
bacteriana que superficies hidrofilicas. Este fendmeno pode ser explicado pelo principio
da termodindmica baseado nas forgas de adesdo calculado pela teoria DLVO (Derjaguin
and Landau, Verwey and Overbeek) (Pokrowiecki et al., 2017). Esta tem como base a
premissa de que os microorganismos sdo particulas inertes. Desta forma, a energia
potencial de interagdo entre os dois corpos € resultado de uma combinagao entre as forgas

atrativas de van der Walls e as forgas elétricas repulsivas (Araujo et al., 2010). Uma vez
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que a maioria das bactérias da cavidade oral possuem paredes celulares com caracter
hidroféobico aderem mais facilmente a superficies com caracter semelhante.
Analogamente, bactérias com cardcter hidrofilico iram aderir mais facilmente a
superficies implantares com igual caracter. Deve ser tido em conta a diversidade
microbiana da cavidade oral e a sua capacidade de alteragdo da molhabilidade
(Pokrowiecki et al., 2017).

Para além das caracteristicas da superficie ¢ necessario ter em consideragdo o
material constituinte do implante, uma vez que, por exemplo, a zirconia e o titanio
apresentam padrdes de colonizagao bacterianos distintos (Pokrowiecki et al., 2017). A
existéncia do titdnio, presente nos implantes, na cavidade oral pode estar envolvida na
iniciacdo e progressdo da doenga peri-implantar. Numa revisao sobre a peri-implantite, a
corrosdao do titanio foi apontada como sendo uma das causas da perda dssea peri-
implantar. A presenga de uma camada de dioxido de titanio na superficie implantar ¢é
fundamental para a sua biocompatibilidade, no entanto caso esta se encontre enfraquecida
ou interrompida, pode existir corrosdo do titdnio (D. M. Daubert & Weinstein, 2019).

A presenca bacteriana sobre a superficie de titanio afeta as propriedades eletro-
condutoras podendo levar a criacdo de correntes elétricas € consequente corrosao do
titinio (D. M. Daubert & Weinstein, 2019). Um dos exemplos mais relevantes de
bactérias capazes de promover esta corrosao € a Streptococcus mutans. O metabolismo
bacteriano aliado ao consumo de oxigénio desta espécie, levam a acumulagdo do mesmo
sobre a superficie implantar induzindo assim ao processo de corrosdo (Fukushima,
Mayanagi, Nakajo, Sasaki, & Takahashi, 2014).

A presenca de sacarose no meio aumenta a formagdo do biofilme da superficie
implantar de titanio alterando as propriedades bioquimicas e microbiologicas da mesma.
Devido a estas alteracdes a colonizagdo de espécies anaerdbias € favorecida (J. Souza et
al., 2019).

As superficies de titanio possuem a capacidade de absorver minerais como o
calcio e o fosfato de calcio. Estes, por um lado, contribuem positivamente para a
osteointegragcdo, por outro favorecem a adesdo bacteriana (Yoshinari, Oda, Kato, &
Okuda, 2001).

Quando colocado no osso, os implantes devem apresentar a sua superficie rugosa
totalmente coberta de osso, ndo sendo esta exposta a unido com os tecidos moles nem ao
ambiente da cavidade oral. Por vezes, tal ndo acontece, uma vez que devido a

remodelacdo da crista dssea no periodo pds-cirurgico expdem-se a por¢do mais coronal
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do implante. Caso exista insuficiente tecido mole para o devido selamento, a superficie
implantar ficard exposta a contaminagdes presentes na cavidade oral. Isto, aliado a
rugosidade da superficie, promove a adesdo bacteriana e aumenta a dificuldade de
higienizacdo. Como consequéncia, desencadeia-se uma resposta inflamatoria cronica nos
tecidos peri-implantares aumentando a possibilidade de desenvolvimento de doengas
peri-implantares (Bermejo et al., 2019).

A remocao das bactérias das superficies implantares no tratamento da peri-
implantite e os agentes antimicrobianos normais podem comprometer a viabilidade da
superficie. Desta forma, ¢ importante o controlo do biofilme implantar em toda as fases
da implantagdo: pré-cirtrgico, intra-cirirgico, pos-cirirgico ¢ manutencao a longo prazo
(D. M. Daubert & Weinstein, 2019).

Segundo Damiati (2018) existem duas estratégias para a reducdo da adesdo
bacteriana: nao disponibilizar espago, no substrato, para nenhuma bactéria e/ou aplicagdo
de camadas anti-adesivas prevenindo-se assim a adesao das bactérias (Figura 5) (Damiati

et al., 2018).
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Figura 5- Processo de formagdo do biofilme em superficies de titanio (a) e estratégias de redugdo da adesdo bacteriana
(b) (Adaptado de Damiati et al., (2018))
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II. OBJETIVOS DO ESTUDO

Com este trabalho de investigagdo pretendeu-se:

1. Caracterizar o microbioma formado em superficies mistas e totalmente maquinadas de

implantes de titdnio presentes na cavidade oral de voluntarios humanos;

2. Investigar o impacto dos microrganismos na estrutura dos implantes.

III. HIPOTESES DO ESTUDO

Hipétese Nula 1: O tratamento de superficie Vellox® (misto) ndo influencia a

penetragao/adesao do biofilme bacteriano nos implantes de titanio

Hipoétese alternativa 1: O tratamento de superficie Vellox® (misto) influencia a

penetragao/adesao do biofilme bacteriano nos implantes de titanio

Hipoétese Nula 2: O biofilme ndo provoca alteragdes na superficie implantar

Hipotese alternativa 2: O biofilme provoca alteragdes na superficie implantar
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IV. MATERIAIS E METODOS
1. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo piloto clinico experimental para caracterizar o0 microbioma
formado em superficies mistas e totalmente maquinadas de implantes de titdnio presentes
na cavidade oral de voluntarios humanos durante 48h, e para investigar o impacto dos

microrganismos na estrutura dos implantes.

2. Consideracoes éticas

Este projeto foi avaliado e aprovado pelas seguintes entidades: Comissao
Cientifica do Mestrado Integrado em Medicina Dentaria do IUEM, Dire¢do Clinica da
Clinica Universitaria Egas Moniz (Anexo) e Comissio de Etica do IUEM (Anexo).
Todos os participantes neste estudo foram informados e esclarecidos de toda a
metodologia e pressupostos deste estudo e assinaram de forma voluntiria um

Consentimento Informado.

3. Local de realizacdo do estudo

Esta investigagdo foi realizada no Instituto Universitario Egas Moniz, na Clinica
Universitaria Egas Moniz (CUEM), Laboratorio de Microbiologia e de Morfologia do
Instituto Universitario Egas Moniz, Laboratério da Microbiome Insights (Vancouver,
Canada), Centro de Materiais da Universidade do Porto (CEMUP) e no Instituto de
Investigacdo e Inovagdao em Saude da Universidade do Porto (I3S) entre os meses de

janeiro de 2019 a setembro de 2019.

4. Amostra estudada

Este estudo foi realizado em membros da comunidade Egas Moniz, devidamente
triados na Clinica Dentaria Egas Moniz, saudaveis, voluntarios e que preencheram os
critérios de inclusdo mencionados em seguida. Envolveu 25 participantes com idades
compreendidas entre os 18 e 25 anos, de ambos os géneros, em conformidade com os
critérios subcitados. Este foram triados na consulta de Triagem e Assistencial de

Periodontologia da Clinica Universitaria Egas Moniz.
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4.1 Critérios de Inclusao

® N ok wDd

Membros da comunidade Egas Moniz voluntérios na faixa etaria dos 18 aos 30
anos;

Individuos sistemicamente saudaveis e ndo fumadores ha pelo menos 6 meses;
Individuos sem reabilitagdes orais com implantes

Individuos sem doenga periodontal ativa (PS < 4) e caries ativas;

Gravidez

Individuos nao portadores de diabetes;

Individuos sem antibioterapia nos tltimos 6 meses

Individuos sem uso de colutdrios orais antibacterianos nos ultimos 6 meses

4.2 Critérios de Exclusao

[

o ® N kv

Individuos que ndo pertencentes a comunidade Egas Moniz
Individuos com idade superior ou igual a 30 anos;

Individuos com doengas sistémicas;

Individuos com reabilitagdo oral com implantes;

Individuos com doenga periodontal ativa (PS > 4) e caries ativas;
Gravidas;

Individuos portadores de diabetes;

Individuos com tratamento antibidtico nos tltimos 6 meses.

Individuos que utilizaram colutorios orais antibacterianos nos ultimos 6 meses.

Materiais

Alginato (Laboratério Schimidy ®, Lote 305159)

Espatula de alginato

Espéatula de gesso

Graal

Gesso tipo III amarelo (Laboratério Schmidt®, Lote 3057/24893-2)

Pingas esterilizadas

Luvas cirtrgicas esterilizadas Curity"" (Coviden™, Lote 3286165)

Resina Composta flowable Tetric Evoflow® (IVOCLAR VIVADENT®, Lote
X46916)
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Fotopolimerizador Elipar ™ Deep Cure (3M™ ESPE)
Espéatulas angulares

Moldeiras Standard universais metalicas perfuradas
Kit basico de avaliagdo em Medicina Dentéaria (sonda, espelho e pinga)
esterilizados

Elastomero Putty Normosil Adicion (NORMON® Dental, Lote 279844)
Broca de acrilico de desgaste (NTI®, Lote A07001)
Broca de acrilico de polimento NTI® (Lote A04005)
Brocas de gesso

Caixas de plastico coloridas para guardar proteses
Campos cirtrgicos pequenos esterilizados

Luvas Tamanho M descartaveis

Adaptador de turbina

Mascaras descartaveis

Vortex (Heidolph® Intruments, Ref. 591-001130-00-0)
Acrilico Orthocryl® (DENTARUM®, Lote 469798 B)
Pingas de titanio para implantes

Recipientes plasticos com rosca de 120 ml
Micropipetas

Turbina, Micromotor e Pe¢ca de Mao da NSK
Microbrush Proclinic descartdveis tamanho “thin”
Tubos Eppendorf com rosca de 2 ml esterilizados
Tubos Eppendorf de tampa de 2 ml

Pontas para micropipeta esterilizadas

Cémara de fluxo laminar

Panos cirargicos esterilizados

Pipeta de Pasteur plasticas descartaveis

Alcool a 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 99%

Reagente Hexametildisilazano a 98% (Lote 10217918)
Glutaraldeido a 3% em tampao Cacodilato a 0,1 M

Tampao cacodilato a 0.1M
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e Suspensdo microbiologica das seguintes estirpes: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Streptococcus mitis €
Candida albicans

e Estufa universal MEMMERT®)

e Potenciémetro (Metrohm®)

e Tubos de ensaio

e Recipiente de recolha de bidpsias de SOml

e Densitometro DENSIMAT (BIOMERIEUX®)

e Suportes para tubos eppendorf

e Arame Ortodontico de 0,60mm de diametro da (DENTARUM®), Lote 421920)

e Alicate 139

e Excicador com bomba de vacuo

e Caixas de Petri

e NaCla0,9%

e Agua Ultra-Pura Esterilizada

e Hott

e Sondas periodontais graduadas (mm)

e Panela de pressao (TALLERES MESTRAITUA S.L, Ref. 030420)

e Estufa

6. Superficies implantares analisadas
6.1 Superficie Maquinada
Implante da marca Signovinces® constituido por titdnio medicinal puro F67 grau
4. Apresenta macroscopicamente espiras obtidas por fresagem de blocos de titanio. Esta
foi a primeira superficie a ser comercializada e nao apresenta qualquer tratamento de
superficie pelo que ¢ utilizada como controlo nesta investigacao.

6.2 Superficie Vellox®

Implante constituido por titdnio medicinal puro F67 grau 4. Implante do Sistema

Integra® da marca Signovinces®. O tratamento de superficie destes implantes consiste
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no jateamento de 6xido de aluminio com granulometria controlada seguido de duplo
ataque acido. Nao foi possivel obter detalhes sobre os acidos aplicados e o seu tempo de

atuacdo, bem como sobre a dimensao das particulas de 6xido de aluminio.

7. Métodos

\

Relativamente a metodologia seguida nesta investigacdo foram definidas e
seguidas as seguintes fases:

» Explicagio do estudo = assinatura dos consentimentas informados pelos woluntérics
= Dbservago clinica & colheita de dadeos.

2 Fase

= Impressdes com alginato/elastdmero a ambas 35 arcadas dentarias

= Elaboragio do periodontograma (profundidade de sondagem] de cada voluntdrip

= Medicia do fluxs salivar @ pH saliva de cada valuntario

= Obitengia do registo de mardida de cada woluntdrico

= azaments a gessa tipo il @ obtenciio dos modelos de trabalho

= Confegdo do dispositiva intra-oral inferior @ posterior colocagdo des Implantes em estudo no mesmo
= Andlise dos valores da rugesidade @ malhabdlidade das duas superfides implantares estudadas

= Womento 0 - Colocagio do dispositiva intra-oral #m cada voluntirio e consequents adaptagdo do mesmo (se necessrio)
= Momento 1 - Apds 48 horas remogdio do dispositivo intra-aral

4" Fase

= Colheita dos implantes » aplicacgdo do protocolo de remog3o do blofilme nos implantes selecionados

= Aplicacio do protocolo de desidratagio em todos os implantes para postenior andlise om Microscdgpio Eletrdnico de Varrimento
* Fase

= Andie microbiologica do biofilme removdo
= Andlise microscdpica dos implantes em estuds

Figura 6- Cronograma das fases metodologicas do projeto de investigagdo
7.1 Observacio clinica e colheita de dados

Primeiramente foi efetuada a triagem de todos os voluntarios sendo desde logo
atribuido um codigo numeérico de 1 a 25, consoante a ordem de chegada a Clinica Dentaria
Egas Moniz em consultas com um periodo de 1 hora de duragdo, numa ficha anénima
Durante esta triagem foram recolhidos o género de cada voluntario e efetuada uma
observa¢do clinica onde foram aplicados os critérios de inclusdo e exclusdo descritos
anteriormente ficando estes registados na tabela de triagem (em anexo). Apos a triagem,
foi efetuado o preenchimento do periodontograma na consulta assistencial de
periodontologia da Clinica Universitaria Egas Moniz. Neste foram apenas medidas as
profundidades de sondagem de cada individuo voluntario. Apos esta analise, foi efetuada
a medicao do fluxo salivar ndo estimulado com recurso ao método descrito por Navazech

(1993). Este procedimento engloba as seguintes etapas:
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1. Ao minuto zero o voluntario deve engolir toda a saliva que contém na cavidade
oral;

2. A lingua deve estar apoiada nas superficies linguais dos incisivos superiores;

3. A cabeca deve estar inclinada para a frente, deixando cair a saliva para o interior

do tubo, sem cuspir ou mastigar.

Durante todo o periodo da colheita o voluntario deve estar sentado, direito, em
posic¢ao relaxada, com a cabecga levemente inclinada para a frente e com os olhos abertos.
A saliva foi colhida num tubo graduado. A colheita de saliva ndo estimulada teve uma
duracdo de 5 minutos. Os resultados expressam-se em ml/min.

O pH da saliva foi determinado com recurso a um potenciometro, tendo sido
posteriormente conservada a -80°.

Finalmente, foi recolhido o registo de mordida de cada voluntario com recurso ao
silicone de adigdo CyberSilicone (CyberTech®,lote 9002824) e numerado de acordo com
atribuido a cada voluntério durante a fase de colheita de dados.

Terminado o exame clinico, foi selecionado o tamanho da moldeira standard de

cada voluntario para a obtengao das impressoes individuais.

7.2 Producao do dispositivo intra-oral

Nesta investigagdo as duas superficies implantares analisadas foram: superficie
maquinada (Signovinces®, lote 57751) como controlo e a superficie Vellox ©

(Signovinces®, lote 54795).

1. Foram realizadas impressdes da arcada superior e inferior de cada voluntario
deste estudo usando alginato cromatico (SCHMIDT ©, lote 305159). Foram usadas
proporcdes equivalentes de agua e p6 (1:1). A mistura foi obtida com recurso a espatula
plastica de alginato no interior de um graal de silicone a temperatura ambiente. Por forma
a obter uma mistura homogénea e sem grumos, foi realizado movimentos em 8,
incorporando a dgua e o po, em conformidade com as instrugdes do fabricante.

2. As impressdes foram vazadas a gesso tipo III (SCHMIDT ©,lote 3057/24893-
2), obtendo-se os modelos de trabalho sobre os quais se confecionaram os dispositivos
intra-orais. Cada modelo foi identificado, na sua base, com o nimero correspondente ao

atribuido a cada voluntario durante a fase de colheita de dados.
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3. Com recurso ao modelo de trabalho, foram confecionados os dispositivos intra-
orais individualizados baseado no estudo de Ferreira Ribeiro ef al. (2016). Para a
elaboracdo da estrutura metalica dos mesmos foi utilizado arame ortodontico de aco
inoxidavel com 6mm de didmetro (DENTAURUM®, lote 421920). Esta, estendendo-se,
do primeiro molar inferior até ao primeiro molar inferior da arcada oposta percorrendo
toda a face lingual dos dentes inferiores (excetuando sétimos e oitavos molares), serve
como apoio a estrutura em acrilico. Nos sextos molares, e como forma de retengdo do
dispositivo, o arame foi dobrado sob a forma de grampo de Adams. Apods obter-se a
estrutura metalica foi contruido, na zona vestibular dos pré-molares inferiores de ambos
os lados da arcada inferior, uma caixa em acrilico ortodontico autopolimerizavel
(Ortocryl®, lote 469798) com formato cilindrico tendo as seguintes dimensdes: 18mm de
comprimento e 4 mm de didmetro. Seguidamente a polimerizacao efetuou-se o polimento
dos dispositivos com borrachas de polimento de acrilico (Figura 7). No final da sua
confegdo cada dispositivo foi identificado, na caixa de acrilico do lado esquerdo, com o
nimero correspondente ao voluntario atribuido no inicio do estudo. Os dispositivos foram
guardados em mangas esterilizadas em ambiente de temperatura (23+2) °C, humidade

relativa (50£10) % e luz controlada até a sua esterilizagao.

4. Os dispositivos intra-orais, apds a sua fabricacdo e antes da introdu¢do dos
implantes em estudo, foram esterilizados sob contrato com a empresa BoneEasy®
(Aveiro, Portugal) segundo o seguinte procedimento sob:

1- Lavagem por jateamento de vapor de dgua pura em sala limpa ISO7

classe A;

2- Ultrassons em 3 incrementos de aguas puras;

3 -Dupla embalagem e esterilizagdo com 6xido de etileno.
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Figura 7- Dispositivo intra-oral apds confe¢do; (a) Vista frontal; (b) Vista superior

7.3 Preparacao e introducio das amostras no dispositivo intra-oral

A colocagao dos implantes nos dispositivos intra-orais ocorreu dentro de uma
camara de fluxo laminar de forma a manter um ambiente esterilizado. A fixagdo dos
implantes nas caixas de acrilico foi feita através do colo dos mesmos e com recurso a
resina composta fotopolimerizavel Tetric EvoFlow A1 (IVOCLAR VIVADENT®, lote
X46916). Em todos os dispositivos os implantes foram colocados paralelamente as caixas
de acrilico e com a zona mais apical do mesmo para o exterior da caixa. Nos dispositivos
intra-orais contendo 2 implantes de cada lado, foi tido o cuidado para que os mesmos nao
contactassem entre si. Os implantes estudados foram colocados em niimero de 1 em cada
lado do dispositivo perfazendo um total de 2 implantes por voluntario. Em 4 dos 23
voluntarios, escolhidos aleatoriamente e em numero igual de género, foi adicionado 1
implante de cada superficie em ambos os lados do dispositivo perfazendo 4 implantes no
total em cada voluntario. Em todos os dispositivos intra-orais os implantes com superficie
Vellox® localizavam-se no lado direito do dispositivo e os implantes com superficie
maquinada localizavam-se no lado esquerdo (Figura 8). Durante todo o periodo de
colocacao dos implantes nas goteiras foram utilizadas pingas de titanio esterilizadas para
cada superficie implantar e para o manuseio dos instrumentos foi utilizado luvas

esterilizadas descartaveis.
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Terminada a colocagdo dos implantes no dispositivo intra-oral estes foram
selados, ainda em ambiente estéril, em mangas previamente esterilizadas e identificadas

sendo conservados nas mesmas condigdes descritas anteriormente.

Figura 8- Colocagdo dos implantes em estudo no dispositivo intra-oral; (a) Vista frontal do dispositivo com os
implantes, (b)Vista lateral da caixa acrilica do dispositivo com os implantes; (c¢) Colocagdo da resina composta
como sistema de ancoragem dos implantes nas caixas acrilicas, (d) Polimerizagdo da resina composta

7.4 Colocacgiao dos dispositivos na cavidade oral dos voluntarios

Os dispositivos foram introduzidos na arcada dentéria inferior dos voluntarios e
foi questionado ao voluntario se existiria desconforto em alguma zona em contacto com
o dispositivo (Figura 9). Caso se verificasse tal desconforto, e com recurso a luvas
esterilizadas, o ajuste era feito de imediato. Caso o referido desconforto fosse na estrutura
metélica esta era ajustada com recurso a um alicate 139. Caso o desconforto fosse na
estrutura em acrilico, esta era desgastada com recurso a uma broca de desgaste de acrilico
de grao médio (ISO 175) e polida com broca de polimento de acrilico de grao grosso (ISO
175). Apds o ajuste, o dispositivo intra-oral foi lavado com agua ultra-pura esterilizada
para remover eventuais residuos remanescentes.

Apbs colocagdo em boca e o ajuste devido, foi fornecido aos voluntarios dois

recipientes plasticos com tampa de rosca de 120ml contendo agua ultra-pura esterilizada
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e foram instruidos com os seguintes cuidados de utilizagao baseados no estudo Ribeiro et

al. (2016):

= QOs dispositivos nao devem prejudicar a fala nem os habitos do
quotidiano dos voluntarios;

» Os dispositivos ndo devem interferir com a oclusdo do voluntario;

= Os dispositivos devem ser usados durante 48h consecutivas;

= QOs dispositivos devem ser retirados durante as refeigdes e para a
escovagem dentéria;

* Ao serem retirados da boca devem ser guardadas no recipiente
fornecido pelos investigadores. Este recipiente contém 4agua
esterilizada pelo que apenas o dispositivo deve entrar em contacto
com a mesma.

* Quando o dispositivo ¢ removido do recipiente com agua deve-se
evitar (o maximo possivel) o contacto dos dedos com a agua.

» O dispositivo deve permanecer colocado durante todo o periodo
referido anteriormente;

» A cada remocdo do dispositivo as caixas que alojam os implantes
devem ser examinadas;

1. Findo o periodo de 48h o dispositivo intra-oral foi retirado da boca do
voluntario e armazenado num recipiente plastico com tampa de rosca
contendo agua ultra-pura a 4°C e conservado em igual temperatura

atmosférica até ao seu processamento (num periodo maximo de 15

minutos).

Figura 9-Dispositivo intra-oral colocado em boca; (a)Vista oclusal, (b) Vista frontal em oclusdo
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7.5 Analise microbiologica

7.5.1 Controlos de adesiao bacteriana

Para servirem de controlos de adesdo bacteriana, especificidade e sensibilidade
das analises microscopica e microbidmica foi efetuado a contaminagdo in vitro de dois
implantes (um com tratamento de superficie Vellox® e outro com superficie maquinada)

com recurso ao seguinte protocolo:

1. Com recurso a um densitometro, foram preparadas suspensdes com as
seguintes bactérias e levedura:
»  FEscherichia coli (Escala da MacFarland n° 0,5)
»  Pseudomonas aeruginosa (Escala da MacFarland n° 0,5)
» FEnterococcus faecalis (Escala da MacFarland n° 1)
»  Streptococcus mutans (Escala da MacFarland n° 1)
= Streptococcus mitis (Escala da MacFarland n° 1)

» Candida albicans (Escala da MacFarland n° 1)

2. A contaminag¢do dos implantes com estes microorganismos decorreu durante
um periodo de 6 horas onde estes eram submergidos em cada uma das
suspensdes durante periodos de 30 minutos as solugdes microbioldgicas pela
seguinte ordem: 1° Escherichia coli, 2° Pseudomonas aeruginosa, 3°
Enterococcus faecalis, 4° Streptococcus mutans, 5° Streptococcus mitis e 6°
Candida albicans.

3. Ap0s terminada a etapa de contaminagdo os implantes foram incubados a 37°
na estufa por um periodo de 24h.

4. Findo as 24 horas os implantes foram retirados da estufa e conservados em

ambiente semelhante ao do dispositivo intra-oral j& descrito anteriormente.

7.5.2 Remoc¢ao dos microrganimos para a analise gendmica

O processamento dos dispositivos decorreu no interior da camara de fluxo
laminar para manter um ambiente estéril evitando assim contaminagdo das

amostras. Com recurso a uma ping¢a de titdnio para implantes esterilizadas, cada
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implante foi removido do dispositivo intra-oral (1 pinga por implante) e sujeita ao

protocolo de remocgao do biofilme descrito por Ferreira Ribeiro et al. (2016):

1. Lavar os implantes com soro fisiologico (NaCl 0.9%) esterilizado para
remocao de células ndo aderidas;

2. Colocar os implantes em tubos eppendorf com tampa de rosca
contendo 0,5 ml de soro fisiologico esterilizado;

3. Vortexar os implantes no vortex durante 1 minutos a 3200 rpm;

4. Retirar os implantes do interior do tubo eppendorf com tampa rosca e
coloca-los num outro eppendorf com tampa;

5. Conservar as amostras (tubos com implante sem bactérias e tubos com

bactérias removidas do implante) a -80°C até envio para o laboratério.

A aplicagdo do protocolo de remocgdo efetuou-se em todos os implantes, excetuando
aos dois implantes extra (um de cada superficie analisada) que os dispositivos com quatro

implantes possuiam.

7.5.3 Caracterizacao do microbioma

A caracterizacdo do microbioma foi feita sob contrato na empresa Microbiome
Insights (Vancouver, Canadd). Os protocolos seguintes foram cedidos pela Microbiome
Insights.

O 4cido desoxiribonucleico (ADN) das amostras foi extraido usando o Kit Qiagen
MagAttract PowerSoil DNA KF otimizado para o robot da Termofisher Kingfisher. Este
utiliza bandas magnéticas para capturar ADN excluindo inibidores organicos. A regido
V4 (posicdes 515 a 806) dos genes codificantes do ARNr 16S foi ampliada com recurso
a técnica de PCR (do acronimo inglés Polimerase Chain Reaction) usando a polimerase
Phusion® High Fidelily e os primers 515F 5’-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’, e
806R 5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’ (Kozich et al, 2014). No caso de amostras
com baixa biomassa microbiana, foi utilizado o qPCR para medir particulas especificas
de ADN e determinar quantitativamente se existe qualidade suficiente de particulas para
analise. As amostras possuindo baixa biomassa microbiana foram descartadas.

Os produtos de PCR foram limpos e normalizados usando o kit SequalPrep 96-

well Plate.
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As amostras foram entdo agrupadas para criar uma base de dados através do
KAPA ¢PCR Library Quant kit. Posteriormente foram sequenciadas com recurso ao
[Nlumina MiSeq usando primers correspondestes a base de dados do PCR realizado
anteriormente. Apds sequenciagdo, as leituras obtidas foram agrupadas em unidades
operacionais taxondmicas (OTU’s) com 97% de similaridade usando o software Mothur.
As sequéncias de alta qualidade foram classificadas taxonomicamente com recurso a base
de dados de referéncia Greengenes v. 13_8. Numa fase final as OTU’s foram agregadas
nos diferentes rankings taxonémicos (Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e Espécie).

O potencial de contaminagdo foi avaliado por co-sequenciagdo de DNA
amplificado a partir das amostras e de 11 de cada um dos reagentes controlo sendo
aplicado os mesmos reagentes dos kits de extragdo quer nas amostras, quer nos controlos
durante o processo. As unidades taxondmicas operacionais foram consideradas
contaminantes putativos (¢ foram removidos) se sua abundancia média nos controlos

atingir ou exceder 25% da sua abundancia média nas amostras.

8. Avaliacdo da molhabilidade das superficies implantares estudadas

Para além de caracterizar o microbioma, este estudo também pretendeu estudar a
energia livre de superficie (molhabilidade) e relacioné-la com a adesdao microbiana. Esta
analise decorreu no Instituto de Investigacdo e Inovagdo em Saude da Universidade do
Porto (I3S). Os estudos da molhabilidade foram realizados usando o equipamento de
medi¢do OCA 15 e com recurso a uma unidade de seringa eletronica (Dataphiysics
Instruments GmbH, Germany). Este permite a medi¢ao do angulo de contacto da gota
depositada sobre a superficie implantar com base em imagens captadas por uma camara
otica. O interior da seringa continha 4gua pobre em deutério (DDW-Deuterium-depleted
water). As medi¢des ocorreram a temperatura ambiente. Foram utilizados 8 implantes no
total sendo 4 implantes com a superficie Vellox® e 4 implantes com superficie
maquinada. Os implantes usados para estas medi¢des foram analisados logo ap6s abertura
da sua embalagem. Os angulos de contacto estatico foram medidos a temperatura
ambiente através da técnica da gota séssil, sendo depositadas goticulas de 2 pl na
superficie do implante. Foram depositadas, no minimo, 12 gotas por implante e em 3
localizagdes distintas, sendo que em cada localizagdo, com recurso a rotagdo do implante,

foram colocadas 4 gotas. Nesta investigagao mediu-se uma variavel (dngulos de contacto)
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em diferentes unidades de observacao (zonas e posi¢des) na mesma unidade experimental
(implante). A medigao repete-se de modo sistematico, introduzindo eventuais correlagdes
ndo nulas e variancias heterogéneas, as quais devem ser controladas na analise de dados.
Para efetuar estas medigdes repetidas e permitir a estabilizagdo do implante na mesa de
analise foi elaborado um dispositivo acrilico que permitia a rotacao de implante sobre o
seu maior eixo (Figuras 10). As zonas referidas foram identificadas com as letras A (Zona
Apical “Camara de retengdo dssea’- regido plana e sem espiras), B (Zona Média) e C
(Zona Coronal).

Nos 4 implantes de cada superficie foi efetuado o mesmo método de medigao.

Os angulos de contacto foram calculados com recurso ao software SCA
(Dataphysics, version 2.0), introduzindo o perfil da goticula na equagdo de Young-

Laplace.

Figura 10-Processo de deposi¢do da gota séssil sobre a superficie implantar com superficie maquinada; (a) Implante
fixo ao dispositivo acrilico de fixag¢do, (b) Andlise da molhabilidade com deposicdo de gota séssil em 3 localizagoes
distintas da superficie implantar (Vellox®)

9. Analise microscopica

Todos os implantes foram sujeitos ao seguinte protocolo de fixagdo no Laboratdrio de

Microbiologia e de Morfologia do IUEM:

1. Fixar as bactérias aderidas com 200ul de solucao de glutaraldeido a 1,5% em
tampao cacodilato de sddio 0,14M durante 30 minutos a temperatura ambiente;

2. Lavar a amostra duas vezes com 1ml de dgua ultra pura esterilizada;

3. Desidratar as amostras utilizando um gradiente crescente etanol (99%) /agua,
mantendo as amostras durante 10 minutos nas seguintes solugdes:

a) 50%
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b) 60%
c) 70%
d) 80%
e) 90%
) 99%
4. Apos removido da ultima solugdo anterior, adicionar 400 ul de
hexametildisilazano (C6H19NSI);
5. Deixar as amostras secar no interior da hotte durante a noite (com a tampa dos
tubos eppendorf aberta);

6. Conservar as amostras no excicador com bomba de vacuo;

A andlise microscopica das superficies implantares decorreu no Centro de
Materiais da Universidade do Porto.

Previamente a observagdo ao microscopio eletronico de varrimento (MEV), as
amostras foram fixadas nos suportes de cobre do microscépico utilizando fita de carbono.
Ap0s este procedimento as amostras foram observadas no MEV.

O exame MEV / EDS foi realizado utilizando o Microscépio Eletronico de
Varrimento ambiental, de alta resolu¢do (Schottky), com Microandlise por Raios X e
Analise de Padroes de Difracao de Eletroes Rectrodundidos: Quanta 400FEG ESEM /
EDAX Genesis X4M. As amostras foram revestidas com filme fino de Au/Pd, por
pulverizacao catodica (sputtering), utilizando o equipamento SPI Module Sputter Coater.

Para andlise de cada grupo de implantes foram selecionadas diferentes
ampliacdes. Estas foram determinadas consoante a finalidade e as estruturas que se
pretendiam observar. Em todos os grupos os implantes foram divididos em trés zonas:
zona coronal, zona média e zona apical. Na observacao no MEC, foram captadas imagens
utilizando dois recetores distintos: recetores de eletrdes secundarios (ES) e recetores de
eletrdes retrodifundidos (BSED). Os recetores de eletrdes secundarios permitem detetar
os eletroes de baixa valéncia resultado da ionizacdo dos atomos e/ou moléculas do
material em estudo. Estes sdo libertados, apos submetidos a uma projecao de eletrdes
primarios provenientes do cone de libertagdo do MEV. Esta reacdo consiste numa
projecdo inelastica (inelastic scattering) (Goldstein et al., 2017). Os recetores de eletrdes
retrodifundidos permitem detetar a por¢ao significante de eletrdes primarios que possuem
energia suficiente para reverter completamente a sua trajetdria regressando novamente,

sob a forma de eletrdes primdrios, a superficie da amostra. Estes sdo detetados permitindo
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assim obter informagdes sobre a composi¢do da amostra, topografia, massa e
cristalografia (Goldstein et al., 2017).

Nas 3 zonas dos implantes estudados foram obtidas imagens com amplia¢des
250%, 2000x e 10000x. Em todos os grupos de implantes, os mesmos foram observados
recorrendo a uma ampliacdo de 50x. Uma vez que com esta ampliacao era possivel
visualizar toda a superficie implantar ndo foi necessario aplicar o protocolo de ampliagdo
de 3 zonas do implante.

Durante a observagao das superficies implantares foi realizado, simultaneamente,
e em zonas previamente escolhidas, a analise da composi¢ao elementar das mesmas. Esta
foi efetuada com o recurso ao processo de espectroscopia de raios X por dispersdo de
energia (EDS, acrénimo do inglés Energy-dispersive X-ray spectroscopy). Este assenta
no principio fisico basico que ha emissao de fotdes de raio-x aquando da ionizagdo de um
atomo/molécula. Esta ionizagdo ocorre durante o processo de observagao no MEV. A
energia destes fotdes de raio-x dependem do elemento quimico ionizado (Goldstein et al.,

2017). As zonas observadas foram identificadas com Z 1 e Z 2.

10. Analise estatistica

Para efetuar o tratamento dos dados obtidos, foram efetuadas as analises
estatisticas utilizando o teste paramétrico t para amostras emparelhadas, teste nao
paramétrico de Wilcoxon, Modelos Mistos com estrutura auto-regressiva de primeira
ordem e o Teste de Adonis (Permanova). Foram definidos como niveis de significancia
de 0,005 (5%) e um intervalo de confianca de 95%. A analise foi obtida no programa
Statistics Package for the Social Sciences v. 22.0 (IBM, EUA) e os dados foram
exportados deste mesmo programa.

Para efetuar analise estatistica dos valores resultantes da medicao do angulo de
conctacto ajustou-se um modelo linear misto (MM) aos dados, o qual combina o efeito
fixo do fator considerado (tipo de superficie) e os efeitos aleatorios na estrutura de
covariancia dos residuos. A utilizacdo de MM requer que a estrutura de covariancia entre
as observagdes repetidas seja conhecida. Assim, foram consideradas as seguintes
estruturas de covaridncia homogénea: Auto-regressiva de 1* ordem (AR1); Auto-
Regressiva de média movel (ARMA), Simetria Composta (CS), Identidade (SI) e
Toeplitz. A qualidade do ajustamento obtido com as diferentes matrizes foi avaliada

usando os critérios de informac¢do de Akaike (AIC), Hurvich eTsai (AICC), Bozdogan
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(CAIC) e de Bayes e Schwarz (BIC), em que valores mais baixos denotam melhor
ajustamento.

A Andlise Permutacional de Varidncia (PERMANOVA) testa diferencas
significativas no microbioma entre variaveis categoricas ou continuas discretas. As
amostras sao reatribuidas aleatoriamente para as varias categorias de amostra
(permutacdes de Monte-Carlo) e as diferengas entre categorias sdo comparadas com as

verdadeiras diferengas entre categorias (Anderson & Walsh, 2017).
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V. RESULTADOS

1. Caracterizac¢ao dos participantes no estudo

Foram recrutados 25 participantes. Trés participantes abandonaram o estudo antes
do final pelo que a amostra final foi de 22 individuos dos quais 16 (73%) do género

feminino e 6 (27%) do masculino.

2. Molhabilidade superficial

Os valores obtidos na avaliagdo da molhabilidade de cada superficie estdo
expressos na tabela (ANEXO I). Nas figuras 11 e 12 estdo representadas as imagens

obtidas pelas camaras durante a medi¢ao do angulo de contacto.

Figura 11- Imagem da camara otica para medigdo Figura 12-Imagem da camara dtica para medi¢do
do dngulo de contacto na superficie Vellox® do dngulo de contacto na superficie maquinada

Pela observacdo inicial das imagens nao ¢ possivel detetar diferengas evidentes
no angulo de contacto formado. Uma das grandes limitagdes a medi¢do do angulo de
contacto com implantes ¢ a irregularidade macroscopica da superficie conferida pelas
espiras. Tal limitagdo sera abordada no capitulo da discussao.

3. Analise microscopica

3.1 Analise microscopica de implantes sem contaminacio

57



Estudo Piloto: Caracterizagdo in vivo do microbioma formado em superficies mistas e totalmente maquinadas de
implantes de titanio

As imagens obtidas pela analise através do microscopio eletronico de varrimento

dos implantes sem contaminagdo sdo as seguintes:

Figura 13- Imagem obtida pela observagdo de implantes sem contaminagdo (Vellox® e maquinados)
com o MEV com amplia¢do 50x; (a) Superficie Vellox, (b)Superficie Maquinada. (Imagem captada
por recetores de eletroes secundarios)

Figura 14-Imagem obtida pela observagdo de implantes sem contaminagdo (Vellox® e maquinados)
com o MEV com amplia¢do 250x; (a) Superficie Vellox®, (b) Superficie Maquinada. (Imagem captada
por recetores de eletrdes secundarios)

Figura 15-Imagem obtida pela observagdo de implantes sem contaminagdo (Vellox® e maquinados)
com o MEV com amplia¢do 2000x; (a) Superficie Vellox, (b) Superficie Maquinada. (Imagem captada
por recetores de eletroes secundarios)
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Figura 16-Imagem obtida pela observagdo de implantes sem contaminagdo (Vellox® e maquinados)
com o MEV com ampliagcao 10000x; (a) Superficie Vellox, (b)Superficie Maquinada. (Imagem
captada por recetores de eletroes secundarios)

Através da observagdo microscopica dos implantes (Figuras 13,14,15 e 16) ¢
possivel visualizar as diferengas topograficas de ambas as superficies. Nos implantes com
superficie maquinada verifica-se a existéncia de uma superficie plana e sem
irregularidades, tendo apenas as marcas resultantes do processo de fresagem, sendo estas
caracterizadas por sulcos pouco profundos e paralelos entre si. Nos implantes com
superficie Vellox® observa-se a existéncia de uma superficie irregular e uniforme, com
cavidades de profundidade e disposi¢do varidvel e estruturas pontiagudas no topo das

mesmas.

3.1.1 Composicio elementar da superficie implantar

Com recurso a espectroscopia de raios X por dispersao de energia foi possivel
analisar os componentes elementares constituintes da superficie implantar. Os resultados

desta analise estao descritos nas figuras 17 e 18 abaixo.
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(4}

Figura 17-Resultados da espectroscopia de raios X por dispersdo de energia de implantes Vellox®
sem contaminagdo;(a) Imagem captada pelo MEV da superficie implantar Vellox® com ampliagdo
2000x com delimitadas as zonas 1 e 2;(b) Grdfico da espectroscopia de raios X por dispersdo de
energia na zona 1;(c) Grdfico da espectroscopia de raios X por dispersdo de energia na zona 2.

No implante com superficie Vellox® zona 1 existe predominio do elemento
titdnio, enquanto que na zona 2 ¢é possivel detetar aluminio, sendo este, possivelmente,
proveniente do jateamento de 6xido de aluminio durante o processo de tratamento de
superficie (Figura 17).
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Figura 18-Resultados da espectroscopia de raios X por dispersdo de energia de implante maquinado
sem contaminagdo, (a) Imagem captada pelo MEV da superficie implantar maquinada com amplia¢do
10000x com delimitadas as zonas 1 e 2;(b) Grdfico da espectroscopia de raios X por dispersdo de
energia na zona; A andlise da zona 2 ndo foi efetuada na avaliacdo desta superficie sendo apenas
assinalada na imagem de microscopio.

Na superficie maquinada, tanto na zona 1 como na zona 2 o elemento

predominante foi o titanio (Figura 18).
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3.2 Analise microscopica dos implantes contaminados in vivo sem protocolo

de remoc¢ao

Esta analise microscopica pretendia analisar a topografia da deposicao bacteriana

sobre as superficies implantares.

Figura 19-Imagem obtida pela observa¢do com o MEV com ampliagdo 50x de ambas as superficies estudadas
(sem aplicagdo do protocolo de recolha); (a) Superficie Vellox® sujeita ao meio ambiente da cavidade oral
(com contaminagdo e sem aplicagdo de protocolo de remogdo do biofilme), (b) Superficie Maquinada sujeita
ao meio ambiente da cavidade oral (com contaminagdo e sem aplicagdo de protocolo de remogdo do biofilme).
(Imagem captada por recetores de eletroes secundarios)

Figura 20-Imagem obtida pela observacdo com o MEV com amplia¢do 50x de ambas as superficies estudadas
(sem aplicagdo do protocolo de recolha); (a) Superficie Vellox® sujeita ao meio ambiente da cavidade oral
(com contaminagdo e sem aplicagdo de protocolo de remogdo do biofilme), (b) Superficie maquinada sujeita ao
meio ambiente da cavidade oral (com contaminagdo e sem aplicagdo de protocolo de remogdo do biofilme).
(Imagem captada por recetores de eletrées retrodifundidos)

Com recurso a uma ampliacao de 50x e 250x (Figuras 19 e 21) foi possivel
observar um maior nimero de microcolonicas bacterianas na superficie Vellox® quando
comparada com a superficie maquinada. Com recurso as imagens obtidas por recetores

de eletrdes retrodifundidos (Figura 20) foi ainda possivel verificar que a maior adesdo de
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bactérias ocorre a nivel das espiras e do colo do implante. Em ambas as superficies a
adesdo bacteriana decorreu de forma uniforme e semelhante ao longo de todo o

comprimento do implante (apical para coronal).

Figura 21- Imagem obtida pela observagdo com o MEV com amplia¢do 250x de ambas as superficies estudadas (sem
aplicagdo do protocolo de recolha); (a) Superficie Vellox® sujeita ao meio ambiente da cavidade oral (com
contaminag¢do e sem aplica¢do de protocolo de remogdo do biofilme), (b) Superficie maquinada sujeita ao meio
ambiente da cavidade oral (com contaminag¢do e sem aplicagcdo de protocolo de remogdo do biofilme). (Imagem
captada por recetores de eletrées secundarios)

Figura 22-Imagem obtida pela observagdo com o MEV com ampliagdo 2000x de ambas as superficies estudadas
(sem aplicacdo do protocolo de recolha); (a) Superficie Vellox® sujeita ao meio ambiente da cavidade oral (com
contaminagdo e sem aplicagcdo de protocolo de remogdo do biofilme), (b) Superficie maquinada sujeita ao meio
ambiente da cavidade oral (com contaminagdo e sem aplicagdo de protocolo de remog¢do do biofilme). (Imagem
captada por recetores de eletroes secundarios)
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Figura 23-Imagem obtida pela observa¢do com o MEV com ampliagdo 10000x de ambas as superficies
estudadas (sem aplicagdo do protocolo de recolha), (a) Superficie Vellox® sujeita ao meio ambiente da cavidade
oral (com contaminagdo e sem aplicag¢do de protocolo de remogdo do biofilme), (b) Superficie maquinada sujeita
ao meio ambiente da cavidade oral (com contaminagdo e sem aplicagdo de protocolo de remogdo do biofilme).
(Imagem captada por recetores de eletroes secundarios)

Com recurso a imagem obtidas com ampliacdo 2000x e 10000x (Figura 22 e 23)
foi possivel verificar que as colonias bacterianas na superficie Vellox® encontravam-se
em maior nimero do que nas superficies maquinadas e estdo depositadas nas
microrugosidades das superficies. Na superficie maquinada as coldnias, apesar de em
menor quantidade quando comparada com a superficie Vellox®, apresentam-se,
visualmente com maiores dimensdes. Em ambas as superficies foi possivel observar um
predominio de bactérias com forma bacilar em detrimento de cocos. Nas imagens foi
ainda possivel observar pequenas placas de tecido cuja origem provavel ¢ fragmentos de

mucosa decorrentes da utilizagao e da localizagdo proxima da mesma.

3.3 Analise microscopica dos implantes contaminados in vivo com protocolo de
remoc¢ao

O objetivo desta analise foi a comparagao entre a superficie antes e depois de sujeita-

las ao ambiente da cavidade oral e verificar se existira alteragdes microestruturas na

mesma visiveis microscopicamente.
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Figura 24- Imagem obtida pela observagdo com o MEV com amplia¢do 50x da superficie Vellox® e
magquinada (com contamina¢do + protocolo de recolha) ; (a) Superficie Vellox® de um implante
sujeito ao meio ambiente da cavidade oral (contaminagdo in vivo + aplicagdo de protocolo de
remogdo do biofilme); (b)Superficie maquinada de um implante sujeito ao meio ambiente da cavidade
oral (contaminagdo in vivo + aplicag¢do de protocolo de remog¢do do biofilme). (Imagem captada por
recetores de eletrées secunddrios)

e 1 W

Figura 25- Imagem obtida pela observagdo com o MEV com ampliac¢do 2000x da superficie Vellox®
(com contaminagdo Vs sem contaminagdo); (a) Superficie Vellox® de um implante sujeito ao meio
ambiente da cavidade oral (contaminagdo in vivo + aplicagdo de protocolo de remogdo do biofilme);
(b) Superficie Vellox® de um implante ndo sujeito ao meio ambiente da cavidade oral (sem
contaminagdo). (Imagem captada por recetores de eletrées secundarios)

Figura 26-Imagem obtida pela observa¢do com o MEV com ampliagcdo 10000x da superficie Vellox®
(com contaminagdo Vs sem contaminagdo), (a) Superficie Vellox® de um implante sujeito ao meio
ambiente da cavidade oral (contaminacdo in vivo + aplica¢do de remogdo de protocolo de biofilme);
(b)Superficie Vellox® de um implante ndo sujeito ao meio ambiente da cavidade oral (sem
contaminagdo). (Imagem captada por recetores de eletrées secundarios)
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No que toca aos implantes com superficie Vellox® foi possivel verificar-se que
ndo existiu alteragdo estrutural microscopica apds a exposi¢do da mesma aos

microorganismos da cavidade oral (Figuras 24, 25 ¢ 26)

Figura 27- Imagem obtida pela observagdo com o MEV com amplia¢do 2000x da superficie maquinada
(com contaminag¢do Vs sem contaminagdo); (a) Superficie maquinada de um implante sujeito ao meio
ambiente da cavidade oral (contaminagdo in vivo + aplicag¢do de protocolo de remogdo do biofilme);
(b) Superficie maquinada de um implante ndo sujeito ao meio ambiente da cavidade oral (sem
contaminagdo). (Imagem captada por recetores de eletrées secundarios)

Figura 28- Imagem obtida pela observagdo com o MEV com ampliaga 10000x da superficie maquinada
(com contaminagdo Vs sem contaminagdo); (a) Superficie maquinada de um implante sujeito ao meio
ambiente da cavidade oral (contaminagdo in vivo+ aplicagdo de protocolo de remogdo); (b)Superficie
magquinada de um implante ndo sujeito ao meio ambiente da cavidade oral (sem contaminagdo). (Imagem
captada por recetores de eletroes secundarios)

Relativamente a superficie maquinada, tal como na superficie Vellox®, nao houve

alteracdes estruturais a nivel microscopico (Figuras 27 e 28).
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4 Analise microbiologica

4.1 Analise dos implantes de controlo da adesdo bacteriana (contaminados in

vitro)

De forma consistente com os microrganismos que foram adicionados aos
implantes, as imagens microscoOpicas revelaram a existéncia de bacilos, cocos e ainda
uma levedura em divisdo (Figura 29). Contudo, a andlise microbidmica revelou a
presenca de Escherichia coli, Streptococcus infantis e Haemophilus parainfluenzae em
ambas as superficies contaminadas in vitro. Estes resultados revelam uma baixa
sensibilidade (ndo foram detetados todos os microrganismos adicionados) e
especificidade (foram detetados microrganismos que ndo foram adicionados) da andlise

microbidmica. Contudo, o facto de se ter detetado as mesmas bactérias nos dois tipos de

implante indica claramente que as duas superficies implantares sdo semelhantes na

Figura 29- Imagem obtida pela observa¢do com o MEV dos implantes de controlo;(a) Imagem da observagdo da
Superficie Vellox® de implante contaminado in vitro (amplia¢do 20000x), (b) Imagem da observacdo da Superficie
magquinada de implante contaminado in vitro (amplia¢do 10000x) (Imagem cedidas pelo CEMUP)

4.2 Analise dos implantes sujeitos a cavidade oral

4.2.1 Contagem das leituras

Os resultados da analise microbiologica destes implantes permitiram um total de

186 072 leituras dispostas na tabela 1.

66



Resultados

Tabela 1- Tabela de leituras por superficie em cada individuo

) F el VTG TR
1 | 3340 6101
2 1865 1289
3 | 6329 7710
4 6917 6548
5| 1785 178
6 7403 3572
7 | 4287 6859
8 5374 244
9 | 3106 263
10 6481 1188
o 4739 1265
12 3151 3625
13 | 6369 5087
14 5769 336
15 | 517 306
16 5789 6185
17 | 5265 6485
18 7938 7278
9 | 3654 4576
20 6048 6596
21| 5474 8442
22 195 144
Total | 101795 84277

Devido a presenca de amostras com baixas leituras apenas foram incluidas, para
classificagcdo taxondémica, 16 individuos (correspondendo a 32 amostras). Foram assim
excluidos os individuos nimero 5, 8, 9, 14,15 e 22.

As leituras obtidas durante o processo de sequenciagdo foram posteriormente
agrupadas em unidades operacionais taxondmicas (OTU’s) com 97% de similaridade

obtendo-se um total de 2169 OTU’s.

4.2.2 Classificacio taxonémica das sequéncias obtidas
Ap6s a identificacio dos OTU's, estes foram agregados em cada ranking

taxonomico (Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e Espécie) obtendo-se os seguintes

resultados:
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Figura 30-Taxa de agregac¢do em cada ranking taxonomico, (a) Filo, (b) Classe, (c) Ordem; (d) Familia, (e) Género
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Através do Figura 31 verifica-se a existéncia de 34 diferentes espécies bacterianas.

Estas encontram-se descritas na tabela 2.

Tabela 2-Espécies bacterianas identificadas pela analise microbiologica dos implantes

estudados
Sireptncocous inlumis
Rothin procilagings
Haemophilas parsniluenza
Copnncytophaga ochracis
Eschieriehia call
Haemophibus influemmne
Melsserin cinerva
Abitrophin nilo classificadns
Racterinides nio clussdficaday
Capnocytophags nild classilcpdns
Enleracacos nio clesificmio
Cormnin lhen bells ndio clussiilends
Loptairichia nia clesilicntas
Meliserfacese nio elasaflendns
Porphyromaonas ndo elassificadns
Strepioepcens nin clissificaday

Weebnelloceae niin ¢ lesaificudas
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Veillinnedla paryula
Veillonelln dispar
Hathin dentocario
Prevatelln nuncelimsts
Previtells melanlnagen
Prevotelln coprl
Gemaella nito elussficadas
Actinomyees npio classificadas
Truceblnor e nio clossificaday
Eikenella mita classilicpdns
Finnibueterinm pan ¢lasificuda
Latropin mdo classfcailos
Mebwerins nio clasaficadas
Pastenrellneene nio chisdficsdas
Prevatella nio ¢lassificadn
Velllomelkaceae nin elassificsdn s

i pella nin classificsdny
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4.2.3 Proporcdoes bacterianas
Devido a um numero reduzido de leituras, nao foi possivel determinar as
propor¢des bacterianas para os individuos 5, 8, 9, 14, 15 e 23, restando apenas 16
individuos.

4.2.3.1 Proporcoes de Enterococcus ndo classificados e Escherichia coli

Na tabela 3 e 4 estdo representadas as propor¢des de Enterococcus ndo

classificados e Escherichia coli presentes em cada tipo de implante emparelhadas por

individuo.
Tabela 3-Proporgdes de Enterococcus ndo classificados Tabela 4-Proporgoes de Escherichia coli
Praporgdes Enteroceccus nlo classificados Propurcdes Escherichia coll
Trdi viduwos Superficle Velloa® Superficke Maguinada Individuns Superficie Vellox® Buperficie Maguinada
1 0.0012 0 i 0, 00006 [}
2 10,0003 10,0024 2 il 0
i 0,05 10,0047 1 il i
4 0 00010 £l o (1]
& 000 10,0003 [} 0,0007 1]
7 i 0,004 7 0 10,0006
hi 00014 0 1] 0 i
1 10,0000 10,0037 I il 0.0028
3 1] 0,006 12 o [1]
5] 10,0005 10,0014 K] 0,0013 0,0008
i6 [ 10,0003 I 0 0,0016
I7 LIEEITR 0 17 ] 03,0003
s 00013 L1} e ] ] {,0003
] {000 11,0014 ia {1, 0003 0,0014
20 i 10,0003 20 0 [}
u 0,0002 0,0004 2 11,0004 10,0014
4.2.3.2 Proporcoes de Fusobacterium ndo classificada e

Porphyromonas nao classificadas
Na tabela 5 e 6 estdo representadas as proporcoes de Fusobacterium nao

classificadas e Porphyromonas ndo classificadas presentes em cada tipo de implante

emparelhadas por individuo.
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Tabela 5-Proporgdes de Fusobacterium ndo classificada Tabela 6-Proporgdes de Porphyromonas ndo classificada

Individuos

o

&
e
i)
2

.F-.uperﬂde Vellaxd
0,85
0, (NS
0,044
0,01 55

1]
0,46K36
00117
0, (K20
019
0,002
L, {Mke2
0, (k590
]
0,{me7
005348
00182

FPropergies Fusobacterinm ndo clossificads

] f.'upu‘.lldt Maql.l.nu;l.-
0,0794
0
00238
00327
01,001 7
00018
0
1 D
00216
£ 5
LI RER
00272
(135
00215
LRI
0016

2
21

Praporpdes Porphyromones nde clessificadas
Tndividuas Superficie Vellox®

00030
0,0005
(L1 25
00736
0,000
01,0048
0,0005
i, 0005
0,540
0,0021
0,029
(L0605
00014
0,0006
0,541
0,0074

Superficie Maguinada
00158
00008
LERRNIY ]
00549
LIXE | R ]
10,0021

i
0,074
(LINNE
0,052
00038
00119
00032
00288
00186
0,045

4.2.3.3 Proporcoes Actinomyces ndo classificada e Prevotella melaninogenica

Na tabela 7 e 8 estdo representadas as propor¢des de Actiniomyces ndo

classificada e Prevotella melaninogenica presentes em cada tipo de implante

emparelhadas por individuo.

Tabela 7-Proporgoes Actinomyces ndo classificadas

Proporgies Actinomyces ndo classificadas

Tabela 8-Prevotela melaninogenica

Proporgies Prevotella melaninogenica

Individuos

Superficie Vellox®
0,0003
0,0005
0,0042
0,0060
0,0023
0,0045
0,0002
0,0007
0,0030
0,0005
0,0125
0,0015
0,0011
0,0028

0
0

Superficie Maquinada Individuos

0,0005
0,0016
0,0001
0,0016
0,0011
0,0001
0
0,0009
0,0035
0,0024
0,0020
0,0017
0,0159
0,0016
0,0002
0,0002
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Superficie Vellox®
0
0
0,0647
0,0054
0,0001
0
0,0003
0
0,0296
0
0,0413
0,2121
0,0036
0,0061
0,0005
0,0037

Superficie Maquinada
0,0090
0,0008
0,0095
0,0186
0,0031
0,0004

0
0,0009
0,0052

0
0,0051
0,1053
0,0237
0,0045
0,0005
0,0049
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4.2.3.4 Proporc¢oes de Prevotella nanceiencis e Prevottela ndo classificadas

Na tabela 9 e 10 estdo representadas as propor¢des de Prevotella nanceiensis e

Prevotella nao classificada presentes em cada tipo de implante emparelhadas por

individuo.
Tabela 9-Propor¢oes Prevotella nanceiesnsis Tabela 10-Propor¢ées Prevotella ndo classificada
.P'ﬂ.pnr(ﬁ;: ﬁﬂwl‘fﬂn I'ﬂ'l'lll.'..ff ﬂ'r':r': Proporpdes Prevotella nie classificada
Individuos Superficie Vellox® Superficie Magquinads Tmaividuers Superficic Vellox® Superficie Maguinada
! 10,0024 0,565 I 0,001 8 0 B9
d a a 2 o 00, (6N
E] 0,0237 00,0094 I 0,0022 0TS
4 0, 0003 10,0022 4 00064 D]
] ] {0003 [ o 00,
! 0,014 0 7 00019 0,003
I 1] 0 il 00663 {l
11 10,0002 o I 0007 11, (W
1r 10,0040 0,0026 12 0,0186 0,023
IE] 10,0002 10,0002 13 10,0065 0,08136
16 10,0064 00003 ia 0,054 00036
17 0,0755 0,056 17 0,627 0,115
I8 0,0023 00,0035 I8 1,005 0,004
% 10,0003 00,0036 e ] 0,032
0 10,0005 000032 20 01,0003 0,002
i 0, K63 0,0191 21 | 0, 0506 0, 1862

4.2.3.5 Proporcoes Rothia dentocariosa e Rothia mucilaginosa

Na tabela 11 e 12 estdo representadas as proporc¢des de Rothia dentocariosa e

Rothia mucilaginosos presentes em cada tipo de implante emparelhadas por individuo.

Tabela 11-Propor¢ées Rothia dentocariosa Tabela 12-Propor¢des Rothia mucilaginosa
Proporgies Rothia dentocariosa Proporgies Rothia mucilaginosa
Individuos Superficie Vellox® Superficie Maquinada Individuos | Superficie Vellox® Superficie Maquinada
1 0,0034 0,0002 1 0,0058 0,0003
2 0,0005 0,0008 2 0,0170 0,0048
3 0,0002 0,0024 3 0,0080 0,0066
4 0,0012 0,0022 4 0,0143 0,0176
6 0,0004 0,0026 (] 0,0014 0,0009
7 0,0026 0,0021 7 0,0433 0,0279
10 0 0 10 0,0007 0
11 0 0 11 0,0016 0,0037
12 0,0017 0,0023 12 0,0086 0,0179
13 0,0003 0,0008 13 0,0118 0,0004
16 0,0002 0,0003 16 0,0109 0,0056
17 0,0002 0,0006 17 0,0030 0,0017
18 0,0003 0,0001 18 0,0389 0,0036
19 0 0,0073 19 0,0045 0,0034
20 0 0,0002 20 0,0010 0,0006
21 0 0 21 0,0015 0,0002
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4.2.3.6 Proporcoes Streptococcus infantis e Streptococcus ndo classificados

Na tabela 13 e 14 estdo representadas, respetivamente, as proporgdes de
Streptococcus infantis e Streptococcus ndo classificados presentes em cada tipo de

implante emparelhadas por individuo.

Tabela 13-Propor¢oes Streptococcus infantis Tabela 14-Proporgées Streptococcus ndo classificados
Proporgies Streptococcus infantis Proporgoes Streptococcus néo classificados
Individuos | Superficie Vellox®  Superficie Maquinada Individuos Superficie Vellox® Superficie Maquinada
1 0.3748 0,2417 1 0,0061 0,0109
2 0,8370 0,8257 2 0,0213 0,0264
3 0,1766 0,1648 3 0,0278 0,0065
4 02170 0,1148 4 0,0467 0,0109
6 04658 0,4468 6 0,0150 0,0984
7 0,5962 0,3663 & 0,0538 0,0166
10 0,4841 0,4845 10 0,0098 0,0470
11 0,0843 0,1093 11 0,0084 0,0111
12 0,2104 0,4990 12 0,0093 0,0279
13 0,8130 0,6473 13 0,0237 0,0136
16 0,4288 0,3627 16 0,0939 0,0599
17 0,0873 0,2083 17 0,0026 0,0197
18 0,0398 0,0320 18 0,0222 0,0537
19 0,7450 0,4556 19 0,0905 0,0789
20 02877 0,3024 20 0,0059 0,0089
21 0,2911 0,2820 21 0,0024 0,0097

4.2.3.7 Restantes proporc¢des bacterianas

As restantes proporcdes bacterianas encontram-se descritas na tabela (ANEXO

).

5.Analise estatistica

A andlise estatistica focou-se na analise da molhabilidade das superficies

implantares e na analise microbiologica dos implantes contaminados in vivo.

5.1 Analise estatistica dos valores da molhabilidade da superficie implantar

A analise estatistica dos valores do angulo de contacto mostra que os angulos
de contacto sdo significativamente maiores na superficie Vellox (135,6° £ 2,8),
comparativamente a superficie maquinada (102,6 = 0,4), com base numa estrutura
autorregressiva de 1* ordem, com variancia e correlagdo homogénea (p < 0.001). Desta

forma a superficie Vellox® apresenta menor molhabilidade que a superficie maquinada.
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5.2 Analise estatistica dos valores microbianos nos implantes contaminados

in vivo

5.2.1 Alfa Diversidade e n° de leituras

A Alfa diversidade pode ser definida como a relagdo entre a complexidade das
espécies € a sua riqueza num mesmo meio (Whittaker, 1972). Para o calculo da alfa
diversidade utilizou-se o indice de diversidade de Shannon como indice de referéncia. O
calculo deste indice foi efetuado tendo como base os resultados dos OTU’s iniciais. A

Figura 32 demonstra a comparacao entre os dois grupos de estudo.

Os valores encontram-se resumidos na Figura 32 abaixo:

Shannon Diversity Index

Groups

Figura 32-Boxplot para comparagdo dos diferentes indices de diversidade de Shannon de cada amostra
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Tabela 15- Valores do indice de diversidade de Shannon em cada amostra emparelhado
por individuo

indices de Diversidode de Shannon
Individuo Superficie Vellox®  Superficie Maguinada

1 1,6998 2,4689
2 0,9241 1,0537
3 24890 1,7702
4 21963 22945
5 14144 3234
] 1,8084 1,6585
7 1,7817 1,7638
8 1,6916 28427
9 0,7117 2,1501

10 1,8556 16389

11 1,3044 1,6408

12 2,6433 21649

13 0,9211 1,3839

14 1,7141 2,6354
15 1.6009 2, 7608

16 2,1852 1,9803
17 29746 2,2835

18 1,02685 1,3455
18 13525 22476

20 22020 1,3409

21 18852 20419

22 3,2085 31823

A exploragao prévia destes dados relativamente a aplicagdo de testes paramétricos
(teste t para amostras emparelhadas) revelou que as distribuicdes ndo apresentam desvios
significativos a normal, exceto para o n° de leituras na superficie de controlo. Os
resultados encontram-se descritos na Tabela 16.
Tabela 16-Estatistca descritiva para as varidveis "n° de leituras" e "Indice de Diversidade de Shannon” em cada

superficie; Par I (n°de bactérias); Par 2 (Indices de Shannon); Média: Refere-se a média dos valores de n° de leituras
no par 1 e a média dos valores do indicie de Shannon no par 2

Média N Desvio padrao Erro padrao
Par 1 velox 4627,05 22 2172,352 463,147
controlo 3830,77 22 3004,549 640,572
Par 2 sh vellox 1,7998 22 65518 13969
sh_mag 2,0857 22 60021 12796
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Nestas condigdes, aplicou-se o teste t para amostras emparelhadas nas
comparagdes entre superficies. Os resultados obtidos constam na tabela 17, da qual se
conclui ndo existirem diferengas significativas entre superficies, quer para o n° de leituras
quer para o indice.

Tabela 17-Resultados do teste t para amostras emparelhadas (variaveis analisadas: n° de leituras e indice de

Shannon) Par 1 (n°de bactérias); Par 2 (Indices de Shannon); Média: Refere-se a média dos valores de n°de leituras
no par 1 e a média dos valores do indicie de Shannon no par 2

Intervalo de confianca

de 95% entre as

Desvio Erro meédias Sig. (2-
Média padrio Padrao Baixo Alto 1 df tailed)
Par1 welox- 706,273 2562369 546209 -335.818 1832363 1.458 21 160
controlo
Par2 sh vellox- - 28502 72528 15483 -BOT49 03565 -1,849 21 079
sh_mag

Face a referida violagao da normalidade, as mesmas comparagdes foram efetuadas
com o teste ndo paramétrico de Wilcoxon, concluindo-se, analogamente, que o n° de
leituras ndo difere significativamente entre superficies (p = 0.263), e que o indice de
Shannon nao difere significativamente entre superficies (p = 0.115). Desta forma
observa-se que a alfa diversidade e niumero de leituras n3o apresenta diferencas

estatisticamente significativas.

5.2.2 Diversidade Beta e teste de abundéincia diferencial

A diversidade beta pode ser definida como a extensao da especificidade bacteriana
ao longo do seu habitat (Whittaker, 1972), ou seja diversidade entre amostras. De forma
a obter uma representacdo grafica das similaridades da composi¢do microbiana entre
amostras, foram agrupados os OTU’s com recurso ao Indice Dissimilaridade de Bray-
Curtis. Este foi calculada pela razdo entre as diferencas absolutas somadas nas contagens
e a soma das abundancias nas duas amostras (Bray & Curtis, 1957). Apos a agrupar todos
os OTU’s, foi efetuada uma ordenagdo pelo Principio da Andlise das Coordenadas
Principais (PCoA) baseado nos valores obtidos do Indice Dissimilaridade de Bray-Curtis

estando estas representadas no na figura 33.
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Group
& Coninl Surlace

Wil Gaafao

PCoA 2 [22.2%]

PCok 1 |44 B3]

Figura 33-Grdfico do principio andlise das coordenadas principais da composi¢do
microbiana de todas as amostras

A interpretacdo dos dados presentes em graficos do principio da andlise das
coordenadas principais basea-se na premissa que pontos proximos apresentam maior
semelhanca entre si e que pontos distantes apresentam menor semelhanca. Pontos
agrupados indica que existe semelhanga entre um grande nimero de amostras. Ao avaliar-
se os resultados da Figura 33 pode-se afirmar que a dispersao entre os pontos indica-nos

existirem dissimilaridades entre as amostras.

De forma a avaliar se tais dissimilaridades eram estatisticamente significativas
procedeu-se a andlise dos dados da beta diversidade com recurso ao teste de Adonis
(Permanova) que demostrou ndo existirem diferencas significativas entre os microbiomas
encontrados (p = 0.3387) quer na superficie maquinada, quer na superficie Vellox®

(Tabela 18).
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Tabela 18-Tabela descritiva dos resultados obtidos no teste de Adonis (Permanova); R>- Percentagem de variagdo

R? P value
Vellox® Vs Maquinada | 0,0256 | 0.3387

A abundancia relativa refere-se a quao comum ou rara uma OTU ¢ relativa a outras
OTUs na mesma comunidade. Nas analises de diversidade beta, a abundancia relativa ¢é
util para monitorizar mudangas na populagdo de um tdxon entre as amostras. As

pontuacgdes de abundancia sdo as contagens de sequéncias atribuidas a cada OTU.

5.2.2.1 Teste de abundancia diferencial

Esta ¢ uma estimativa da dependéncia da média da variancia nos dados de
contagem de ensaios de sequenciacdo de alto rendimento e testes para expressiao
diferencial com base num modelo usando a distribuicao binomial negativa (Love, Huber,
& Anders, 2014). A distribui¢do binomial negativa ¢ uma distribui¢ao de probabilidade
discreta do nimero de sucessos numa sequéncia de ensaios independentes e de
distribuicao idéntica de Bernoulli antes que ocorra um numero especificado (ndo
aleatorio) de falhas. Esta ¢ uma distribui¢do ttil para modelar com base numa contagem
(como microbioma), onde as réplicas biologicas sdo baixas e os dados ndo sdo
normalmente distribuidos (Bliss & Fisher, 1953).

O DESeq?2 foi utilizado para identificar a taxa diferencialmente abundante entre
as variaveis do grupo, sendo que ndo foi detetado qualquer OTU que fosse

diferencialmente abundante em ambas as superficies implantares.
5.2.3 Analise das proporcoes bacterianas
A analise dos dados das propor¢des bacterianas (tabelas 6 a 18) consistiu na
aplicacdo de um teste paramétrico (teste t para amostras emparelhadas) que demostrou

ndo existir diferengas significativas para nenhum dos microorganismos considerados (p

> (.05 em todos os casos).
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VI. DISCUSSAO

A presente investigacao teve como objetivo a avaliacao da adesdo bacteriana bem
como a relacdo da mesma com a molhabilidade na superficie implantar Vellox®. Esta
superficie resulta de um processamento da superficie implantar através de jateamento de
particulas de 6xido de aluminio e um duplo condicionamento acido. Assim, pretendia-se
avaliar in vitro e in vivo a adesao bacteriana desta superficie bem como as possiveis
alteracdes estruturais que o biofilme bacteriano aderido poderia promover na mesma.
Para a realiza¢do desta investigacdo optou-se por utilizar como superficie controlo a
superficie maquinada pois esta, para além de ter sido das primeiras a ser comercializada,
apresenta um baixo grau de rugosidade. A selecdo desta superficie foi feita em
conformidade com estudos semelhantes previamente realizados (Annunziata & Guida,
2015; Conserva et al., 2018; Ferreira Ribeiro et al., 2016; Iwaya et al., 2008; Schwarz et
al.,2007). Para o estudo in vivo a amostra selecionada para esta investiga¢cdo foram alunos
voluntarios membros da Comunidade Egas Moniz. Desta forma era possivel obter um
universo populacional jovem, sauddvel, padronizando-se assim a auséncia de doengas
sistémicas, caries, medica¢do antibidtica, bem como outros fatores que promovam a
alteracdo dos resultados microbioldgicos e microscopicos. Foram selecionados
individuos com a mesma faixa etaria, padrdes de higiene oral iguais, estado periodontal
saudavel (atestados na consulta assistencial de Periodontologia da Clinica Universitaria
Egas Moniz), fluxo salivar ndo estimulado e pH semelhante, dispositivos calibrados e em
condig¢des iguais para todos os participantes, bem como o manuseamento dos mesmos e
dos resultados em cidmara de fluxo laminar (garantindo assim um ambiente livre de
contaminagdes) permitem atestar a fiabilidade dos resultados deste estudo (Ferreira
Ribeiro et al., 2016).

O periodo de utilizagdo do dispositivo intra-oral de 48h possibilita a formacao do
biofilme inicial. Um estudo realizado por Becker et al. (2013) onde foi analisado o
biofilme formado nos periodos de 24h e 48h em trés superficies implantares distintas
(Maquinadas, SLA e Maquinadas condicionadas) permitiu concluir que existe uma
formacdo de biofilme significativamente maior no periodo de 48h do que 24h. Estes
dados, juntamente com a adaptagdo de outros protocolos descritos na literatura para
investigagdes semelhantes permitiu-nos definir 48h como o periodo janela para a
utilizacao do dispositivo. (Avila et al., 2017; Conserva et al., 2018; John, Becker, &
Schwarz, 2015; Schwarz et al., 2007).
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A andlise desta superficie com recurso a microscopio eletronico de varrimento ja
se encontra descrita na literatura. Giner et al. (2018) realizou uma investigagdo onde foi
analisada a topografia superficial, a molhabilidade e a composi¢ao quimica de discos de
titanio com dois tratamentos de superficie: um com o tratamento de duplo
condicionamento acido (previamente jateado com 6xido de aluminio) e uma superficie
maquinada. Nesta investigacdo observou-se que microscopicamente a superficie
apresenta relevos e cavidades com dimensdes varidveis, estando estas distribuidas
aleatoriamente na superficie previamente jateada. Verificou-se também que a superficie
maquinada apresenta uma topografia plana com sulcos circulares resultantes do
tratamento de superficie (Giner et al., 2018). Os resultados obtidos nesta investigacao
estdo em concordancia com os obtidos por Giner et al. (2018). Todas as caracteristicas
referidas anteriormente podem ser visualizadas principalmente em ampliagdes superiores
(2000x e 10000x), sendo que as mesmas caracteristicas topograficas sdao iguais as
encontradas por Giner et al. (2018) quer na superficie Vellox® quer na superficie
maquinada. Na investiga¢do de Giner et al. (2018) citada anteriormente, foi efetuada EDS
da superficie implantar. Nesta situacao os resultados nao estdo em concordancia com a
presente investigacdo, uma vez que os autores identificaram uma composi¢do onde os
elementos predominantes sao o oxigénio e o carbono, enquanto na presente investigacao
o elemento predominante ¢ o titdnio. No entanto foi possivel identificar a presenca de
particulas de 6xido de aluminio que, € em consonancia com o descrito na literatura, sao
provavelmente provenientes do jateamento e que nao foram removidas durante o processo
de condicionamento. A auséncia de carbono na investigacdo descrita nesta tese pode ser
justificada pela rapida andlise dos implantes impedindo assim a contaminagdo da
atmosfera. Tal auséncia de contaminagdo permite ter uma representacdo mais fidvel da
composicao elementar da superficie Vellox®.

Neste estudo foi efetuado a analise da molhabilidade pelo método da deposigao
da gota séssil. Nesta investigagado, para superficie Vellox® (duplo condicionamento 4cido
e jatemento de particulas), o valor médio obtido foi de 135° e para superficie maquinada
foi de 102°. No estudo de Giner et al. (2018), o valor obtido foi de 110° para a superficie
com duplo condicionamento 4cido e jateamento e de 70° para a superficie maquinada
(Giner et al., 2018). Esta discrepancia de valores podera estar associada a diferentes
rugosidades das superficies uma vez que a rugosidade ¢ uma caracteristica topografica
que influencia a medi¢do dos angulos de contacto (Frank Rupp et al., 2014). Desta forma

¢ possivel classificar ambas as superficies estudadas nesta investigacdo como
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hidrofobicas. No entanto os valores do angulo de com contacto da superficie Vellox®
estdo proximos dos valores padrao para superficies superhidrofobicas (CA>150°). Esta
propriedade € caracteristica das superficies tratadas com condicionamento acido pelo que
os valores obtidos nesta investigagdo estdo em consonancia com o descrito na literatura
(Frank Rupp et al., 2014).

Ao contrario do estudo de Giner et al. (2018) nesta investigagdo foram utilizados
implantes em vez de discos de titanio. Esta op¢ao deve-se ao facto de a macro topografia
do implante, como as espiras, nao seria totalmente representada nos discos levando assim
a uma reproducdo pouco fidvel do desempenho clinico dos implantes. Um estudo
realizado por Naves et al. (2015) concluiu que a parametros como a rugosidade e a textura
da superficie eram afetados pela macrogeometria do implante. Desta forma a utilizagao
de discos de titanio apenas permite a reproducao, dos parametros anteriormente referidos,
das zonas planas do implante e ndo existindo assim uma reproducdo tao fiel da situacao
clinica (Naves et al., 2015). Tendo em conta os dados anteriormente citados optou-se por
realizar a presente investigacdo em implantes em vez de discos de titdnio permitindo
aumentar a reprodutibilidade das condi¢des clinicas.

Segundo F. Rupp et al. (2018) as irregularidades macroscopicas dos implantes
(por exemplo espiras) tornam a medi¢do da molhabilidade alvo de erros. Como forma de
avaliar possiveis erros durante a medi¢do da molhabilidade foi selecionada uma zona
(Zona A) que correspondia a camara de retencdo 0ssea do implante. Esta era uma zona
plana e sem presenca de espiras. Ao analisar os valores obtidos do angulo de contacto
nessa regido implantar, observou-se que eram semelhantes aos valores obtidos nas outras
duas zonas (Zona B e Zona C) com espiras, pelo que, nesta investigacao, as espiras nao
influenciaram na obteng¢@o dos resultados do dngulo de contacto.

Neste estudo fez-se, pela primeira vez, a caracterizacdo dos microrganismos
aderidos a superficie Vellox® tanto in vitro como in vivo. O protocolo de recolha do
biofilme das superficies implantares foi baseado no protocolo descrito por Ferreira
Ribeiro et al. (2016) onde foi avaliado a adesdo bacteriana em trés superficies implantares
distintas (maquinada, com condicionamento 4cido e anodizada). A observacdo com
recurso a0 MEV dos implantes estudados nesta investigacdo, apos a aplicacdo do
protocolo de recolha, permitiu aferir a validade deste protocolo de recolha, tendo sido
observado uma remocao total do biofilme da superficie implantar. Tal remogao total foi

também garantida no estudo de Ferreira Ribeiro et al. (2016).
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A utilizagdo de controlos contaminados in vitro permitiu avaliar a especificidade
e a sensibilidade da andlise microbiomica. Na observacdo dos implantes de controlo
deteta-se a presenca de bactérias com morfologia bacilar, cocos € uma levedura em
processo de divisdo. Estas imagens revelaram ainda predominancia de estruturas
bacilares permitem-nos garantir que a contaminacdo decorreu na totalidade, estando
presentes pelo menos, as duas bactérias com morfologia bacilar resultantes da
contaminagdo in vitro (Escherichia coli e pseudomonas aeruginosa). Numa revisao
sistematica da literatura Krasowska & Sigler (2014) afirmaram que as bactérias Gram
negativas apresentam maior adesdo bacteriana as superficies e que o caracter hidrofobico
das bactérias aumenta a adesdao das mesmas. Deste modo, € uma vez que as duas bactérias
com morfologia bacilar sdo as unicas bactérias hidrofobicas e gram negativas, pode-se
explicar o motivo para existir predominancia das mesmas na analise microscopica e
microbiologica (Krasowska & Sigler, 2014). Durante a analise microbioldgica dos
implantes de controlo foi possivel detetar Streptococcus infantis, em pequenas
quantidades. No entanto esta estirpe bacteriana nao foi utilizada na contaminagao in
vitro. Este erro na identificacdo podera ser resultante da semelhanga entre esta espécie e
a Streptococcus mitis (utilizada na contaminagao in vitro dos implantes de controlo). Este
tipo de erro encontra-se descrito na literatura num estudo efetuado por Jenkins et al.
(2012) onde foi demostrado a semelhanga entre estas duas estirpes bacterianas durante o
processo de sequenciacdo dos genes da por¢ao 16S do ARN ribossomal. A auséncia da
detecdo da levedura presente nos implantes de controlo deveu-se ao facto de apenas
terem sido sequenciados genes 16S ARN bacteriano. Os resultados da andlise
microscopica e microbioldgica dos controlos revelam uma baixa sensibilidade (ndo
foram detetados todos os microrganismos adicionados) e especificidade (foram detetados
microrganismos que nao foram adicionados) da analise microbiomica.

Foram identificadas um total de 34 estirpes bacterianas presentes nos implantes
contaminados in vivo sendo estas: Streptococcus infantis, Veillonella parvula, Rothia
mucilaginosa, Veillonella dispar, Haemophilus parainfluenza, ~ Rothia dentocariosa,
Capnocytophaga ochracea, Prevotella nanceiensis, Escherichia coli, Prevotella
melaninogeni, Haemophilus influenzae, Prevotella copri, Neisseria cinerea, Gemella
spp., Abiotrophia spp., Actinomyces spp., Bacterioides spp., Brucellaceae spp.,
Capnocytophaga spp., Eikenella spp., Enterococcus spp., Fusobacterium spp.,

Granulicatella spp., Lautropia spp., Leptotrichia spp., Neisseria spp., Neisseriaceae spp.,
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Pasteurellaceae spp., Porphyromonas spp., Prevotella spp., Streptococcus spp.,
Veillonellaceae spp., Weeksellaceae spp., Kingella spp.

As espécies em maior proporc¢ao foram Streptococcus infantis, Neisseria cinerea
e Haemophilus parainfluenza. Todas estas ja se encontram descritas em estudos
anteriores na cavidade oral, no entanto, a presenca destas espécies associadas a implantes
cujo tratamento de superficie seja igual ao presente neste estudo, ndo se encontra na
literatura atual.

A localizagao dos dispositivos intra-orais ¢ determinante na diversidade de
espécies bacterianas existentes nas superficies estudadas. Segundo Welch et al. (2019)
espécies como Streptococcus spp., Granulicatella spp., Prevotella spp., Haemophilus
spp. e Veillonella spp. sdo bactérias descritas como mais abundantes na regido da gengiva
queratinizada (Welch et al., 2019). A andlise microbioldgica dos implantes presentes nos
dispositivos intra-orais detetou todas as bactérias referidas anteriormente pelo que os
resultados obtidos encontram-se em conformidade com os resultados descritos por Welch
et al. (2019) uma vez que o dispositivo localizava-se junto da gengiva queratinizada na
face vestibular do maxilar inferior .

Espécies bacterianas como Veillonella parvula e Streptococcus spp. foram
detetadas nas superficies implantares estudadas nesta investigagdo. Estas sdo
consideradas colonizadores primarios da superficie implantar, pertencendo ao complexo
amarelo e roxo do Complexo de Socranski e sendo responsaveis pela formagao o biofilme
inicial, componente essencial para o desenvolvimento do biofilme maduro (Teles, Teles,
Frias-Lopez, Paster, & Haffajee, 2013). Na superficie implantar dos implantes estudados
foi ainda possivel identificar bactérias como Capnocytophaga spp., Eikenella spp.,
Capnocytophaga ochracea, pertencentes ao complexo verde, Porphyromonas spp.,
Prevotella spp., pertencentes ao complexo laranja e Actinomyces spp. pertences ao
complexo azul e sendo comuns na cavidade oral.

Da mesma forma, a presenca de bactérias como Rothia mucilaginosa, Rothia
dentocariosa, Neisseria cinerea e Haemophilus influenzae nas superficies implantares
estudadas € consistente com o presente na literatura, estando estas descritas como
presentes em bolsas peri-implantares saudaveis (D. Daubert, Pozhitkov, McLean, &
Kotsakis, 2018; Pokrowiecki et al., 2017; Sanz-Martin et al., 2017).

Num estudo realizado por Sanz-Martin et al. (2017) com o objetivo de caracterizar
o microbioma presente em zonas com implantes saudaveis e zonas com peri-implantites,

concluiu a presenca de bactérias peri-implanto patogénicas em zonas de implantes

83



Estudo Piloto: Caracterizagdo in vivo do microbioma formado em superficies mistas e totalmente maquinadas de
implantes de titdnio

saudaveis como a Veillonella parvula, Streptococcus spp € Actinomyces spp. Desta forma
¢ assim possivel justificar a existéncia deste tipo de bactérias nos pacientes
periodontalmente saudaveis da presente investigacdo (Sanz-Martin et al., 2017) .

Um estudo de Diaz et al. (2016), cujo objetivo era caracterizar o biofilme inicial
formado no esmalte conclui que apds as primeiras 24h os colonizadores primarios sao
seguidos pela adesdo de bactérias como a Streptococcus infantis, Neisseria spp e Gemella
spp. Tal estudo pode justificar a presenga destas bactérias na superficie dos implantes
estudados. E de notar que esta extrapolagdo so é possivel devido a existéncia do estudo
de Al-Ahmad et al. (2010) que conclui que a formacao do biofilme sobre as superficies
implantares de titanio e de zirconica ocorre de maneira semelhante no esmalte dentario
(Al-Ahmad et al., 2010; Diaz et al., 2006).

Na analise microbiana, detetou-se bactérias como a Prevotella melaninogeni.
Num estudo de Augthun M & G. (1997), onde foi analisado microbiologicamente defeitos
Osseos peri-implantares foi possivel detetar a existéncia da Prevotella melaninogeni,
estando esta assim também associada a doenca peri-implantar (Augthun M & G., 1997).

Bactérias como Abiotrophia spp e Granulicatella spp. encontram-se igualmente
descritas na cavidade oral como sendo parte integrante da flora comensal oral (Mark
Welch et al., 2019). No entanto, bactérias como a Prevotella copri ndo se encontram
relatadas na cavidade oral sendo estas bactérias do microbioma intestinal (Moreno, 2015).

A presenca de Weeksellaceae spp. encontra-se previamente descrita na cavidade
oral. Esta desempenha papel como marcador tumoral, estando associado ao carcinoma
das células escamosas da cabeca e pescogo (Chattopadhyay, Verma, & Panda, 2019).

A Kingella spp. encontra-se igualmente descrita na literatura como sendo parte
constituinte da flora comensal oral, estando ainda relatado a sua influéncia na diminuigao
do risco de carcinoma das células escamosas da cabeca e pescogo (Hayes et al., 2018;
Kumar, Mason, Brooker, & O’Brien, 2012; Mark Welch et al., 2019).

E relevante frisar a predominancia de bactérias Gram-negativas sobre as bactérias
Gram-positivas. Tais dados estdo em concordancia com o que descrito por Kumar et al.
(2012) que ao caracterizar o perfil bacteriano de implantes saudaveis e afetados por peri-
implantite, determinou uma maior predominancia de bactérias gram-negativas nos
implantes saudaveis (Kumar et al., 2012)

No presente estudo foi possivel verificar que a diversidade bacteriana presente foi
semelhante nos dois tipos de implante. Por outras palavras foi possivel verificar que a

composi¢do bacteriana em ambas as superficies estudadas foi a mesma, sendo esta
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conclusdo fundamentada com a auséncia de diferenca estatisticamente significativas da
beta diversidade e proporgdes bacterianas. Estes resultados contrastam com o que se
encontra descrito na literatura, em que parece haver uma maior adesao bacteriana a
superficies implantares irregulares do que a superficies planas. Desta forma ¢ possivel
afirmar que a in vivo e in vitro a colonizagdo bacteriana ndo ¢ influenciada pelas
caracteristicas topograficas ou propriedades fisico-quimicas da superficie Vellox®. Este
resultado vem corroborar estudo prévios como Ferreira Ribeiro et al. (2016) que conclui
que a rugosidade e a microtopografia da superficie implantar ndo estimulava a formacao
do biofilme inicial em superficies de titanio com diferentes tratamentos de superficie.

A auséncia de alteragcdes na estrutura microscopica de ambas as superficies
implantares deve-se ao facto de este estudo ter sido realizado durante um periodo curto.
Segundo Souza et al. (2015), as primeiras alteragdes estruturais da superficie implantar
s6 comegam a ser observadas ap6s 21 dias de exposi¢do (Souza et al., 2015).

A andlise do MEV aos implantes contaminados in vivo ¢ sem o protocolo de
remog¢ao permite-nos afirmar que existiu uma colonizacdo da superficie de forma
uniforme. Esta colonizagdo deu-se de igual forma entre as duas superficies, aspeto esse
previamente observado nos controlos da adesdo in vitro. E de notar que a adesdo
bacteriana a nivel apical do implante pode ser desprezivel uma vez que, em contexto
clinico, este nunca estara exporto a cavidade oral estando introduzido no osso.

A facilidade de remocao do biofilme implantar devera ser abordada em estudos
futuros de forma a se poder entender o mecanismo de formagdo do biofilme
cronologicamente. Para tal o autor propde a realizacdo de estudos onde seja efetuado
protocolos de remocao em implantes contidos na cavidade oral por periodos de tempo
distintos (por exemplo remoc¢do do implante e andlise microbiologica ao fim de um
periodo de 24h, 48h, 72h, 5 dias, 7 dias e 14 dias).

As principais limita¢des deste estudo sdo enunciadas a seguir. O facto de se tratar
de um estudo por um periodo de 48h implica um comprometimento do voluntario para a
sua utilizacdo, ndo sendo possivel uma vigildncia permanente do mesmo para o
cumprimento do protocolo de utilizagdo. Desta forma, a presenca de valores baixos de
leituras em alguns individuos indica-nos uma eventual ma utilizag¢ao do dispositivo intra-
oral uma vez que o reduzido numero de leituras surgiu em ambos os implantes do mesmo
dispositivo intra-oral, ou seja, do mesmo individuo. Adicionalmente, durante este
periodo, existe o risco de contaminagdo por parte do voluntario durante a sua utilizagao.

Para reduzir o impacto destas limitagdes, os voluntarios foram instruidos para a utilizagao
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adequada dos dispositivos. Em acréscimo a esta instru¢do de utilizagdo o autor propde a
disponibilizag¢do ao voluntario de uma tabela cronoldgica onde o mesmo deve registar os
periodos (e a sua duragdo) em que remove o dispositivo intra-oral, como forma a permitir
o controlo aquando da analise de dados. A analise microbioldgica ndo permitiu uma
avaliagdo quantitativa das bactérias presentes em cada superficie implantar pelo que os
resultados obtidos podem ser em parte determinados pela diferente taxa de colonizagdo
bacteriana em cada individuo.

E ainda denotar que a técnica de fixacdo do implante ao dispositivo intra-oral
usado obstrui a exposi¢ao do colo no implante ao meio da cavidade oral. A observagao
do mesmo ¢ fundamental para caracterizar e avaliar a adesdo microbiana aos implantes
pois em situacdo de doenga peri-implantar tal regido do implante ¢ a primeira a ser
exposta a cavidade oral. Como forma de minimizar esta limitagdo o autor propde a
utilizagdo, em estudos subsequentes, de uma peca intermediaria que permita a exposi¢ao
do colo do implante a fim de este poder ser analisado.

Para além das formas de minimizar as limitacdes referidas anteriormente, o autor
propoes duas medidas adicionais para ser realizado em estudos futuros:

1. Disponibilizagdo ao voluntario de um kit de higienizacdo (escova + pasta
dentifrica) para que o protocolo de higienizacdo em todos os voluntéarios seja
semelhante, bem como uma tabela de registo dos momentos da escovagem
dentaria;

2. Utilizagdo de um software (por exemplo OPTICA®) para quantificar em
unidades superficiais os microorganismos detetados nas observagdes com o
MEV;

3. A presenca de quatro implantes (dois implantes com superficie Vellox® e dois
implantes com superficie maquinada) em vez de dois em todos os dispositivos
intra-orais, permitindo assim um maior controlo sobre as andlises efetuadas

ao0s mesmao.
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VII. CONCLUSAO

Tendo em conta todas as limitagdes, este estudo inédito permite concluir:

1.

A aplicag@o do duplo condicionamento acido em acréscimo ao jateamento com
particulas de 6xido de aluminio diminui a molhabilidade da superficie, sendo esta
diminui¢ado representada pelo aumento do angulo de contacto;

A exposicdo da superficie implantar Vellox® e da superficie maquinada a
cavidade oral por um periodo de 48h durante a formagao do biofilme inicial nao
produz alteragdes microestruturais na mesma;

A colonizagdo bacteriana decorreu da mesma forma na superficie Vellox® e na
superficie maquinada (controlo) tendo um microbioma constituinte semelhante;
A microtopografia e a molhabilidade ndo estimulam a formacdo do biofilme

inicial nas superficies de titdnio com diferentes tratamentos de superficies.

Perspetivas futuras:

Testes quantitativos semelhantes in vivo para avaliar quantitativamente o
numero de bactérias depositadas na superficie Vellox®;

Andlise de outras caracteristicas da superficie como por exemplo a rugosidade;
Testes in vivo com avaliagdo da deposicao do biofilme com recurso a outras
técnicas como a hibridagao in situ florescente ou a microscopia confocal;
Caracterizagao histologica e comparacgao do processo de osteointegracdo da
superficie implantar Vellox® com outras superficies implantares;
Caracteriza¢do e comparacao do microbioma formado entre superficies
implantares com duplo condicionamento 4cido e jateamento e superficies
implantares com um tnico condicionamento acido e jateamento;

Avaliacdo microscopica da superficie Vellox® apo6s aplicagdo dos protocolos de
remogao do biofilme em vigor para o tratamento das peri-implantites;
Avaliagdao microscopica da superficie implantar Vellox® e de outras superficies

implantares submetidas ao ambiente da cavidade oral: Estudo in vivo
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ANEXO 1
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TABELA DOS VALORES DO ANGULO DE CONTACTO; Tipo de implante:I-Vellox®/2-Maquinado; Niimero do
implante avaliado; Tipo da gota: SD- Sessil Drop (Gota séssil)
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TABELA DOS VALORES DO ANGULO DE CONTACTO; Tipo de implante:1-Vellox®/2-Maquinado; Niimero do

implante avaliado; Tipo da gota: SD- Sessil Drop (Gota séssil)
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TABELA DOS VALORES DO ANGULO DE CONTACTO; Tipo de implante: 1-Vellox®/2-Maquinado; Niimero do
implante avaliado; Tipo da gota: SD- Sessil Drop (Gota séssil)



Estudo Piloto: Caracterizagdo in vivo do microbioma formado em superficies mistas e totalmente maquinadas de

implantes de titanio

ANEXO II

Haemophilus

Haemophilus

Gemelle nlo

Granulicatella ndo

Paosteursilrcene nio

M Nelsseria cineren Veilllonella dispar Infvenioe ossificad classificada isaiicucs Prevotello copri

perficie
Imdivid
Vellox® | Maguinada | Vellox® | Maquinada | Vellox® | Magquinads | Vellox® | Maguinads | Vellox® | Maguinada | Vellox® | Maguinada | Vellox® | Maguinada | Vellox® | Maguinada

I 0, 1606 01078 03632 02466 00015 00684 00031 0.037H 00055 (W34 DO1In 10 T 0,40 54 (3,000 (L
2 000120 00376 070 00352 0.MH5 00008 LLEEIN (0032 D120 DER 0093 0 0ED LR LR 0, MK 0, D4
3 03854 03704 L0629 0.5444 L1051 (L006% 00007 0012 00061 Q0018 0031 00017 006G 0074 0.0 6 D, E
4 00851 02118 04293 04251 00064 00168 00227 00101 0011e 0048 00115 0.0138 0, 00EE 00044 0,0 S 00010
fa 00476 01564 03375 02412 0.0608 00071 00122 00065 {L026% 00171 R | {08143 00032 0014 01,06 00005
7 00923 0.1837 0, 1068 03180 (LO0RE 00012 00010 00235 00292 17 0208 0052 00,0074 L D0ET 0,003 1 0,0
10 02269 03464 00278 00169 0.1135 0.063% 00412 00133 0081 00018 0,005 0000 0,008 DD 00017 00133
11 00741 0,0472 01,7845 0.7500 00020 00019 00111 00130 0,0023 LRI e | 00028 000 16 0,074 00020 00120
12 0, 1639 10,1339 02207 0,763 00233 LOIET 00552 58T {62 (hikid2 LLREEIE 42 (0,030 (1,006 (1,037 00026
13 0,0944 0,1922 00008 0,004 (L0033 (L0056 0] B (0630 00196 00278 (0062 R 1, ONIE L0016 01, DS 0, E
16 01215 0,1508 01215 02150 0,2029 0,08 16 00074 0777 10051 (0054 OOET 064 IR (XL 00027 0.3
17 00975 00448 00975 03476 01524 00545 0] B 02035 00198 00072 0035 DT 00024 D00 00022 0.DME
18 0,7784 0,65984 07784 0,1129 00011 00117 0001 00031 0001 0003 o, 4 00007 0,033 00028 00018 0,008
19 002640 01516 (0T 60 00422 00359 00277 00195 10,1027 0.0243 00222 D018 N 56 0002 DS T 00025 00020
20 02225 U568 (2225 LN 00356 00011 02E] 00174 00024 IR D 6E L0032 nnsz L EG 00023 0000 1
21 02654 0,1382 (2654 L2458 00327 00645 00020 (L0002 0.0063 D35 L 00078 0,085 LERL U] 0,04 01,0004




Anexos

Neisseriaceae ndo Weeksellocear nio Eikeneila nio Veillaneiloceae ndo Lowtropia no Leptotrichia ndo Neisseria o Kingelio nio
classificadas classificodas classificadas classificodas classificadas classificadas classificadas classificadas
ot Velban® | Maguinads | Vellox® | Maquinada | Vellox® | Maquineds | Vellox® | Maquinnda | Vellox® | Maquinads | Vellox® | Maguinads | Vellox® | Maguinsda | Vellos® | Maguinada
Individ

[ 0,0030 (0,003 | 0,073 0,032 00,0006 0,022 01,0000 0,00a7 00027 10,0000 {0000 00004 0, usx 0019 [0, 000
2 00,0000 10, e} 0 (WS 0,016 00,0000 00,0000 01,0000 10,0000 (0003 10,0000 (L0000 01,0000 (0. 0h5 00008 0, MK 0, e}
i 0,043 00067 00022 0,022 00012 00079 00,0000 00,0000 00000 00,0008 00009 0ol 0.0 4 00015 0, (KNS 0,1
4 00037 00,0099 0,024 0,006 0,0037 00022 10,0000 01,0000 00070 10,0010 0,018 01,0006 00031 0,0021 0,01 0,000
[ 00027 {1,003 0,017 0,061 1 0,0027 00003 00,0000 01,0000 (0010 1,06 01,0000 {0, 0000 05 (1,006 00, (G LT
T 0, 0000 0,022 0,024 (0,052 0,0014 0,012 00,0007 01,0001 (,00RR 00022 {0007 00,0000 022 (00 01,2 [ULEE L)
10 00003 | 00000 | 00008 | 00000 | 00002 | 00000 | 00002 | 00000 | 00003 | 00000 | 00000 | 00000 | 00000 [ 00009 | 00002 [ 00035
11 00, (K19 00019 0009 00,0 0,0011 0,09 1,004 13,00 ool oo (00 {,000% (LMY D0 0,00k 0,000
12 0,001 3 0,k 0,001 3 01,0012 0,0017 0,061 7 10,0269 0,00 7 (0007 0,000% 0033 13,0000 0,001 6 (h 00 0.0 00017
13 00000 | o002 | opoos | o012 | oooo3 | ooed2 | opoooz | opo2n | ooooo | ooo0s | o000z | o002 | 00000 | ooooo | 00000 [ 00000
1] 00013 0021 00011 023 10,0007 0,KH05 00007 0,0039 (b, D002 0,0007 0,00 0002 000210 0,0007 0, (4 0,002
17 0,0033 00021 0, {004 00010 0,0040 0,8 {0048 00094 (1, D00 00,0000 0, D00 0,0003 0,041 5 01,0006 0,000 0, 00y
18 RIS (1,045 00,0 0,021 0,0001 00, (KNI {0, 0000 0,000 (DO 11,0000 0,000 01,0003 (1.{WMH] (000 | 00011 0,015
19 oo000 | og0r1 | ogooo | o023 | ooo0s | o001 | 00006 | 00020 | oo020 | 00025 | oo0nt | 00014 | 00008 | o000 | 00000 [ op002
20 00042 0, ety 0,012 0, el 0,0030 0,060 10,0002 00,0000 00007 0,00k4 L] e} 10,0000 0,001 00 {0003 0067 L L
21 00017 0.18 0,041 0.0:011 0,0002 00,0 11,0000 00002 {0 11,0004 0.,0013 01,0002 10,0411 5 (L0016 00,0002 0,001




Estudo Piloto: Caracterizagdo in vivo do microbioma formado em superficies mistas e totalmente maquinadas de

implantes de titanio

Copnocytophoga Vol perysilr hwi_%_.mu Baocterioides ndo Brucelloceoe ndo Capnocytophoga ndo
echraceg clossificadas dlossificados classificadas classificadas

Vellox® | Maquinada | YVellox® | Maguinada | Vellox® | Maquinada | Vellox® | Maguinada | Vellox® | Maguinada | Vellox® | Maquinada
0,0076 0,0078 00002 0,0003 0,000 0,000 0,0006 (3, 0000 00,0006 00,0005 0,000 0,012
01,0040 00,0000 (L0005 (00600 00,0000 0,00 0,001 6 00024 (1,04000 00016 0,000 0.0000
0,0002 00007 0,0003 00,0003 00,0000 (1,001 0,0007 02,0001 00,0007 0,0000 00,0014 0,103
0,0009 00011 0,0000 0,0003 0,021 ,00H} 0,006 00,0002 10,0000 00005 0,000 10,0000
01,0001 0,006 [, D04 0,000 0,0007 01,0023 0,0006 0, 0000 0,0000 00,0000 00,0000 1,06
0,000 0,000 0,060 (0,000 1,044 00018 0,00M2 (0, QEMH) 01,0000 (00,0000 0,00 10,0101
0,0008 0.000% (L0005 0,00 £, (M LLAE LY 0,00K13 00018 (000 0,0044 00007 10,0005
00,0000 0,0000 00,0000 (0,000 00,0009 00,0005 0,000 0, 0008 00011 0,0046 0,000 0, (0600
0,0003 {,0000 00143 {0, 0006 {1,003 0,04 00, (0K b, 0003 b, 0000 {,0000 03,0000 LRI
0,0000 (01,0000 0,0003 (0, 0000 {1,000 (L0002 00,0000 (0, 0000 (1, 0000 0,0004 0,0000 0,0010
00,0000 0,0002 0,0007 (00003 00,0011 00,0003 0,0002 (0, 000K (01,0004 0,0000 00,0000 0,0002
0,00238 00014 0,0007 00003 00,0000 0002 {0,000 (0, 0000 (1, 0000 0,0000 00,0004 0,0002
01,0000 {0,0000 0, 0000 00001 0,000 0,000 0,000 0, 000K 01,0000 0,0007 {0, 0000 0, 0000
0,0003 0,0020 03,0000 (0, 0000 0,0025 00,0005 0,0006 (0, 00040 0,0011 00011 (0, 0003 0,0009
0,0012 0,0000 0,0012 0,0009 0,0002 00,0000 0,0002 0,0002 00,0000 0.0000 0,0024 0,00
1 02 1 W0 0 (MG 0 (S [IRE T LT 1 (W2 0 00nd 100 L rns R 10002




Anexos

ANEXO III

i

EGAS MOMIE

Participante (Original)

Copsentimenin INermadn

Monte de Caparica, dia 10 de Abril de 2018

Exmo.{a) Sr.(a),

Mo dmbilo de um trabalho de investigagdo sob orientagio do Mestre Antonio de Sousa e do
Prafessor Doutor Muno Taveira, solicita-se autorlzagio para & participagio no “Estudo piloto:
Caracterizagdo in vivo do migtobioma formado em superficies mistas e totalmente
maquinadas de implantes de (itdnio" com o objetivo de contribuir para um melhor
conhecimento sobre as superficies dos implantes e como estas podem ou ndo influenciar as
peri-implantites. (infecaofinfiamacic em redor do implante que pode levar & perda do
mesmaj,

A participagio neste estudo é voluntaria. A sua ndo participagio ndo fhe trard qualquer
prejuiza.

Este estudo pode frazer beneficios tais como responder as necessidades de cada paciente
a0 melhor compreender a superficie dos implantes e sua influgncia na forma como as
bactérias =e “agarram’ nas mesmas. O contributo quer positivo, quer negativo das
superficies implantares ao surgimento/agravamento das peri-implantites & aigo a que a
imvestigacho em causa procura dar resposta contribuindo ao progresso do conhecimanto.
Este estudo ndo apresenta riscos para os pariiclpantes. Sendo um procedimento nio
invasivo e Indouo.

A informacdo recolhida destina-se unicamante a tralamento estatistico e/ou publicacio a
sara Iralada palals) orentador(as) alou pelos seus mandalados. A sua recolha & andnima a
confidencial.

(Riscar o que néo infaressa)
ACEITO/MAD ACEITO parficipar neste estudo, confirmando que ful esclarecido sobre as
condighes do mesmo e que ndo tenho dividas.

{Assinatura do participanta ou, fo caso de mencres, do palimée ou tutor legal)

Nome do aluno investigador: Miguel Filipe Moura Bemardo (Aluno do 5°Ano do MIMD
do IUEM])
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ANEXO IV

¥, )."

Participante [Original)
EGAS MONIZ

Explicagio do Estudo

Com este trabalhe prepende-se estudar as proprsdades das superficies dos implanies com
dafierentes tratamenios de superficie. ou seja, como & que 3 diferentes mgostilades, compeoenies que estiie
a superficie dos mplantes influencizm o manein como & bactérias se vio agurmar.

Para tal, tremos figer uma observagio, seguindo-se de uma avalisgio do suporte periodontal
Em pesso B sohre estes feemos um dispositiva imtraaral (Gpo gedsira) no qual serdo colocadss os amostras
e implantes em estudo, Apds issn, temos de coloch-lo no boen onde deverd permanecer durante 48 horas
e idurame csle tempo, deverd levar wma vida pormal, tirasdo s dispositivis apenas pars comer ¢ parn lavar
s dentes colocando-o nas caixas fomecsdas

Aur firn das 4% hosas, o dispositivo serd removido e submeiido a pesterior myvestigscio Isboratorial
LU VELOSS MICTUsoopeos.

O procedimento nio aprescin Hdsoos par of participantes. B ndo invasive ¢ indcun.

O resulindos deste eshedo permitivio sprofundar o conhecimento sobne o8 maserisls em estodo do
poniba di vista mecinco, boquimico ¢ baubdpsco, De fomsm a perceber o que aconieco em pessoas com
implanies que sprescmiem problemas com os mesmo.

Duranie foda a realizagdo deste estudo serfo respeiiadas a8 regras de conduls exprossss na

Doclarngio de Helsinques de 2013, Comvengio de Owviedo ¢ Legislagio Macional em vigor. Assim, fica
garmtida o confidencialidade sobre fodes s informagdes pessouis recolhidas.

Dclare que recebi, 1| ¢ compreend] a explicagio do estuda,

{Assinaturs doda ) pasicipane no estudo)
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TABELA DE RECOLHA DE DADOS
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