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Resumo 

 

Introdução: A grande maioria das infeções associadas aos implantes dentários resultam 

da adesão de bactérias à superfície dos biomateriais e subsequente formação de biofilme. 

A peri-implantite resulta de um processo que compreende interações bacterianas e uma 

resposta inflamatória excessiva do hospedeiro. O propósito das modificações da 

superfície implantar é afetar positivamente a resposta dos tecidos à colocação do 

implante, nomeadamente reduzindo a adesão bacteriana e aumentando a osteointegração. 

Objetivos: Caracterizar o microbioma formado em superfícies mistas e totalmente 

maquinadas de implantes de titânio presentes na cavidade oral de voluntários humanos 

durante 48h, e investigar o impacto dos microrganismos na estrutura dos implantes. 

Materiais e métodos: Vinte e dois voluntários usaram dispositivos intra-orais contendo, 

em cada lado, um implante de titânio maquinado e um implante com tratamento de 

superfície Vellox® (duplo condicionamento ácido + jateamento com óxido de alumínio) 

por um período de 48h. Após este período os implantes foram recolhidos e o microbioma 

bacteriano aderido foi caracterizado quanto à sua composição e diversidade com recurso 

à sequenciação dos genes da porção 16S do ARN ribossomal.  Adicionalmente, os 

implantes estudados foram observados com recurso ao MEV e a sua molhabilidade 

superficial foi obtida por mediação do ângulo de contacto.  

Resultados: A superfície Vellox® (135,6º ± 2,8) apresentou um ângulo de contacto 

superior à superfície maquinada (102,6 ± 0,4) sendo ambas caracterizadas como 

hidrofóbicas. Ao contrário da superfície maquinada que apresenta, a nível microscópico 

uma superfície plana e regular, a superfície Vellox® apresenta uma superfície irregular 

com cavidades de dimensão e disposição variáveis. Comparando a adesão bacteriana das 

duas superfícies verifica-se que esta ocorre de maneira semelhante em ambas as 

superfícies estando esta representada na ausência de diferença estatisticamente 

significativa na beta diversidade.  

Conclusão: A molhabilidade e a características microtopográficas da superfície 

implantar não promovem a adesão do biofilme inicial às superfícies com diferentes 

tratamentos de superfície.     

 

Palavras-chave: Adesão bacteriana; Titânio; Implante; Superfície implantar; 

Molhabilidade; Propriedades de superfície   
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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 (135.6º ± 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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I. INTRODUÇÃO 

 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS,2015), desde do século passado 

que se assiste a um envelhecimento da população. Estudos epidemiológicos apontam que 

11% da população mundial encontra-se com idade superior a 60 anos, estando projetado 

que esta percentagem aumente para os 22% no ano de 2050. Consequentemente, o 

número de pacientes que necessitam de reabilitações de espaços edêntulos, e apesar do 

nível preventivo no qual a Medicina Dentária atual se foca,  também aumentará (Marotti 

et al., 2018).  

A causa mais comum de perdas dentárias é a periodontite, sendo outras causas 

como a cárie dentária, o trauma, os defeitos de crescimento e desordens genéticas 

apontadas como causas frequentes (Hong & Oh, 2017). O uso de implantes dentários para 

reabilitar dentes perdidos tem aumentado nos últimos 30 anos (Jenny et al, 2016). São 

várias as soluções protéticas existentes para solucionar espaços edêntulos, abrangendo as 

próteses dentárias removíveis, as próteses parciais fixas e as sobredentaduras (Marotti et 

al., 2018). No entanto, os implantes dentários tem-se tornado a solução mais popular 

devido à sua elevada taxa de sucesso, previsibilidade e baixa percentagem de 

complicações. Estes permitem restabelecer a função mastigatória, bem como a função 

estética (Shemtov-Yona & Rittel, 2015). Atualmente, a taxa de sucesso dos implantes 

encontra-se entre os 60-80% (Ferenc, 2019).  

Segundo Branemark (1983), a osteointegração em Medicina Dentária, depende do 

entendimento das capacidades curativas e regenerativas dos tecidos moles e duros (P. I. 

Branemark, 1983). No entanto, para além dos conceitos referidos anteriormente, o design 

do implante e o tratamento de superfície são duas características fundamentais para a 

manipulação da osteointegração (Wirth et al., 2017).   

Presentemente, o titânio é considerado o gold standard dos constituintes dos 

implantes dentários, sendo que a longo prazo é o que apresenta melhores resultados. (F. 

Rupp, Liang, Geis-Gerstorfer, Scheideler, & Hüttig, 2018).  

Comercialmente o titânio apresenta vários graus de pureza variando de um a 

quatro, dependendo da sua composição química e presença de outros elementos tais como 

o ferro, carbono e oxigénio. Existe ainda um titânio de grau cinco cuja fórmula química 

é Ti-6Al-4V e apresenta, para além do titânio, 6% de alumínio e 4% de vanádio. Desta 

forma é possível obter melhores propriedades mecânicas e maior resistência à fadiga 

(Annunziata & Guida, 2015). 
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No entanto o constituinte do implante apenas representa umas das seis 

características fundamentais para o sucesso clínico do implante entre as quais se 

encontram o tratamento de superfície, o desenho, a qualidade do osso onde é introduzido, 

as cargas que este sofre durante a reabilitação e a técnica cirúrgica usada para a sua 

colocação (F. Rupp et al., 2018).  

Atualmente, torna-se cada vez mais claro que as características da superfície de 

um biomaterial, como é o caso dos implantes dentários em titânio, desempenham um 

papel fundamental na rapidez da osteointegração (Bosshardt, Chappuis, & Buser, 2017).  

A geometria macroscópica do implante avalia os diferentes formatos dos 

implantes dentários. A geometria primária avalia a presença ou ausência de espiras que 

têm como função distribuir as forças mastigatórias e garantir a estabilidade primária no 

período pós cirúrgico imediato. A geometria secundária, também designada geometria de 

superfície avalia o potencial de osteointegração. Atualmente é possível distinguir dois 

grandes métodos de tratar a superfície implantar: técnicas aditivas e subtrativas (Cervino 

et al., 2019) 

A primeira e, a mais válida estratégia, adotada para aumentar o interface osso-

superfície implantar é através da modificação da topografia da superfície, aumentando a 

sua macro, micro e nanorugosidade. (Annunziata & Guida, 2015). Estas modificações na 

superfície implantar permite também aumentar a energia de superfície e a molhabilidade 

(Ionescu et al., 2018).  

A cascata biológica de eventos que ocorrem no interface biomaterial/ hospedeiro 

depende significativamente da molhabilidade da superfície do biomaterial que constitui 

o implante dentário (Frank Rupp et al., 2014).  

O conceito de sucesso implantar estende-se para além da sobrevivência do 

implante. Além da falta de mobilidade do implante, este conceito abrange também a 

manutenção da saúde dos tecidos peri-implantares. A peri-implantite é uma doença 

complexa com múltiplos fatores causais. No entanto, é amplamente aceite que o seu início 

resulta de um processo que compreende interações bacterianas e uma resposta 

inflamatória excessiva do hospedeiro. Nos dias de hoje ainda não é 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 crónica (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 inflação tecidual e 

consequente perda de tecido ósseo peri-implantar (D. M. Daubert & Weinstein, 2019). 

Hemorragia à sondagem e sinais clínicos de inflamação são características da 

mucosite peri-implantar, sendo que esta difere da peri-implantite por não existir perda 

óssea. A peri-implantite, ocorre por deposição de placa bacteriana nos tecidos peri-

implantares que leva à inflamação crónica e perda óssea 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 superfície dos implantes, desempenham um papel 

relevante na promoção in vivo da adesão e colonização bacteriana da superfície implantar. 

No entanto, estas também são fundamentais para o processo de osteointegração, pelo que 

reduzir tais parâmetros pode comprometer o processo osteointegrativo. (Ionescu et al., 

2018).  

A grande maioria das infeções associadas aos implantes dentários resultam da 

adesão de bactérias à superfície dos biomateriais e  subsequente formação de biofilme 

que depende de propriedades químicas e físicas do biomaterial  (Ploux, Ponche, & 

Anselme, 2010).  

Para que seja possível o desenvolvimento de um implante que, simultaneamente, 

possua elevado grau de osteointegração e inibição da colonização bacteriana, é 

fundamental conhecer as interações celulares com as superfícies implantares a num nível 

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

 

1.1 História da Implantologia 

 

 

O uso de substitutos de peças dentárias remonta desde das civilizações egípcia e 

sul americana. Nestas, os implantes eram colocados no período posmortem ou durante a 

vida do indivíduo, sendo obtidos maioritariamente de dentes de animais ou marfim. Na 

europa do século XVII a utilização de materiais de origem animal como substitutos 

dentários era uma prática muito utilizada. No século seguinte, a origem dos implantes 

dentários colocados na altura passou a ser de dadores que vendiam os seus dentes com 

esse propósito. Em 1913, Greenfild desenvolveu um implante endo-ósseo “basket-style” 

constituído por iridio e ouro. Com recurso a brocas cirúrgicas, o osso recetor era 

preparado e posteriormente colocado nele o implante. Após este procedimento era 

colocado uma coroa. Este tipo de reabilitação apenas serviria para reabilitar perdas 

unitárias de dentes na arcada dentária. Em 1983, o médico ortopedista e professor 

universitário Per-Ingvar Branemark apresenta o conceito de osteointegração. Per-Ingvar 

Branemark constatou que dispositivos de titânio inseridos nas tíbias de coelho não se 

moviam devido à formação de tecido ósseo em redor do dispositivo que promovia a sua 

ancoragem ao osso. Os conceitos apresentados por Branemark são até hoje usados com 

base teórica na implantologia contemporânea (Block, 2018). 

 

1.2 Osteointegração e o seu papel no sucesso clínico  

 

Branemark definiu osteointegração como sendo a “Uma ligação direta entre o osso 

vivo ordenado e um implante endo-ósseo de transporte de carga“ (P.-I. Branemark, Chien, 

Grondahl, & Robinson, 2006) 

A osteointegração é um processo dinâmico durante o qual a estabilidade primária 

de um implante é convertida em estabilidade secundária. A estabilidade primária de um 

implante é conferida pela fixação mecânica do mesmo imediatamente após a sua 

colocação no osso (por exemplo, o contacto direto entre a superfície das paredes ósseas 

do leito implantar e a superfície do implante). A fixação secundária de um implante é 

obtida com a formação do novo osso em redor do implante, ou seja, após o processo de 

osteointegração. Este processo de fixação envolve uma cascata de eventos biológicos 

celulares e extracelulares e baseia-se no princípio de regeneração óssea e osteocondução 
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do biomaterial constituinte do implante. A perfuração do osso para obter o leito implantar 

origina uma lesão hemorrágica que inicia a cascata de processo de reparação-regeneração. 

A reparação da lesão e a regeneração tecidular é um processo mediado por vários tipos 

celulares que comunicam entre si. A colocação de um biomaterial interfere com o 

processo de reparação da lesão e influencia a aposição de novo tecido ósseo no mesmo. 

(Bosshardt et al., 2017)  

Se a reparação da lesão decorrer sem complicações, o processo de osteointegração 

pode ser resumido nas seguintes etapas: (I) Hemóstase e formação do coágulo; (II) 

Formação de tecido de granulação; (III) Formação de tecido ósseo; (IV) Remodelação 

óssea. (Bosshardt et al., 2017) 

Após o surgimento da lesão hemorrágica, o primeiro componente biológico em 

contacto com o implante é o sangue. Neste podemos encontrar, para além de eritrócitos e 

plaquetas, células inflamatórias tais como neutrófilos polimorfonucleares e monócitos 

que migram dos capilares para o tecido em redor do implante. Estas células sanguíneas 

presentes no interface osso-implante são ativadas libertando citocinas (por exemplo 

Interleucina 1-)  e fatores de crescimento (por exemplo o Fator de Necrose Tumural ). 

O interface inicial das plaquetas com a superfície implantar originam a formação de um 

coágulo. Neste processo, as plaquetas passam por um conjunto de alterações morfológicas 

que incluem a sua adesão, dispersão e agregação, bem como alterações bioquímicas 

resultando na indução da fosfotirosina, aumento do cálcio intracelular e hidrólise dos 

fosfolípidos. Como resultado deste processo forma-se uma matriz de fibrina que serve 

como “rede” (osteocondutora) para a migração, e eventual diferenciação (osteoindutora) 

de células osteogénicas. (Mavrogenis, Dimitriou, Parvizi, & Babis, 2009) 

A formação de osso inicia-se durante a primeira semana após o momento da 

implantação. Os osteoclastos e as células mesenquimatosas migram para junto da 

superfície implantar após 24 horas do momento de implantação, depositando proteínas 

osso-relacionadas e originando uma matriz não-colagénea na superfície implantar. Esta 

matriz regula a adesão celular e a adesão de minerais (Bosshardt et al., 2017). 

O osso inicial é constituído por tecido ósseo que emerge da superfície do leito 

implantar preparado formando estruturas trabeculares conectando o osso original (osso 

previamente presente nas paredes do leito implantar) com a superfície implantar.  

(Bosshardt et al., 2017) 

Quando o tecido ósseo trabeculado recém-formado atinge uma dimensão 

considerável, origina-se a deposição de osso lamelar, aumentando assim a densidade 
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óssea até os primeiros osteões (sistema de Harvards) estarem estabelecidos.  (Bosshardt 

et al., 2017)  

O osso original permanece em contacto com a superfície implantar durante 1 a 2 

semanas até este necessitar de ser reabsorvido. A reabsorção inibe a formação do novo 

osso, que só retoma até que todo o osso original seja reabsorvido. Este processo demora, 

em média 2 semanas. Findo este processo, a remodelação óssea continua para o resto da 

vida (Bosshardt et al., 2017). 

Dependendo da localização anatómica e de fatores específicos do paciente, 

algumas secções da superfície implantar encontra-se coberta com osso trabecular, 

enquanto outra apresentam-se revestidas de osso cortical (Bosshardt et al., 2017). 

De um modo geral, a osteointegração saudável do implante dentário é uma 

condição obrigatória para o seu sucesso clínico e depende não só das características 

químicas e físicas bem como das características mecânicas, topográficas e tridimensionais 

do implante (Ogle, 2015).  

É de notar que a osteointegração só por si não esta está diretamente relacionada 

com nenhuma superfície implantar pois este processo ocorre em todas as superfícies 

implantares. No entanto as características de superfície implantar correlacionam-se com 

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

 

2. Superfícies implantares 

 

O papel das características das superfícies implantares no sucesso clinico dos 

implantes tornou-se cada vez mais óbvio desde anos 80, data em que os requisitos 

necessários para garantir uma duradoura e direta relação osso-implante começaram a ser 

recolhidos, sendo estes o material do implante, estado do osso, técnica cirúrgica, carga ao 

qual o implante está sujeito e o tratamento da superfície (F. Rupp et al., 2018).  

O propósito das modificações da superfície implantar é afetar positivamente a 

resposta dos tecidos à colocação do implante. As modificações das superfícies 

implantares podem ser obtidas através de dois processos distintos: aditivos e subtrativos. 

Os métodos subtrativos removem material da superfície implantar enquanto os métodos 

aditivos adicionam material ,ou materiais, à superfície implantar (De Bruyn et al., 2017).  

São diversas as propriedades físicas e mecânicas cujo papel é fundamental 

conhecer para a correta integração do implante dentário. As mais relevantes são: 
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topografia, molhabilidade, energia de superfície, composição física e composição 

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

 

2.1 Topografia 

 

A topografia de uma superfície implantar avalia as característica macro e 

microscópicas das mesmas (Gupta, Dahiya, & Shukla, 2014).  

A modificação da topografia de superfície através do aumento da macro, micro e 

nano rugosidade é a primeira e a mais válida estratégia adotada para aumentar o interface 

osso-implante. O princípio desta abordagem é maioritariamente biomecânico uma vez 

que uma superfície mais rugosa apresenta maior área de contacto comparada com uma 

superfície mais lisa. Desta forma existe maior interface entre o osso e o implante 

(Annunziata & Guida, 2015).   

 

2.2 Molhabilidade e Energia de Superfície  

 

A hidrofobicidade e/ou hidrofilia (molhabilidade) de uma superfície implantar é 

de elevado interesse no processo de osteointegração. Esta é expressa pelo ângulo de 

contacto da água sobre a superfície. Este valor oscila entre 0º em superfícies muito 

hidrofílicas e maior que 90º em superfícies muito hidrofóbicas (Almas, Smith, & Kutkut, 

2019).    

Os valores de molhabilidade têm influência direta da energia livre de superfície, 

definida com a interação entre as forças de adesão e as forças de coesão, ou seja, a 

distribuição do líquido sobre a superfície do implante. Este valor é afetado pela 

composição química, carga e da topografia microestrutural da superfície implantar. Maior 

valor de energia de superfície implica menor ângulo de contacto e maior molhabilidade. 

Analogamente, menor valor de energia de superfície implica maior ângulo de contacto e 

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

 

2.2.1 Molhabilidade e interação com o sangue 

 

A hidrofilia influencia a adesão seletiva de proteínas sanguíneas e a sua 

composição, força de ligação, conformação e orientação. Desta forma uma elevada 
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hidrofilia das superfícies implantares conduz à adesão das plaquetas, ativação dos 

trombócitos e consequente formação do coágulo (Figura 1) (Almas et al., 2019).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.2 Molhabilidade e a adesão bacteriana 

 

A hidrofilia das superfícies implantares tem sido apontada como promotora para 

a adesão inicial do biofilme enquanto que superfícies hidrofóbicas demostraram possuir 

uma maior adesão bacteriana. Tal facto acontece através das interações entre a superfícies 

hidrofóbicas dos implantes e as propriedades hidrofóbicas dos componentes que 

constituem as membranas celulares, bem como as adesinas localizadas nas fimbrias ou 

nos pilis. No entanto, apesar da elevada hidrofilia das superfícies implantares, a 

topografia da superfície continua a ser apontada como tendo papel mais determinante na 

adesão bacteriana (Almas et al., 2019).  

 

  

2.2.3 Molhabilidade e o seu papel na osteointegração  

 

A molhabilidade apresenta um papel relevante na promoção da formação óssea 

imediata ao potenciar a diferenciação osteoblástica nas fases inicias do processo 

osteointegrativo. Superfícies hidrofílicas apresentam melhor contributo para a 

osteointegração que superfícies hidrofóbicas (Almas et al., 2019). 

Figura 1-Comparação entre superfícies hidrofóbicas e hidrofílicas na presença de 

sangue. (a) Superfície hidrofóbica com baixa energia de superfície e 

molhabilidade; (b) Superfície hidrofílica com alta energia de superfície e 

molhabilidade. [Adaptada e devidamente autorizada por Wennerberg, 

Albrektsson, & Jimbo (2015)] 
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2.2.4 Obtenção dos valores de molhabilidade das superfícies implantares 

 

Para obter os valores de molhabilidade, a técnica comumente utilizada é a do 

ângulo de contacto. Esta permite analisar a camada mais extrínseca dos átomos 

estendendo-se a 1 nm de profundidade. Para esta medição utiliza-se uma gota séssil, 

frequentemente de água. Com esta abordagem é possível obter ótimos resultados aquando 

da análise de superfícies planas e de tamanho considerável. No entanto, os implantes 

apresentam superfícies implantares irregulares, de pequenas dimensões e com espiras 

causando a interposição da gota (F. Rupp et al., 2018).   

 

2.3 Rugosidade da superfície implantar  

 

A rugosidade da superfície implantar é comumente descrita utilizando a 

nomenclatura Ra, no caso de ser um parâmetro bidimensional, ou Sa no caso de 

corresponder a um parâmetro tridimensional (englobando a altura das estruturas da 

superfície). As superfícies implantares são classificadas em quatro grupos distintos 

consoante o valor da rugosidade tridimensional (Sa): implantes lisos apresentam valores 

de Sa inferiores a 0,5 m; implantes minimamente rugosos apresentam valores de Sa 

entre 0,5m e 1m; implantes moderadamente rugosos exibem valores de Sa entre 1m 

e 2 m; implantes com superfície rugosa exibem valores de Sa superiores a 2 m (De 

Bruyn et al., 2017).  

É possível correlacionar a rugosidade da superfície implantar e a resposta óssea  

com a qualidade mecânica do interface osso-implante (Almas et al., 2019). 

A rugosidade da superfície é um fator chave no processo de osteointegração, 

verificando-se um aumento da atividade osteoblástica em superfícies  rugosas (valor de 

Sa varia entre o 1m e 100 m) comparativamente a superfícies lisas (Hong & Oh, 2017). 

 

2.3.1 Medição da rugosidade das superfícies implantares   

 

Ao contrário de superfícies planas onde é relativamente fácil a sua análise 

topográfica, os implantes apresentam uma topografia complexa devido à sua curvatura, 

espiras e degraus. Estas características topográficas da superfície dificultam a medição 
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pois são áreas irregulares, de pequenas dimensões e inacessíveis. A perfilometria, 

interferometria, microscopia eletrónica de varrimento e a microscopia confocal a laser 

são alguns meios de análise da microtopografia utilizados atualmente (F. Rupp et al., 

2018) 

Atualmente os valores de Sa é a unidade mais fiável no que concerne à avaliação 

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

 

2.3.2 Relação da rugosidade e o carácter hidrofóbico e hidrofílico  

 

É possível relacionar o carácter hidrofóbico e hidrofílico de uma superfície 

implantar com a sua rugosidade através do ângulo de contacto. Uma superfície hidrofílica 

quando sujeita a um aumento de rugosidade torna-se numa superfície ainda mais 

hidrofílica.  Por sua vez, o mesmo se constata com uma superfície de caracter hidrofóbico, 

onde um aumento de rugosidade promove um aumento deste mesmo caracter hidrofóbico. 

(F. Rupp et al., 2018).   

 

2.4 Tratamentos de superfície em implantes de titânio  

 

2.4.1 Superfícies maquinadas  

 

Originalmente os implantes apresentavam uma superfície lisa. Estes eram 

designados com implantes maquinados pois apenas era conferida a macro topografia 

através da introdução de espiras. Após o seu processamento, estes eram limpos, 

descontaminados e esterilizados (Abraham, 2014). 

Microscopicamente é possível visualizar na superfície destes implantes as marcas 

dos instrumentos utilizados aquando da sua preparação (Abraham, 2014). 

A existência destas imperfeições na superfície permite um interface direto entre o 

osso e o implante. No entanto estes implantes apresentam como desvantagem a 

proliferação das células osteogénicas ao longo dos sulcos na superfícies tornando o 

período de osteointegração mais longo (Abraham, 2014).   

Atualmente, uma vez que foram as primeiras disponibilizadas no mercado e 

devido à sua baixa rugosidade, as superfícies maquinadas são usadas como grupo de 

controlo nas diversas investigações na área da implantologia (Annunziata e Guida, 2015). 
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2.4.2 Superfícies Macrotexturizadas 

 

É possível obter superfícies com macrotextura utilizando processos de adição e 

subtração. As técnicas, mais frequentes para adquirir superfícies com esta textura são 

aditivas e consistem em: spray de plasma de titânio ou SPT (pulverização de partículas 

de titânio) e spray de plasma de hidroxiapatite ou SPH (pulverização com fosfato de 

cálcio) (Le Guéhennec, Soueidan, Layrolle, & Amouriq, 2007). 

No primeiro caso, as partículas de titânio são projetadas contra a superfície do 

implante a altas temperaturas. Devido a estas temperaturas, as partículas fundem-se 

originando assim uma camada uniforme aumentando a área de superfície (De Bruyn et 

al., 2017). Esta camada apresenta uma espessura de 40-50 m e uma rugosidade média 

de 7m (Le Guéhennec et al., 2007). 

No segundo caso as partículas cerâmicas são projetadas a altas temperaturas 

contra a superfície do titânio. Para que exista retenção mecânica das partículas, a 

superfície deve ser previamente tratada para aumentar a sua rugosidade. A espessura da 

camada obtida na superfície do titânio deve ser na ordem dos micrómetros ou, por vezes, 

dos milímetros. Por sua vez, devido à elevada espessura e porosidade desta camada, é 

possível a existência de uma separação da mesma da superfície do implante,  consequente 

libertação de partículas residuais e alterações na composição química e estrutura cristalina 

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

 

2.4.3 Superfícies microtexturizadas  

 

A forma mais comum para obter superfícies microtexturizadas é através de um 

método de subtração, o condicionamento ácido. Este pode ser complementado com o 

jateamento de partículas num método que combina a subtração com a adição.  

A aplicação de ácido em superfícies metálicas permite modificações na sua 

rugosidade. Ácidos fortes como o ácido fluorídrico (HF), ácido nítrico (HNO3), ácido 

sulfúrico e a combinação destes ácidos, podem ser usados no tratamento de superfícies 

de titânio. Este tratamento de superfície permite aumentar a adesão celular e a formação 

de osso e consequentemente aumenta a osteointegração (Jemat, Ghazali, Razali, & 

Otsuka, 2015).  

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

condicionamento ácido duplo. Neste tratamento de superfície, a mesma é submetida a 
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uma combinação de ácidos, simultaneamente ou sequencialmente. Estudos demostraram 

que o uso do duplo condicionamento ácido apresenta melhores resultados quando sujeitas 

ao torque de remoção reverso e durante o processo de osteointegração. Isto deve-se 

maioritariamente à microrugosidade conferida à superfície durante este procedimento 

(Jemat et al., 2015). 

A microtexturização superficial obtida pelo ataque ácido pode ser combinada com 

a macrotexturização devido ao jateamento com partículas (por exemplo óxido de 

alumínio ou cerâmica (Jemat et al., 2015).   

As superfícies implantares submetidas a este processo designa-se SLA (S-

Sandblast, L-Large Grit, A- Acid Etching). O princípio deste tratamento é promover, 

numa superfície previamente jateada com partículas de grão grosso (normalmente óxido 

da alumínio ou titânio), a erosão da superfície com recurso a um ácido. Desta forma é 

possível obter uma superfície com macrorugosidade e pequenas cavidades. Estudos 

indicam que as maiores cavidades nesta superfície apresentam dimensões entre 5 m e 

20 m de diâmetro, e as cavidades de menores dimensões possuem dimensões entre 0,5 

m e 3 m de diâmetro (Jemat et al., 2015). Esta superfície é descrita como promotora 

da proliferação celular e diferenciação osteoblástica e osteoclástica (Hotchkiss, Ayad, 

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

 

2.4.4 Superfícies nanotexturizadas 

 

Enquanto a microtexturização da superfície implantar apenas atua ao nível celular 

na osteointegração, a nanotexturização abrange interações a nível dos componentes 

celulares, tais como proteínas (Smeets et al., 2016).  

Os tratamentos necessários para obter superfícies nanotexturizadas são de dois 

tipos: Tratamento eletroquímico e condicionamento com laser + oxidação com plasma 

eletrolítico.  

No primeiro caso, o método eletroquímico também designado por anodização ou 

oxidação anódica (Kirmanidou et al., 2016), as superfícies implantares são sujeitas a um 

tratamento eletrolíticos sendo posicionadas como ânodos em células galvânicas e 

utilizado como eletrólito ácidos fosfórico (Wirth et al., 2017). Durante o processo de 

anodização, existe uma interação entre zonas onde é formado camadas de óxido e zonas 

onde essa camada é dissolvida. O resultados desta interação é a formação de microporos 
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que aumentam exponencialmente com o aumento da voltagem tendo estes dimensões que 

variam entre 3m e 10m (Park et al., 2007; Peto et al., 2002; Wirth et al., 2017). 

Durante o processo de anodização forma-se uma camada na superfície implantar 

com 5% de fosforo (na forma de fosfato) e TiO2 (óxido de titânio) dispostos numa matriz 

amorfa que quando comparado com a superfície SLA, permite um menor potencial de 

osteointegração (Wirth et al., 2017) 

No segundo caso, o condicionamento com laser promove a formação de uma cada 

de óxido de titânio enquanto controla a rugosidade da superfície (Wirth et al., 2017). 

Este processo envolve um tratamento prévio de condicionamento com laser 

Nd:YAG a 50kW com frequência de 7,5 KHz. Seguidamente o implante é processado 

numa solução contendo glicerofosfato pentahidrato disódico a 3,5%, monohidrato de 

cálcio a 1,2% durante 15 segundos a uma voltagem de 350 V e frequência de 800 Hz. 

Este procedimento induz uma oxidação por microarco obtendo-se uma melhor rugosidade 

de superfície em comparação com a oxidação por anodização (Wirth et al., 2017). 

Um estudo indicou que este tratamento de superfície aumentou em 20% o torque 

de remoção do implante quando comparado com as superfícies maquinadas e jateadas 

(Peto et al., 2002).  

 

3. Doença peri-implantar  

 

Inicialmente, os implantes de titânio estavam desenhados para possuírem uma 

durabilidade entre os 20-25 anos. No entanto, a taxa de insucesso precoce dos implantes 

é de 10%, sendo a maior causa destas infeções bacterianas 1 ano após a implantação. 

Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum são alguns 

do exemplos de bactérias que estão na origem da inflamação tecidular e consequente 

recessão óssea pelos mecanismos da peri-implantite (Damiati et al., 2018).  

A doença peri-implantar apresenta fatores etiológicos comuns à periodontite. Em 

pacientes diagnosticados com peri-implantite moderada/severa, o surgimento da doença 

ocorre, em média, 3 anos após a implantação e apresenta uma padrão não linear de 

agravamento num período de 9 anos (Salvi, Cosgarea, & Sculean, 2017). 
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3.1 Definições 

 

3.1.1 Saúde peri-implantar  

 

A saúde peri-implantar pode ser caracterizada clinicamente e histologicamente. 

Clinicamente, a saúde peri-implantar apresenta ausência de sinais de inflamação e 

hemorragia à sondagem. Tanto em implantes com o nível ósseo normal como com nível 

ósseo reduzido, a saúde peri-implantar pode estar presente (G. Caton et al., 2018). 

Histologicamente, apresenta-se com tecido conjuntivo coberto por epitélio queratinizado 

ou não queratinizado (Araujo & Lindhe, 2018).  

 

3.1.2 Mucosite peri-implantar  

 

A mucosite peri-implantar é caracterizada, clinicamente, como apresentando 

hemorragia à sondagem e sinais visíveis de inflamação dos tecidos e histologicamente 

verifica-se a existência de um infiltrado inflamatório bem definido que se estende desde 

do tecido conjuntivo até à 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 condição patológica associada à 

placa bacteriana que ocorre nos tecidos em redor de um implante dentário. Esta condição 

é caracterizada por inflamação da mucosa peri-implantar e consequente perda progressiva 

de suporte ósseo, estando associada a um fraco controlo de placa e/ou história de 

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

 

3.2 Etiologia da peri-implantite 

 

O modelo atual da etiologia da doença periodontal/doença peri-implantar, assenta 

no conceito de sinergia e disbiose polimicrobiana (Frédéric, Michel, & Selena, 2018). 

Em pacientes suscetíveis, a disbiose, espoleta uma resposta inflamatória do hospedeiro 

causando lesões nos tecidos circundantes ao implante e consequente perda de osso 

alveolar (Frédéric et al., 2018). 
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3.3 Prevalência e incidência da peri-implantite 

 

A prevalência da peri-implantite, comparativamente com a prevalência da 

periodontite, não se encontra tão bem estudada uma vez que os estudos desta doença ainda 

estão numa fase inicial e os estudos existentes sobre a sua prevalência apresentam valores 

bastantes divergentes. Esta divergência deve-se às diferentes classificações utilizadas 

aquando da realização destes estudos (Frédéric et al., 2018). 

Numa revisão sistemática, Dreyer et al. (2018) concluiu que a prevalência da peri-

implantite é de 18,8% (95% CI 16.8%-20.8%), sendo este valor consistente com restantes 

estudos descritos. Nessa mesma revisão, Dreyer et al. (2018) demostrou que fatores como 

o tabaco, diabetes e presença de periodontite são fatores de risco para a doença peri-

implantar. Já a idade e o género não 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 hábitos de higiene podem ser determinantes para a formação e progressão da 

peri-implantite  (Schwarz et al., 2018). 

A nova classificação das peri-implantites, apresentada no congresso Europerio9 

permitirá uma avaliação mais detalhada da prevalência da peri-implantite a nível 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 (A. 

odontolyticus e V. parvula) são os colonizadores primários do biofilme dentário. 

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) são os colonizadores secundários (Mahajan, Singh, Kashyap, 

Kumar, & Mahajan, 2013). 
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Membros do complexo verde e laranja estão associados a alguma infeções 

periodontais e não-periodontais. Os membros do complexo vermelho estão associados a 

localizações com hemorragia à sondagem, sendo que as bactérias deste complexo se 

associam com bactérias do complexo laranja (Mahajan et al., 2013). 

Este modelo de colonização foi transposto para os implantes, sendo assumido que 

a periodontite e a peri-implantite partilhavam características semelhantes. No decorrer do 

tempo, verificou-se que, apesar de algumas características serem semelhantes entre a 

periodontite e a peri-implantite, esta última possui algumas especificidades, 

nomeadamente a nível microbiológico (Pokrowiecki, Mielczarek, Zaręba, & Tyski, 

2017).  

Posteriormente foi possível determinar quais as bactérias mais predominantes em 

zonas de lesões peri-implantares. Num estudo realizado por Persson et al. (2013) conclui-

se que quando comparado com zonas de implantes saudáveis, as zonas de lesões 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, 

Figura 2- Complexo de Sockraanski (Adaptado e devidamente autorizada por Teles, Teles, Frias-Lopes, 

Paste & Haffajee, 2013) 
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Streptococcus mitis, Tennerella forsythia, Tennerela. denticola, e Treponema socranskii 

(Persson & Renvert, 2014).  

  Foram ainda detetadas associações 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 vírus como o Citomegalovirus e o vírus Epstein-Barr (Schwarz et al., 

2018). 

3.5 Relação entre a peri-implantite e os tratamentos de superfície 

 
As superfícies implantares cuja rugosidade varia entre os 1,1 m e 2 m possuem 

valores de osteointegração mais elevados, sendo que superfícies com rugosidade superior 

a 2 m são as mais suscetíveis ao desenvolvimento da doença peri-implantar. A evidência 

cientifica demostra que superfícies rugosas são mais suscetíveis a peri-implantites do que 

superfícies lisas (Arnhart et al., 2013).  

A evidência científica demonstra também que superfícies rugosas são mais 

propícias à adesão e fixação bacteriana do que as superfícies lisas  (Lang & Lindhe, 2015). 

Isto deve-se à elevada área de contacto e à dificuldade de limpeza da superfície, 

resultando num aumento da taxa de multiplicação das bactérias pré-existentes (Singh, 

2013). Associado à rugosidade, também a energia de superfície é fator relevante na 

adesão e desenvolvimento do biofilme bacteriano, quer a nível subgengival que a nível 

supragengival (Zhang et al., 2015).   

 

4. Microbioma oral  

 

Nas últimas duas décadas foram desenvolvidos e aperfeiçoados métodos 

independentes de meios de cultura para inoculação, isolamento e identificação das 

espécies bacterianas. Técnicas como a hibridação ADN-ADN e a sequenciação de genes 

das porções 16S do ARN ribossomal, são alguns dos exemplos de métodos que 

permitiram o aumento do conhecimento do microbioma oral e as suas implicações na 

saúde e na doença 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 caracterização completa ainda se encontra por 

determinar (Pokrowiecki et al., 2017).   
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Na boca é possível encontrar diversos tipos de tecidos, condições de crescimento 

e nutrientes permitindo assim microbioma diferentes consoante a localização. Por 

exemplo, as bolsas periodontais providenciam um habitat ideal para o crescimento de 

bactérias anaeróbicas proteolíticas, sendo este um meio anaeróbio e rico em nutrientes 

como péptidos secretados no fluido crevicular. O microbioma da saliva assemelha-se com 

o encontrado na língua e difere significativamente do encontrado nos dentes e superfícies 

radiculares (Frédéric et al., 2018). 

 

4.1 Constituintes do microbioma oral 

 

 Uma característica saliente no microbioma oral é que este pode ser agrupado 

em três zonas da cavidade oral distintas: Dente, dorso lingual e gengiva queratinizada. A 

Figura 2 é uma representação gráfica da abundância de cada espécie nos diferentes 

habitats (Mark Welch, Dewhirst, & Borisy, 2019). 

 

Figura 3- Especificidade do microbioma oral em diferentes zonas. Os pontos coloridos representam as 

espécies e aposição de cada ponto representa a sua abundância em três zonas distintas da cavidade oral: 

Placa supragengival, dorso da língua, e gengiva queratinizada; O eixo Y demostra a proporção entre a 

abundância normalizada dos táxons na placa supragengival  e a abundância normalizada no dorso da língua;  

O eixo X demostra a proporção entre a  abundância normalizada na gengiva queratinizada e a média da 

abundância normalizada na placa supragengival e dorso da língua; A área de cada ponto é proporcional à 

abundância média dos táxons nas localizações com valores mais elevados de abundância normalizada; A cor 

representa o género. (Cedido e devidamente autorizado por Mark Welch, Dewhirst, & Borisy, 2019)  
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4.2 Adesão bacteriana e formação do biofilme em superfícies de implantes de titânio 

 

 O biofilme pode ser definido com uma massa de microrganismos que se agrega 

e multiplica numa superfície sólida, tipicamente na presença de um fluido que submerge 

os microrganismos. Os componentes presentes no biofilme maduro são 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 formação e composição semelhantes. O processo 

de formação de biofilme na superfície do implante é comparável à formação de biofilme 

em dentes naturais. As características da superfície do material colonizado podem 

influenciar a quantidade e a composição da formação de biofilme. No entanto, o papel 

das propriedades da superfície implantar na formação de biofilme ainda não se encontra 

totalmente estudado (Pokrowiecki et al., 2017). 

A colonização bacteriana da superfície implantar começa cerca de 30 minutos 

após a introdução do implante na cavidade oral. A adesão inicial começa em locais onde 

as bactérias são protegidas das forças de cisalhamento (por exemplo nas regiões peri-

implantares mais profundas). A adesão inicial de bactérias é promovida por forças 

hidrofóbicas, eletrostáticas e van der Waals que aproximam as bactérias da superfície do 

implante. Após este período inicial, as bactérias aderidas ligam-se às proteínas presentes 

na pelicula aderida previamente formada tornando esta ligação irreversível permitindo 

que a atividade metabólica bacteriana se inicie (Figura 4). A natureza desta ligação 

irreversível não se encontra totalmente descrita (Pokrowiecki et al., 2017).  
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Figura 4- Representação esquemática da formação e co-agregação de biofilme multi-espécie  (a) formação inicial 

de biofilme por colonizadores primários num substrato coberto com película adquirida; (b) crescimento celular, 

divisão e produção da matriz extracelular (EPS); (c) co-adesão dos colonizadores secundários; (d) maturação e 

formação dos biofilmes multi-espécie (Adaptado de Souza et al., 2015) 
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As características da superfície do material colonizado podem influenciar a 

quantidade e a composição da formação de biofilme. No entanto, o papel das propriedades 

da superfície implantar na formação de biofilme ainda não se encontra totalmente 

estudado. Os padrões de colonização bacteriana nas superfícies implantares encontra-se 

primeiramente associados à rugosidade da superfície e segundamente à molhabilidade da 

mesma (Pokrowiecki et al., 2017).  

No que diz respeito à rugosidade, sabe-se hoje que uma superfície mais rugosa 

tende a acumular maior número de bactérias que uma superfície lisa. Este facto deve-se 

maioritariamente à deposição das colónias bacterianas nas irregularidades das superfícies 

obtendo-se assim um meio ideal para o seu crescimento, estando estas protegidas das 

agressões na cavidade oral tal como a ação da saliva e dos seus componentes. Quanto à 

molhabilidade, conhece-se hoje que superfícies hidrofóbicas apresentam maior adesão 

bacteriana que superfícies hidrofílicas. Este fenómeno pode ser explicado pelo princípio 

da termodinâmica baseado nas forças de adesão calculado pela teoria DLVO (Derjaguin 

and Landau, Verwey and Overbeek) (Pokrowiecki et al., 2017). Esta tem como base a 

premissa de que os microorganismos são partículas inertes. Desta forma, a energia 

potencial de interação entre os dois corpos é resultado de uma combinação entre as forças 

atrativas de van der Walls e as forças elétricas repulsivas  (Araújo et al., 2010). Uma vez 
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que a maioria das bactérias da cavidade oral possuem paredes celulares com carácter 

hidrofóbico aderem mais facilmente a superfícies com carácter semelhante. 

Analogamente, bactérias com carácter hidrofílico iram aderir mais facilmente a 

superfícies implantares com igual carácter. Deve ser tido em conta a diversidade 

microbiana da cavidade oral e a sua capacidade de alteração da molhabilidade 

(Pokrowiecki et al., 2017).  

 Para além das características da superfície é necessário ter em consideração o 

material constituinte do implante, uma vez que, por exemplo, a zircónia e o titânio 

apresentam padrões de colonização bacterianos distintos (Pokrowiecki et al., 2017). A 

existência do titânio, presente nos implantes, na cavidade oral pode estar envolvida na 

iniciação e progressão da doença peri-implantar. Numa revisão sobre a peri-implantite, a 

corrosão do titânio foi apontada como sendo uma das causas da perda óssea peri-

implantar. A presença de uma camada de dióxido de titânio na superfície implantar é 

fundamental para a sua biocompatibilidade, no entanto caso esta se encontre enfraquecida 

ou interrompida, pode existir corrosão do titânio (D. M. Daubert & Weinstein, 2019).  

A presença bacteriana sobre a superfície de titânio afeta as propriedades eletro-

condutoras podendo levar à criação de correntes elétricas e consequente corrosão do 

titânio (D. M. Daubert & Weinstein, 2019). Um dos exemplos mais relevantes de 

bactérias capazes de promover esta corrosão é a Streptococcus mutans. O metabolismo 

bacteriano aliado ao consumo de oxigénio desta espécie, levam à acumulação do mesmo 

sobre a superfície implantar induzindo assim ao processo de corrosão (Fukushima, 

Mayanagi, Nakajo, Sasaki, & Takahashi, 2014).  

A presença de sacarose no meio aumenta a formação do biofilme da superfície 

implantar de titânio alterando as propriedades bioquímicas e microbiológicas da mesma. 

Devido a estas alterações a colonização de espécies anaeróbias é favorecida (J. Souza et 

al., 2019).  

As superfícies de titânio possuem a capacidade de absorver minerais como o 

cálcio e o fosfato de cálcio. Estes, por um lado, contribuem positivamente para a 

osteointegração, por outro favorecem a adesão bacteriana (Yoshinari, Oda, Kato, & 

Okuda, 2001). 

Quando colocado no osso, os implantes devem apresentar a sua superfície rugosa 

totalmente coberta de osso, não sendo esta exposta à união com os tecidos moles nem ao 

ambiente da cavidade oral. Por vezes, tal não acontece, uma vez que devido à 

remodelação da crista óssea no período pós-cirúrgico expõem-se a porção mais coronal 
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do implante. Caso exista insuficiente tecido mole para o devido selamento, a superfície 

implantar ficará exposta a contaminações presentes na cavidade oral. Isto, aliado à 

rugosidade da superfície, promove a adesão bacteriana e aumenta a dificuldade de 

higienização. Como consequência, desencadeia-se uma resposta inflamatória crónica nos 

tecidos peri-implantares aumentando a possibilidade de desenvolvimento de doenças 

peri-implantares (Bermejo et al., 2019). 

A remoção das bactérias das superfícies implantares no tratamento da peri-

implantite e os agentes antimicrobianos normais podem comprometer a viabilidade da 

superfície. Desta forma, é importante o controlo do biofilme implantar em toda as fases 

da implantação: pré-cirúrgico, intra-cirúrgico, pós-cirúrgico e manutenção a longo prazo 

(D. M. Daubert & Weinstein, 2019). 

Segundo Damiati (2018) existem duas estratégias para a redução da adesão 

bacteriana: não disponibilizar espaço, no substrato, para nenhuma bactéria e/ou aplicação 

de camadas anti-adesivas prevenindo-se assim a adesão das bactérias (Figura 5) (Damiati 

et al., 2018). 

 

 

Figura 5- Processo de formação do biofilme em superfícies de titânio (a) e estratégias de redução da adesão bacteriana 

(b) (Adaptado de Damiati et al., (2018))  
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II. OBJETIVOS DO ESTUDO  

 

Com este trabalho de investigação pretendeu-se: 

 

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

implantes de titânio presentes na cavidade oral de voluntários humanos; 

 

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

 

III. HIPÓTESES DO ESTUDO 

 

Hipótese Nula 1: O tratamento de superfície Vellox® (misto) não influencia a 

penetração/adesão do biofilme bacteriano nos implantes de titânio 

 

Hipótese alternativa 1: O tratamento de superfície Vellox® (misto) influencia a 

penetração/adesão do biofilme bacteriano nos implantes de titânio 

 

Hipótese Nula 2: O biofilme não provoca alterações na superfície implantar  

 

Hipótese alternativa 2: O biofilme provoca alterações na superfície implantar 
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IV. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1. Tipo de estudo 

 

Trata-se de um estudo piloto clínico experimental para caracterizar o microbioma 

formado em superfícies mistas e totalmente maquinadas de implantes de titânio presentes 

na cavidade oral de voluntários humanos durante 48h, e para investigar o impacto dos 

microrganismos na estrutura dos implantes. 

 

2. Considerações éticas 

 

Este projeto foi avaliado e aprovado pelas seguintes entidades: Comissão 

Científica do Mestrado Integrado em Medicina Dentária do IUEM, Direção Clínica da 

Clínica Universitária Egas Moniz (Anexo) e Comissão de Ética do IUEM (Anexo). 

Todos os participantes neste estudo foram informados e esclarecidos de toda a 

metodologia e pressupostos deste estudo e assinaram de forma voluntária um 

Consentimento Informado. 

 

3. Local de realização do estudo 

 

Esta investigação foi realizada no Instituto Universitário Egas Moniz, na Clínica 

Universitária Egas Moniz (CUEM), Laboratório de Microbiologia e de Morfologia do 

Instituto Universitário Egas Moniz, Laboratório da Microbiome Insights (Vancouver, 

Canadá), Centro de Materiais da Universidade do Porto (CEMUP) e no Instituto de 

Investigação e Inovação em Saúde 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 Clínica Dentária Egas Moniz, saudáveis, voluntários e que preencheram os 

critérios de inclusão 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 Clínica Universitária Egas Moniz.  
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4.1 Critérios de Inclusão  

 

1. Membros da comunidade Egas Moniz voluntários na faixa etária dos 18 aos 30 

anos; 

2. Indivíduos sistemicamente saudáveis e não fumadores há pelo menos 6 meses;  

3. Indivíduos sem reabilitações orais com implantes  

4. Indivíduos sem doença periodontal ativa (PS  4) e cáries ativas; 

5. Gravidez  

6. Indivíduos não portadores de diabetes;  

7. Indivíduos sem antibioterapia nos últimos 6 meses  

8. Indivíduos sem uso de colutórios orais antibacterianos nos últimos 6 meses 

 

4.2 Critérios de Exclusão  

 

1. Indivíduos que não pertencentes à comunidade Egas Moniz 

2. Indivíduos com idade superior ou igual a 30 anos; 

3. Indivíduos com doenças sistémicas;  

4. Indivíduos com reabilitação oral com implantes;  

5. Indivíduos com doença periodontal ativa (PS > 4) e cáries ativas; 

6. Grávidas;  

7. Indivíduos portadores de diabetes;  

8. Indivíduos com tratamento antibiótico nos últimos 6 meses. 

9. Indivíduos que utilizaram colutórios orais antibacterianos nos últimos 6 meses. 

 

5. Materiais 

 Alginato (Laboratório Schimidy ®, Lote 305159) 

 Espátula de alginato 

 Espátula de gesso 

 Graal 

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

 Pinças esterilizadas 

 Luvas cirúrgicas esterilizadas Curity™ (Coviden™, Lote 3286165) 

 Resina Composta flowable Tetric Evoflow® (IVOCLAR VIVADENT®, Lote 

X46916) 
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 Fotopolimerizador Elipar ™ Deep Cure (3M™ ESPE) 

 Espátulas angulares 

 Moldeiras Standard universais metálicas perfuradas  

 Kit básico de avaliação em Medicina Dentária (sonda, espelho e pinça) 

esterilizados 

 Elastómero Putty Normosil Adición (NORMON® Dental, Lote 279844)  

 Broca de acrílico de desgaste (NTI®, Lote A07001) 

 Broca de acrílico de polimento NTI® (Lote A04005) 

 Brocas de gesso  

 Caixas de plástico coloridas para guardar próteses 

 Campos cirúrgicos pequenos esterilizados 

 Luvas Tamanho M descartáveis  

 Adaptador de turbina 

 Máscaras descartáveis 

 Vórtex (Heidolph® Intruments, Ref. 591-001130-00-0) 

 Acrílico Orthocryl® (DENTARUM®, Lote 469798 B) 

 Pinças de titânio para implantes 

 Recipientes plásticos com rosca de 120 ml  

 Micropipetas 

 Turbina, Micromotor e Peça de Mão da NSK 

 Microbrush Proclinic descartáveis tamanho “thin” 

 Tubos Eppendorf com rosca de 2 ml esterilizados 

 Tubos Eppendorf de tampa de 2 ml  

 Pontas para micropipeta esterilizadas 

 Câmara de fluxo laminar 

 Panos cirúrgicos esterilizados  

 Pipeta de Pasteur plásticas descartáveis  

 Álcool a 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 99% 

 Reagente Hexametildisilazano a 98% (Lote 10217918) 

 Glutaraldeído a 3% em tampão Cacodilato a 0,1 M 

 Tampão cacodilato a 0.1M 
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 Suspensão microbiológica das seguintes estirpes: Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Streptococcus mitis e 

Candida albicans 

 Estufa universal (MEMMERT®) 

 Potenciómetro (Metrohm®) 

 Tubos de ensaio  

 Recipiente de recolha de biópsias de 50ml  

 Densitómetro DENSIMAT (BIOMÉRIEUX®) 

 Suportes para tubos eppendorf  

 Arame Ortodôntico de 0,60mm de diâmetro da (DENTARUM®, Lote 421920)  

 Alicate 139 

 Excicador com bomba de vácuo  

 Caixas de Petri 

 NaCl a 0,9% 

 Água Ultra-Pura Esterilizada 

 Hott  

 Sondas periodontais graduadas (mm)  

 Panela de pressão (TALLERES MESTRAITUA S.L, Ref. 030420) 

 Estufa 

 

6. Superfícies implantares analisadas 

 

6.1 Superfície Maquinada 

 

Implante da marca Signovinces® constituído por titânio medicinal puro F67 grau 

4. Apresenta macroscopicamente espiras obtidas por fresagem de blocos de titânio. Esta 

foi a primeira superfície a ser comercializada e não apresenta qualquer tratamento de 

superfície pelo que é utilizada como controlo nesta investigação. 

 

6.2 Superfície Vellox® 

 

Implante constituído por titânio medicinal puro F67 grau 4. Implante do Sistema 

Integra® da marca Signovinces®. O tratamento de superfície destes implantes consiste 
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no jateamento de óxido de alumínio com granulometria controlada seguido de duplo 

ataque ácido. Não foi possível obter detalhes sobre os ácidos aplicados e o seu tempo de 

atuação, bem como sobre a dimensão das partículas de óxido de alumínio.  

 

7. Métodos 

 

Relativamente à metodologia seguida nesta investigação foram definidas e 

seguidas as seguintes fases:  

 

7.1 Observação clínica e colheita de dados 

 

Primeiramente foi efetuada a triagem de todos os voluntários sendo desde logo 

atribuído um código numérico de 1 a 25, consoante a ordem de chegada à Clinica Dentária 

Egas Moniz em consultas com um período de 1 hora de duração,  numa ficha anónima 

Durante esta triagem foram recolhidos o género de cada voluntário e efetuada uma 

observação clínica onde foram aplicados os critérios de inclusão e exclusão descritos 

anteriormente ficando estes registados na tabela de triagem (em anexo).  Após a triagem, 

foi efetuado o preenchimento do periodontograma na consulta assistencial de 

periodontologia da Clínica Universitária Egas Moniz. Neste foram apenas medidas as 

profundidades de sondagem de cada individuo voluntário. Após esta análise, foi efetuada 

a medição do fluxo salivar não estimulado com recurso ao método descrito por Navazech 

(1993). Este procedimento engloba as seguintes etapas:  

 

Figura 6- Cronograma das fases metodológicas do projeto de investigação 
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1.  Ao minuto zero o voluntário deve engolir toda a saliva que contém na cavidade 

oral; 

2. A língua deve estar apoiada nas superfícies linguais dos incisivos superiores; 

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

do tubo, sem cuspir ou mastigar.  

 

Durante todo o período da colheita o voluntário deve estar sentado, direito, em 

posição relaxada, com a cabeça levemente inclinada para a frente e com os olhos abertos. 

A saliva foi colhida num tubo graduado. A colheita de saliva não estimulada teve uma 

duração de 5 minutos. Os resultados expressam-se em ml/min.  

O pH da saliva foi determinado com recurso a um potenciómetro, tendo sido 

posteriormente conservada a -80º.  

Finalmente, foi recolhido o registo de mordida de cada voluntário com recurso ao 

silicone de adição CyberSilicone (CyberTech,lote 9002824) e numerado de acordo com 

atribuído a cada voluntário durante a fase de colheita de dados.  

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

cada voluntário para a obtenção das impressões individuais.   

 

7.2 Produção do dispositivo intra-oral 

 

Nesta investigação as duas superfícies implantares analisadas foram: superfície 

maquinada (Signovinces®, lote 57751) como controlo e a superfície Vellox  

(Signovinces®, lote 54795). 

 

1. Foram realizadas impressões da arcada superior e inferior de cada voluntário 

deste estudo usando alginato cromático (SCHMIDT , lote 305159). Foram usadas 

proporções equivalentes de água e pó (1:1). A mistura foi obtida com recurso a espátula 

plástica de alginato no interior de um graal de silicone à temperatura ambiente. Por forma 

a obter uma mistura homogénea e sem grumos, foi realizado movimentos em 8, 

incorporando a água e o pó, em conformidade com as instruções do fabricante.  

2. As impressões 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 número correspondente ao 

atribuído a cada voluntário 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 et al. (2016).  Para a 

elaboração da estrutura metálica dos mesmos foi utilizado arame ortodôntico de aço 

inoxidável com 6mm de diâmetro (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 à estrutura em acrílico. Nos sextos molares, e como forma de retenção do 

dispositivo, o arame foi dobrado sob a forma de grampo de Adams. Após obter-se a 

estrutura metálica foi contruído, na zona vestibular dos pré-molares inferiores de ambos 

os lados da arcada inferior, uma caixa em acrílico ortodôntico autopolimerizável 

(Ortocryl, lote 469798) com formato cilíndrico tendo as seguintes dimensões: 18mm de 

comprimento e 4 mm de diâmetro. Seguidamente à polimerização efetuou-se o polimento 

dos dispositivos com borrachas de polimento de acrílico (Figura 7). No final da sua 

confeção cada dispositivo foi identificado, na caixa de acrílico do lado esquerdo, com o 

número correspondente ao voluntário atribuído no início do estudo. Os dispositivos foram 

guardados em mangas esterilizadas em ambiente de temperatura (232) ºC, humidade 

relativa (5010) % e luz controlada até à sua esterilização.  

 

4. Os dispositivos intra-orais, após a sua fabricação e antes da introdução 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 água pura em sala limpa ISO7 

classe A; 

2- Ultrassons em 3 incrementos de águas puras; 

3 -Dupla embalagem e esterilização com óxido de etileno. 
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7.3 Preparação e introdução das amostras no dispositivo intra-oral 

 

A colocação dos implantes nos dispositivos intra-orais ocorreu dentro de uma 

câmara de fluxo laminar de forma a manter um ambiente esterilizado. A fixação dos 

implantes nas caixas de acrílico foi feita através do colo dos mesmos e com recurso à 

resina composta fotopolimerizável Tetric EvoFlow A1 (IVOCLAR VIVADENT, lote 

X46916). Em todos os dispositivos os implantes foram colocados paralelamente às caixas 

de acrílico 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 não 

contactassem entre si. Os implantes estudados foram colocados em número de 1 em cada 

lado do dispositivo perfazendo um total de 2 implantes por voluntário. Em 4 dos 23 

voluntários, escolhidos aleatoriamente e em número igual de género, foi adicionado 1 

implante de cada superfície em ambos os lados do dispositivo perfazendo 4 implantes no 

total em cada voluntário. Em todos os dispositivos intra-orais os implantes com superfície 

Vellox localizavam-se no lado direito do dispositivo e os implantes com superfície 

maquinada localizavam-se no lado esquerdo (Figura 8). Durante todo o período de 

colocação dos implantes nas goteiras foram utilizadas pinças de titânio esterilizadas para 

cada superfície implantar e para o manuseio dos instrumentos foi utilizado luvas 

esterilizadas descartáveis. 

Figura 7- Dispositivo intra-oral após confeção; (a) Vista frontal; (b) Vista superior  
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Terminada a colocação dos implantes no dispositivo intra-oral estes foram 

selados, ainda em ambiente estéril, em mangas previamente esterilizadas e identificadas 

sendo conservados nas mesmas condições descritas anteriormente.  

 

7.4 Colocação dos dispositivos na cavidade oral dos voluntários  

 

Os dispositivos foram introduzidos na arcada dentária inferior dos voluntários e 

foi questionado ao voluntário 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 

metálica esta era ajustada com recurso a um alicate 139. Caso o desconforto fosse na 

estrutura em acrílico, esta era desgastada com recurso a uma broca de desgaste de acrílico 

de grão médio (ISO 175) e polida com broca de polimento de acrílico de grão grosso (ISO 

175). Após o ajuste, o dispositivo intra-oral foi lavado com água ultra-pura esterilizada 

para remover eventuais resíduos remanescentes.  

Após colocação em boca e o ajuste devido, foi fornecido aos voluntários dois 

recipientes plásticos com tampa de rosca de 120ml contendo água ultra-pura esterilizada 

Figura 8- Colocação dos implantes em estudo no dispositivo intra-oral; (a) Vista frontal do dispositivo com os 

implantes; (b)Vista lateral da caixa acrílica do dispositivo com os implantes; (c) Colocação da resina composta 

como sistema de ancoragem dos implantes nas caixas acrílicas; (d) Polimerização da resina composta   
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e foram instruídos com os seguintes cuidados de utilização baseados no estudo Ribeiro et 

al. (2016): 

 

 Os dispositivos não devem prejudicar a fala nem os hábitos do 

quotidiano dos voluntários; 

 Os dispositivos não devem interferir com a oclusão do voluntário; 

 Os dispositivos devem ser usados durante 48h consecutivas; 

 Os dispositivos devem ser retirados durante as refeições e para a 

escovagem dentária; 

 Ao serem retirados da boca devem ser guardadas no recipiente 

fornecido pelos investigadores. Este recipiente contém água 

esterilizada pelo que apenas o dispositivo deve entrar em contacto 

com a mesma. 

 Quando o dispositivo é removido do recipiente com água deve-se 

evitar (o máximo possível) o contacto dos dedos com a água.  

 O dispositivo deve permanecer colocado durante todo o período 

referido anteriormente; 

 A cada remoção do dispositivo as caixas que alojam os implantes 

devem ser examinadas; 

1. Findo o período de 48h o dispositivo intra-oral foi retirado da boca do 

voluntário e armazenado num recipiente plástico com tampa de rosca 

contendo água ultra-pura a 4C e conservado em igual temperatura 

atmosférica até ao seu processamento (num período máximo de 15 

minutos).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9-Dispositivo intra-oral colocado em boca; (a)Vista oclusal, (b) Vista frontal em oclusão 
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7.5 Análise microbiológica  

 

7.5.1 Controlos de adesão bacteriana 

 

Para servirem de controlos de adesão bacteriana, especificidade e sensibilidade 

das análises microscópica e microbiómica foi efetuado a contaminação in vitro de dois 

implantes (um com tratamento de superfície Vellox® e outro com superfície maquinada) 

com recurso ao seguinte protocolo:  

 

1. Com recurso a um densitómetro, foram preparadas suspensões com as 

seguintes bactérias e levedura:  

 Escherichia coli (Escala da MacFarland nº 0,5) 

 Pseudomonas aeruginosa (Escala da MacFarland nº 0,5) 

 Enterococcus faecalis (Escala da MacFarland nº 1) 

 Streptococcus mutans (Escala da MacFarland nº 1) 

 Streptococcus mitis (Escala da MacFarland nº 1) 

 Candida albicans (Escala da MacFarland nº 1) 

 

2. A contaminação dos implantes com estes microorganismos decorreu durante 

um período de 6 horas onde estes eram submergidos em cada uma das 

suspensões durante períodos de 30 minutos às soluções microbiológicas pela 

seguinte ordem: 1º Escherichia coli, 2º Pseudomonas aeruginosa, 3º 

Enterococcus faecalis, 4º Streptococcus mutans, 5º Streptococcus mitis e 6º 

Candida albicans.  

3. Após terminada a etapa de contaminação os implantes foram incubados a 37° 

na estufa por um período de 24h.  

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

ambiente semelhante ao do dispositivo intra-oral já descrito anteriormente.  

 

7.5.2 Remoção dos microrganimos para a análise genómica 

 

O processamento dos dispositivos decorreu no interior da câmara de fluxo 

laminar para manter um ambiente estéril evitando assim contaminação das 

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

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

 

1. Lavar os implantes com  soro fisiológico (NaCl 0.9%) esterilizado para 

remoção de células não aderidas;  

2. Colocar os implantes em tubos eppendorf com tampa de rosca 

contendo 0,5 ml de soro fisiológico esterilizado; 

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

4. Retirar os implantes do interior do tubo eppendorf com tampa rosca e 

colocá-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 laboratório.  

 

A aplicação do protocolo de remoção efetuou-se em todos os implantes, excetuando 

aos dois implantes extra (um de cada superfície analisada) que os dispositivos com quatro 

implantes possuíam.  

 

7.5.3 Caracterização do microbioma 

  

A caracterização do microbioma foi feita sob contrato na empresa Microbiome 

Insights (Vancouver, Canadá). Os protocolos seguintes foram cedidos pela Microbiome 

Insights. 

O ácido desoxiribonucleico (ADN) das amostras foi extraído usando o Kit Qiagen 

MagAttract PowerSoil DNA KF otimizado para o robot da Termofisher Kingfisher. Este 

utiliza bandas magnéticas para capturar ADN excluindo inibidores orgânicos. A região 

V4 (posições 515 a 806) dos genes codificantes do ARNr 16S foi ampliada com recurso 

à técnica de PCR (do acrónimo inglês 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 partículas especificas 

de ADN e determinar quantitativamente se existe qualidade suficiente de partículas para 

análise. 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 então agrupadas para criar uma base de dados através do 

KAPA qPCR Library Quant kit. Posteriormente foram sequenciadas com recurso ao 

Illumina MiSeq usando primers correspondestes à base de dados do PCR realizado 

anteriormente. Após sequenciação, as leituras obtidas foram agrupadas em unidades 

operacionais taxonómicas (OTU´s) com 97% de similaridade usando o software Mothur. 

As sequências de alta qualidade foram classificadas taxonomicamente com recurso à base 

de dados de referência Greengenes v. 13_8. Numa fase final as OTU´s foram agregadas 

nos diferentes rankings taxonómicos (Filo, Classe, Ordem, Família, Género e Espécie). 

O potencial de contaminação foi avaliado por co-sequenciação de DNA 

amplificado a partir das amostras e de 11 de cada um dos reagentes controlo sendo 

aplicado os mesmos reagentes dos kits de extração quer nas amostras, quer nos controlos 

durante o processo. As unidades taxonómicas operacionais foram consideradas 

contaminantes putativos (e foram removidos) se sua abundância média nos controlos 

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

 

 

 

8. Avaliação da molhabilidade das superfícies implantares estudadas 
 

Para além de caracterizar o microbioma, este estudo também pretendeu estudar a 

energia livre de superfície (molhabilidade) e relacioná-la com a adesão microbiana. Esta 

análise decorreu no Instituto de Investigação e Inovação em Saúde da Universidade do 

Porto (I3S).  Os estudos da molhabilidade foram realizados usando o equipamento de 

medição OCA 15 e com recurso a uma unidade de seringa eletrónica (Dataphiysics 

Instruments GmbH, Germany). Este permite a medição do ângulo de contacto da gota 

depositada sobre a superfície implantar com base em imagens captadas por uma câmara 

ótica.  O interior da seringa continha água pobre em deutério (DDW-Deuterium-depleted 

water). As medições ocorreram à temperatura ambiente. Foram utilizados 8 implantes no 

total sendo 4 implantes com a superfície Vellox® e 4 implantes com superfície 

maquinada. Os implantes usados para estas medições foram analisados logo após abertura 

da sua embalagem. Os ângulos de contacto estático foram medidos à temperatura 

ambiente através da técnica da gota séssil, sendo depositadas gotículas de 2 l na 

superfície do implante. Foram depositadas, no mínimo, 12 gotas por implante e em 3 

localizações distintas, sendo que em cada localização, com recurso à rotação do implante, 

foram colocadas 4 gotas. Nesta investigação mediu-se uma variável (ângulos de contacto) 
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em diferentes unidades de observação (zonas e posições) na mesma unidade experimental 

(implante). A medição repete-se de modo sistemático, introduzindo eventuais correlações 

não nulas e variâncias heterogéneas, as quais devem ser controladas na análise de dados. 

Para efetuar estas medições repetidas e permitir a estabilização do implante na mesa de 

análise foi elaborado um dispositivo acrílico que permitia a rotação de implante sobre o 

seu maior eixo (Figuras 10).  As zonas referidas foram identificadas com as letras A (Zona 

Apical “Câmara de retenção óssea”- região plana e sem espiras), B (Zona Média) e C 

(Zona Coronal).  

Nos 4 implantes de cada superfície foi efetuado o mesmo método de medição.   

Os ângulos de contacto foram calculados com recurso ao software SCA 

(Dataphysics, version 2.0), introduzindo o perfil da gotícula na equação de Young-

Laplace.  

 

 

9. Análise microscópica 

 

Todos os implantes foram sujeitos ao seguinte protocolo de fixação no Laboratório de 

Microbiologia e de Morfologia do IUEM: 

 

1. Fixar as bactérias aderidas com 200l de solução de glutaraldeido a 1,5% em 

tampão cacodilato de sódio 0,14M durante 30 minutos à temperatura ambiente; 

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

3. Desidratar as amostras utilizando um gradiente crescente etanol (99%) /água, 

mantendo as amostras durante 10 minutos nas seguintes soluções: 

a) 50% 

Figura 10-Processo de deposição da gota séssil sobre a superfície implantar com superfície maquinada; (a) Implante 

fixo ao dispositivo acrílico de fixação; (b) Análise da molhabilidade com deposição de gota séssil em 3 localizações 

distintas da superfície implantar (Vellox®)  
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b) 60% 

c) 70% 

d) 80% 

e) 90% 

f) 99% 

4. Após removido da última solução anterior, adicionar 400 l 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 vácuo; 

 

A análise microscópica das superfícies implantares decorreu no Centro de 

Materiais da Universidade do Porto. 

Previamente à observação ao microscópio eletrónico de varrimento (MEV), as 

amostras foram fixadas nos suportes de cobre do microscópico utilizando fita de carbono. 

Após este procedimento as amostras foram observadas no MEV.  

O exame MEV / EDS foi realizado utilizando o Microscópio Eletrónico de 

Varrimento ambiental, de alta resolução (Schottky), com Microanálise por Raios X e 

Análise de Padrões de Difração de Eletrões Rectrodundidos: Quanta 400FEG ESEM / 

EDAX Genesis X4M. As amostras foram revestidas com filme fino de Au/Pd, por 

pulverização catódica (sputtering), utilizando o equipamento SPI Module Sputter Coater. 

Para análise de cada grupo de implantes foram selecionadas diferentes 

ampliações. Estas foram determinadas consoante a finalidade e as estruturas que se 

pretendiam observar. Em todos os grupos os implantes foram divididos em três zonas: 

zona coronal, zona média e zona apical. Na observação no MEC, foram captadas imagens 

utilizando dois recetores distintos: recetores de eletrões secundários (ES) e recetores de 

eletrões retrodifundidos (BSED). Os recetores de eletrões secundários permitem detetar 

os eletrões de baixa valência resultado da ionização dos átomos e/ou moléculas do 

material em estudo.   Estes são libertados, após submetidos a uma projeção de eletrões 

primários provenientes do cone de libertação do MEV. Esta reação consiste numa 

projeção inelástica (inelastic scattering) (Goldstein et al., 2017). Os recetores de eletrões 

retrodifundidos permitem detetar a porção significante de eletrões primários que possuem 

energia suficiente para reverter completamente a sua trajetória regressando novamente, 

sob a forma de eletrões primários, à superfície da amostra. Estes são detetados permitindo 
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assim obter informações sobre a composição da amostra, topografia, massa e 

cristalografia (Goldstein et al., 2017).  

Nas 3 zonas dos implantes estudados foram obtidas imagens com ampliações 

250x, 2000x e 10000x.   Em todos os grupos de implantes, os mesmos foram observados 

recorrendo a uma ampliação de 50x. Uma vez que com esta ampliação era possível 

visualizar toda a superfície implantar não foi necessário aplicar o protocolo de ampliação 

de 3 zonas do implante.  

Durante a observação das superfícies implantares foi realizado, simultaneamente, 

e em zonas previamente escolhidas, a análise da composição elementar das mesmas. Esta 

foi efetuada com o recurso ao processo de espectroscopia de raios X por dispersão de 

energia (EDS, acrónimo do inglês Energy-dispersive X-ray spectroscopy). Este assenta 

no princípio físico básico que há emissão de fotões de raio-x aquando da ionização de um 

átomo/molécula. Esta ionização ocorre durante o processo de observação no MEV. A 

energia destes fotões de raio-x dependem do elemento químico ionizado (Goldstein et al., 

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

 

10. Análise estatística  

 

Para efetuar o tratamento dos dados obtidos, foram efetuadas as análises 

estatísticas utilizando o teste paramétrico t para amostras emparelhadas, teste não 

paramétrico de Wilcoxon, Modelos Mistos com estrutura auto-regressiva de primeira 

ordem e o Teste de Adonis (Permanova). Foram definidos como níveis de significância 

de 0,005 (5%) e um intervalo de confiança de 95%. A análise 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 análise estatística dos valores resultantes da medição do ângulo de 

conctacto ajustou-se um modelo linear misto (MM) aos dados, o qual combina o efeito 

fixo do fator considerado (tipo de superfície) e os efeitos aleatórios na estrutura de 

covariância dos resíduos. A utilização de MM requer que a estrutura de covariância entre 

as observações repetidas seja conhecida. Assim, foram consideradas as seguintes 

estruturas de covariância homogénea: Auto-regressiva de 1ª ordem (AR1); Auto-

Regressiva de média móvel (ARMA), Simetria Composta (CS), Identidade (SI) e 

Toeplitz. A qualidade do ajustamento obtido com as diferentes matrizes foi avaliada 

usando os critérios de informação de Akaike (AIC), Hurvich eTsai (AICC), Bozdogan 



Materiais e Métodos 

 55 

(CAIC) e de Bayes e Schwarz (BIC), em que valores mais baixos denotam melhor 

ajustamento. 

A Análise Permutacional de Variância (PERMANOVA) testa diferenças 

significativas no microbioma entre variáveis categóricas ou contínuas discretas. As 

amostras são reatribuídas aleatoriamente para as várias categorias de amostra 

(permutações de Monte-Carlo) e as diferenças entre categorias são comparadas com as 

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

 

1. Caracterização dos participantes no estudo 

 

Foram recrutados 25 participantes. Três participantes abandonaram o estudo antes 

do final pelo que a amostra final foi de 22 indivíduos dos quais 16 (73%) do género 

feminino e 6 (27%) do masculino. 

 

2. Molhabilidade superficial  

 

Os valores obtidos na avaliação da molhabilidade de cada superfície estão 

expressos na tabela (ANEXO I). Nas figuras 11 e 12 estão representadas as imagens 

obtidas pelas câmaras durante a medição do ângulo de contacto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pela observação inicial das imagens não é possível detetar diferenças evidentes 

no ângulo de contacto formado. Uma das grandes limitações à medição do ângulo de 

contacto com implantes é a irregularidade macroscópica da superfície conferida pelas 

espiras. Tal limitação será abordada no capítulo da discussão.  

 

3. Análise microscópica 

 

 

3.1 Análise microscópica de implantes sem contaminação  

 

Figura 11- Imagem da câmara ótica para medição 

do ângulo de contacto na superfície Vellox®  
Figura 12-Imagem da câmara ótica para medição 

do ângulo de contacto na superfície maquinada  
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As imagens obtidas pela análise através do microscópio eletrónico de varrimento 

dos implantes sem contaminação são as seguintes:   

Figura 13- Imagem obtida pela observação de implantes sem contaminação (Vellox® e maquinados) 

com o MEV com ampliação 50x; (a) Superfície Vellox, (b)Superfície Maquinada. (Imagem captada 

por recetores de eletrões secundários)  

 

Figura 14-Imagem obtida pela observação de implantes sem contaminação (Vellox® e maquinados) 

com o MEV com ampliação 250x; (a) Superfície Vellox®, (b) Superfície Maquinada. (Imagem captada 

por recetores de eletrões secundários)  

 

Figura 15-Imagem obtida pela observação de implantes sem contaminação (Vellox® e maquinados) 

com o MEV com ampliação 2000x; (a) Superfície Vellox, (b) Superfície Maquinada. (Imagem captada 

por recetores de eletrões secundários)  
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Através da observação microscópica dos implantes (Figuras 13,14,15 e 16) é 

possível visualizar as diferenças topográficas de ambas as superfícies. Nos implantes com 

superfície maquinada verifica-se a existência de uma superfície 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 

superfície Vellox® observa-se a existência de uma superfície irregular e uniforme, com 

cavidades de profundidade e disposição variável e estruturas pontiagudas no topo das 

mesmas.  

 

 

3.1.1 Composição elementar da superfície implantar 

 

Com recurso à espectroscopia de raios X por dispersão de energia foi possível 

analisar os componentes elementares constituintes da superfície implantar. Os resultados 

desta análise estão descritos nas figuras 17 e 18 abaixo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16-Imagem obtida pela observação de implantes sem contaminação (Vellox® e maquinados) 

com o MEV com ampliação 10000x; (a) Superfície Vellox, (b)Superfície Maquinada. (Imagem 

captada por recetores de eletrões secundários)  
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No implante com superfície Vellox® zona 1 existe predomínio do elemento 

titânio, enquanto que na zona 2 é possível detetar alumínio, sendo este, possivelmente, 

proveniente do jateamento de óxido de alumínio durante o processo de tratamento de 

superfície (Figura 17). 

 

 

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

predominante foi o titânio (Figura 18). 

Figura 17-Resultados da espectroscopia de raios X por dispersão de energia de implantes Vellox® 

sem contaminação;(a) Imagem captada pelo MEV da superfície implantar Vellox® com ampliação 

2000x com delimitadas as zonas 1 e 2;(b) Gráfico da espectroscopia de raios X por dispersão de 

energia na zona 1;(c) Gráfico da espectroscopia de raios X por dispersão de energia na zona 2.   

 

Figura 18-Resultados da espectroscopia de raios X por dispersão de energia de implante maquinado 

sem contaminação;(a) Imagem captada pelo MEV da superfície implantar maquinada com ampliação 

10000x com delimitadas as zonas 1 e 2;(b) Gráfico da espectroscopia de raios X por dispersão de 

energia na zona; A análise da zona 2 não foi efetuada na avaliação desta superfície sendo apenas 

assinalada na imagem de microscópio.  
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3.2 Análise microscópica dos implantes contaminados in vivo sem protocolo 

de remoção 

Esta análise microscópica pretendia analisar a topografia da deposição bacteriana 

sobre as superfícies implantares.  

 

Com recurso a uma ampliação de 50x e 250x (Figuras 19 e 21) foi possível 

observar um maior número de microcolónicas bacterianas na superfície Vellox® quando 

comparada com a superfície maquinada. Com recurso às imagens obtidas por recetores 

de eletrões retrodifundidos (Figura 20) foi ainda possível verificar que a maior adesão de 

Figura 19-Imagem obtida pela observação com o MEV com ampliação 50x de ambas as superfícies estudadas 

(sem aplicação do protocolo de recolha); (a) Superfície Vellox® sujeita ao meio ambiente da cavidade oral 

(com contaminação e sem aplicação de protocolo de remoção do biofilme), (b) Superfície Maquinada sujeita 

ao meio ambiente da cavidade oral (com contaminação e sem aplicação de protocolo de remoção do biofilme). 

(Imagem captada por recetores de eletrões secundários)  

 

Figura 20-Imagem obtida pela observação com o MEV com ampliação 50x de ambas as superfícies estudadas 

(sem aplicação do protocolo de recolha); (a) Superfície Vellox® sujeita ao meio ambiente da cavidade oral 

(com contaminação e sem aplicação de protocolo de remoção do biofilme), (b) Superfície maquinada sujeita ao 

meio ambiente da cavidade oral (com contaminação e sem aplicação de protocolo de remoção do biofilme). 

(Imagem captada por recetores de eletrões retrodifundidos)  

 



Estudo Piloto: Caracterização in vivo do microbioma formado em superfícies mistas e totalmente maquinadas de 

implantes de titânio 
 

 62 

bactérias ocorre a nível das espiras e do colo do implante. Em ambas as superfícies a 

adesão bacteriana decorreu de forma uniforme e semelhante ao longo de todo o 

comprimento do implante (apical para coronal).  

 

 

 

 

 

 

Figura 21- Imagem obtida pela observação com o MEV com ampliação 250x de ambas as superfícies estudadas (sem 

aplicação do protocolo de recolha); (a) Superfície Vellox® sujeita ao meio ambiente da cavidade oral (com 

contaminação e sem aplicação de protocolo de remoção do biofilme), (b) Superfície maquinada sujeita ao meio 

ambiente da cavidade oral (com contaminação e sem aplicação de protocolo de remoção do biofilme). (Imagem 

captada por recetores de eletrões secundários)  

 

Figura 22-Imagem obtida pela observação com o MEV com ampliação 2000x de ambas as superfícies estudadas 

(sem aplicação do protocolo de recolha); (a) Superfície Vellox® sujeita ao meio ambiente da cavidade oral (com 

contaminação e sem aplicação de protocolo de remoção do biofilme), (b) Superfície maquinada sujeita ao meio 

ambiente da cavidade oral (com contaminação e sem aplicação de protocolo de remoção do biofilme). (Imagem 

captada por recetores de eletrões secundários)  
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Com recurso a imagem obtidas com ampliação 2000x e 10000x (Figura 22 e 23) 

foi possível verificar que as colónias bacterianas na superfície Vellox® encontravam-se 

em maior número do que nas superfícies maquinadas e estão depositadas nas 

microrugosidades das superfícies. Na superfície maquinada as colónias, apesar de em 

menor quantidade quando comparada com a superfície Vellox®, apresentam-se, 

visualmente com maiores dimensões. Em ambas as superfícies foi possível observar um 

predomínio de bactérias com forma bacilar em detrimento de cocos. Nas imagens foi 

ainda possível observar pequenas placas de tecido cuja origem provável é fragmentos de 

mucosa decorrentes da utilização e da localização próxima da mesma. 

 

3.3 Análise microscópica dos implantes contaminados in vivo com protocolo de 

remoção 

 

 

O objetivo desta análise foi a comparação entre a superfície antes e depois de sujeitá-

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

mesma visíveis microscopicamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23-Imagem obtida pela observação com o MEV com ampliação 10000x de ambas as superfícies 

estudadas (sem aplicação do protocolo de recolha); (a) Superfície Vellox® sujeita ao meio ambiente da cavidade 

oral (com contaminação e sem aplicação de protocolo de remoção do biofilme), (b) Superfície maquinada sujeita 

ao meio ambiente da cavidade oral (com contaminação e sem aplicação de protocolo de remoção do biofilme). 

(Imagem captada por recetores de eletrões secundários)  
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Figura 26-Imagem obtida pela observação com o MEV com ampliação 10000x da superficie Vellox® 

(com contaminação Vs sem contaminação); (a) Superfície Vellox® de um implante sujeito ao meio 

ambiente da cavidade oral (contaminação in vivo + aplicação de remoção de protocolo de biofilme); 

(b)Superfície Vellox® de um implante não sujeito ao meio ambiente da cavidade oral (sem 

contaminação). (Imagem captada por recetores de eletrões secundários)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 24- Imagem obtida pela observação com o MEV com ampliação 50x da superfície Vellox® e 

maquinada (com contaminação + protocolo de recolha) ; (a) Superfície Vellox® de um implante 

sujeito ao meio ambiente da cavidade oral (contaminação in vivo + aplicação de protocolo de 

remoção do biofilme); (b)Superfície maquinada de um implante sujeito ao meio ambiente da cavidade 

oral (contaminação in vivo + aplicação de protocolo de remoção do biofilme). (Imagem captada por 

recetores de eletrões secundários)  

 

Figura 25- Imagem obtida pela observação com o MEV com ampliação 2000x da superficie Vellox® 

(com contaminação Vs sem contaminação); (a) Superfície Vellox® de um implante sujeito ao meio 

ambiente da cavidade oral (contaminação in vivo + aplicação de protocolo de remoção do biofilme); 

(b) Superfície Vellox® de um implante não sujeito ao meio ambiente da cavidade oral (sem 

contaminação). (Imagem captada por recetores de eletrões secundários) 
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No que toca aos implantes com superfície Vellox® foi possível verificar-se que 

não existiu alteração estrutural microscópica após a exposição da mesma aos 

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

 

 

Relativamente à superfície maquinada, tal como na superfície Vellox®, não houve 

alterações estruturais a nível microscópico (Figuras 27 e 28). 

 

 

 

Figura 27- Imagem obtida pela observação com o MEV com ampliação 2000x da superficie maquinada 

(com contaminação Vs sem contaminação); (a) Superfície maquinada de um implante sujeito ao meio 

ambiente da cavidade oral (contaminação in vivo + aplicação de protocolo de remoção do biofilme); 

(b) Superfície maquinada de um implante não sujeito ao meio ambiente da cavidade oral (sem 

contaminação). (Imagem captada por recetores de eletrões secundários)  

 

Figura 28- Imagem obtida pela observação com o MEV com ampliaçã 10000x da superfície maquinada 

(com contaminação Vs sem contaminação); (a) Superfície maquinada de um implante sujeito ao meio 

ambiente da cavidade oral (contaminação in vivo+ aplicação de protocolo de remoção); (b)Superfície 

maquinada de um implante não sujeito ao meio ambiente da cavidade oral (sem contaminação). (Imagem 

captada por recetores de eletrões secundários)  
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Figura 29- Imagem obtida pela observação com o MEV dos implantes de controlo;(a) Imagem da observação da 

Superfície Vellox® de implante contaminado in vitro (ampliação 20000x);(b) Imagem da observação da Superfície 

maquinada de implante contaminado in vitro (ampliação 10000x) (Imagem cedidas pelo CEMUP) 

 

4 Análise microbiológica 

 

4.1 Análise dos implantes de controlo da adesão bacteriana (contaminados in 

vitro) 

De forma consistente com os microrganismos que foram adicionados aos 

implantes, as imagens microscópicas revelaram a existência de bacilos, cocos e ainda 

uma levedura em divisão (Figura 29). Contudo, a análise microbiómica revelou a 

presença de Escherichia coli, Streptococcus infantis e Haemophilus parainfluenzae em 

ambas as superfícies contaminadas in vitro. Estes resultados revelam uma baixa 

sensibilidade (não foram detetados todos os microrganismos adicionados) e 

especificidade (foram detetados microrganismos que não foram adicionados) da análise 

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

implante indica claramente que as duas superfícies implantares são semelhantes na 

capacidade de colonização bacteriana.  

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

      

  

 

4.2 Análise dos implantes sujeitos à cavidade oral  

 

4.2.1 Contagem das leituras 

 

Os resultados da análise microbiológica destes implantes permitiram um total de 

186 072 leituras dispostas na tabela 1.   
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Tabela 1- Tabela de leituras por superfície em cada individuo  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 Devido à presença de amostras com baixas leituras apenas foram incluídas, para 

classificação taxonómica, 16 indivíduos (correspondendo a 32 amostras). Foram assim 

excluídos os indivíduos número 5, 8, 9, 14,15 e 22. 

 As leituras obtidas durante o processo de sequenciação foram posteriormente 

agrupadas em unidades operacionais taxonómicas (OTU’s) com 97% de similaridade 

obtendo-se um total de 2169 OTU’s.     

 

 

4.2.2 Classificação taxonómica das sequências obtidas   

 

Após a identificação dos OTU´s, estes foram agregados em cada ranking 

taxonómico (Filo, Classe, Ordem, Família, Género e Espécie) obtendo-se os seguintes 

resultados: 
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Figura 30-Taxa de agregação em cada ranking taxonómico; (a) Filo; (b) Classe; (c) Ordem; (d) Familia; (e) Género  

 

 



Resultados 

 69 

Figura 31-Taxa de agregação por espécie 

Tabela 2-Espécies bacterianas identificadas pela análise microbiológica dos implantes 

estudados  

 

 

 

Através do Figura 31 verifica-se a existência de 34 diferentes espécies bacterianas. 

Estas encontram-se descritas na tabela 2. 
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4.2.3 Proporções bacterianas  

 

 Devido a um número reduzido de leituras, não foi possível determinar as 

proporções bacterianas para os indivíduos 5, 8, 9, 14, 15 e 23, restando apenas 16 

indivíduos.  

 

4.2.3.1 Proporções de Enterococcus não classificados e Escherichia coli 

  

  Na tabela 3 e 4 estão representadas as proporções de Enterococcus não 

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

indivíduo.   

 

 

 

4.2.3.2 Proporções de  Fusobacterium não classificada e 

Porphyromonas não classificadas  

  

  Na tabela 5 e 6 estão representadas as proporções de Fusobacterium não 

classificadas e Porphyromonas não classificadas presentes em cada tipo de implante 

emparelhadas por indivíduo.   

 

 

 

Tabela 3-Proporções de Enterococcus não classificados  

 

Tabela 4-Proporções de Escherichia coli  
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4.2.3.3 Proporções Actinomyces não classificada e Prevotella melaninogenica 

 

 Na tabela 7 e 8 estão representadas as proporções de Actiniomyces não 

classificada e Prevotella melaninogenica presentes em cada tipo de implante 

emparelhadas por indivíduo.   

   

 

 

 

 

Tabela 5-Proporções de Fusobacterium não classificada  

 

Tabela 6-Proporções de Porphyromonas não classificada  

 

Tabela 7-Proporções Actinomyces não classificadas 

 

Tabela 8-Prevotela melaninogenica  
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4.2.3.4 Proporções de Prevotella nanceiencis e Prevottela não classificadas 

 

 Na tabela 9 e 10 estão representadas as proporções de Prevotella nanceiensis e 

Prevotella não classificada presentes em cada tipo de implante emparelhadas por 

indivíduo.  

  

 

4.2.3.5 Proporções Rothia dentocariosa e Rothia mucilaginosa 

 

 Na tabela 11 e 12 estão representadas as proporções de Rothia dentocariosa e 

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

 

 

Tabela 9-Proporções Prevotella nanceiesnsis  

 

Tabela 10-Proporções Prevotella não classificada  

 

Tabela 11-Proporções Rothia dentocariosa  

 

Tabela 12-Proporções Rothia mucilaginosa  
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4.2.3.6 Proporções Streptococcus infantis e Streptococcus não classificados 

  

Na tabela 13 e 14 estão representadas, respetivamente, as proporções de 

Streptococcus infantis e Streptococcus não classificados presentes em cada tipo de 

implante emparelhadas por indivíduo. 

  

4.2.3.7 Restantes proporções bacterianas  

  

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

II). 

 

5. Análise estatística  

 

 A análise estatística focou-se na análise da molhabilidade das superfícies 

implantares e na análise microbiológica dos implantes contaminados in vivo.  

 

5.1 Análise estatística dos valores da molhabilidade da superfície implantar 

 

 A análise estatística dos valores do ângulo de contacto mostra que os ângulos 

de contacto são significativamente maiores na superfície Vellox (135,6º ± 2,8), 

comparativamente à superfície maquinada (102,6 ± 0,4), com base numa estrutura 

autorregressiva de 1ª ordem, com variância e correlação homogénea (p < 0.001). Desta 

forma a superfície Vellox® apresenta menor molhabilidade que a superfície maquinada.  

Tabela 13-Proporções Streptococcus infantis  

 

Tabela 14-Proporções Streptococcus não classificados  
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5.2 Análise estatística dos valores microbianos nos implantes contaminados 

in vivo   

 

5.2.1 Alfa Diversidade e nº de leituras 

 

A Alfa diversidade pode ser definida como a relação entre a complexidade das 

espécies e a sua riqueza num mesmo meio (Whittaker, 1972). Para o cálculo da alfa 

diversidade utilizou-se o índice de diversidade de Shannon como índice de referência. O 

cálculo deste índice foi efetuado tendo como base os resultados dos OTU’s iniciais. A 

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

 

 

Os valores encontram-se resumidos na Figura 32 abaixo: 

 

 

  

 

 

Figura 32-Boxplot para comparação dos diferentes índices de diversidade de Shannon de cada amostra  
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A exploração prévia destes dados relativamente à aplicação de testes paramétricos 

(teste t para amostras emparelhadas) revelou que as distribuições não apresentam desvios 

significativos à normal, exceto para o nº de leituras na superfície de controlo. Os 

resultados encontram-se descritos na Tabela 16.  

 

 
 

Tabela 15- Valores do índice de diversidade de Shannon em cada amostra emparelhado 

por individuo  

 

Tabela 16-Estatistca descritiva para as variáveis "nº de leituras" e "Índice de Diversidade de Shannon" em cada 

superfície; Par 1 (nº de bactérias); Par 2 (Índices de Shannon); Média: Refere-se à média  dos valores de nº de leituras 

no par 1 e à média dos valores do indicie de Shannon no par 2 
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Nestas condições, aplicou-se o teste t para amostras emparelhadas nas 

comparações entre superfícies. Os resultados obtidos constam na tabela 17, da qual se 

conclui não existirem diferenças significativas entre superfícies, quer para o nº de leituras 

quer para o índice. 

 

Face à referida violação da normalidade, as mesmas comparações foram efetuadas 

com o teste não paramétrico de Wilcoxon, concluindo-se, analogamente, que o nº de 

leituras não difere significativamente entre superfícies (p = 0.263), e que o índice de 

Shannon não difere significativamente entre superfícies (p = 0.115).  Desta forma 

observa-se que a alfa diversidade e número de leituras não apresenta diferenças 

estatisticamente significativas.  

 

 

5.2.2 Diversidade Beta e teste de abundância diferencial  

 

A diversidade beta pode ser definida como a extensão da especificidade bacteriana 

ao longo do seu habitat (Whittaker, 1972), ou seja diversidade entre amostras. De forma 

a obter uma representação gráfica das similaridades da composição microbiana entre 

amostras, foram agrupados os OTU’s com recurso ao Índice Dissimilaridade de Bray-

Curtis. Este foi calculada pela razão entre as diferenças absolutas somadas nas contagens 

e a soma das abundâncias nas duas amostras (Bray & Curtis, 1957). Após a agrupar todos 

os OTU’s, foi efetuada uma ordenação pelo Princípio da Análise das Coordenadas 

Principais (PCoA) baseado nos valores obtidos do Índice Dissimilaridade de Bray-Curtis 

estando estas representadas no na figura 33.  

Tabela 17-Resultados do teste t para amostras emparelhadas (variáveis analisadas: nº de leituras e índice de 

Shannon) Par 1 (nº de bactérias); Par 2 (Índices de Shannon); Média: Refere-se à média dos valores de nº de leituras 

no par 1 e à média dos valores do índicie de Shannon no par 2 
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A interpretação dos dados presentes em gráficos do princípio da análise das 

coordenadas principais basea-se na premissa que pontos próximos apresentam maior 

semelhança entre si e que pontos distantes apresentam menor semelhança. Pontos 

agrupados indica que existe semelhança entre um grande número de amostras. Ao avaliar-

se os resultados da Figura 33 pode-se afirmar que a dispersão entre os pontos indica-nos 

existirem dissimilaridades entre as amostras.     

 

De forma a avaliar se tais dissimilaridades eram estatisticamente significativas 

procedeu-se à análise dos dados da beta diversidade com recurso ao teste de Adonis 

(Permanova) que demostrou não existirem diferenças significativas entre os microbiomas 

encontrados (p = 0.3387) quer na superfície maquinada, quer na superfície Vellox® 

(Tabela 18).  

 

Figura 33-Gráfico do princípio análise das coordenadas principais da composição 

microbiana de todas as amostras 
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A abundância relativa refere-se a quão comum ou rara uma OTU é relativa a outras 

OTUs na mesma comunidade. Nas análises de diversidade beta, a abundância relativa é 

útil para monitorizar mudanças na população de um táxon entre as amostras. As 

pontuações de abundância são as contagens de sequências atribuídas a cada OTU. 

 

5.2.2.1 Teste de abundância diferencial 

 

Esta é uma estimativa da dependência da média da variância nos dados de 

contagem de ensaios de sequenciação de alto rendimento e testes para expressão 

diferencial com base num modelo usando a distribuição binomial negativa (Love, Huber, 

& Anders, 2014). A distribuição binomial negativa é uma distribuição de probabilidade 

discreta do número de sucessos numa sequência de ensaios independentes e de 

distribuição idêntica de Bernoulli antes que ocorra um número especificado (não 

aleatório) de falhas. Esta é uma distribuição útil para modelar com base numa contagem 

(como microbioma), onde as réplicas biológicas são baixas e os dados não são 

normalmente distribuídos (Bliss & Fisher, 1953). 

O DESeq2 foi utilizado para identificar a taxa diferencialmente abundante entre 

as variáveis do grupo, sendo que não foi detetado qualquer OTU que fosse 

diferencialmente abundante em ambas as superfícies implantares.   

 

 

 

5.2.3 Análise das proporções bacterianas  

 

 

A análise dos dados das proporções bacterianas (tabelas 6 a 18) consistiu na 

aplicação de um teste paramétrico (teste t para amostras emparelhadas) que demostrou 

não existir diferenças significativas para nenhum dos microorganismos considerados (p 

> 0.05 em todos os casos).  

 

 

Tabela 18-Tabela descritiva dos resultados obtidos no teste de Adonis (Permanova); R2- Percentagem de variação 
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VI. DISCUSSÃO 

 

A presente investigação teve como objetivo a avaliação da adesão bacteriana bem 

como a relação da mesma com a molhabilidade na superfície implantar Vellox®.  Esta 

superfície resulta de um processamento da superfície implantar através de jateamento de 

partículas de óxido de alumínio e um duplo condicionamento ácido. Assim, pretendia-se 

avaliar in vitro e in vivo a adesão bacteriana desta superfície bem como as possíveis 

alterações estruturais que o biofilme bacteriano aderido poderia promover na mesma. 

Para a realização desta investigação optou-se por utilizar como superfície controlo a 

superfície maquinada pois esta, para além de ter sido das primeiras a ser comercializada, 

apresenta um baixo grau de rugosidade. A seleção desta superfície 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 investigação foram alunos 

voluntários membros da Comunidade Egas Moniz. Desta forma era possível obter um 

universo populacional jovem, saudável, padronizando-se assim a ausência de doenças 

sistémicas, cáries, medicação antibiótica, bem como outros fatores que promovam a 

alteração dos resultados microbiológicos e microscópicos. Foram selecionados 

indivíduos com a mesma faixa etária, padrões de higiene oral iguais, estado periodontal 

saudável (atestados na consulta assistencial de Periodontologia da Clinica Universitária 

Egas Moniz), fluxo salivar não estimulado e pH semelhante, dispositivos calibrados e em 

condições iguais para todos os participantes, bem como o manuseamento dos mesmos e 

dos resultados em câmara de fluxo laminar (garantindo assim um ambiente livre de 

contaminações) permitem atestar a fiabilidade dos resultados deste estudo (Ferreira 

Ribeiro et al., 2016).  

O período de utilização do dispositivo intra-oral de 48h possibilita a formação do 

biofilme inicial. Um estudo realizado por Becker et al. (2013) onde foi analisado o 

biofilme formado nos períodos de 24h e 48h em três superfícies implantares distintas 

(Maquinadas, SLA e Maquinadas condicionadas) permitiu concluir que existe uma 

formação de biofilme significativamente maior no período de 48h do que 24h. Estes 

dados, juntamente com a adaptação de outros protocolos descritos na literatura para 

investigações semelhantes permitiu-nos definir 48h como o período janela para a 

utilização do dispositivo. (Avila et al., 2017; Conserva et al., 2018; John, Becker, & 

Schwarz, 2015; Schwarz et al., 2007).  
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A análise desta superfície com recurso a microscópio eletrónico de varrimento já 

se encontra descrita na literatura.  Giner et al. (2018) realizou uma investigação onde foi 

analisada a topografia superficial, a molhabilidade e a composição química de discos de 

titânio com dois tratamentos de superfície: um com o tratamento de duplo 

condicionamento ácido (previamente jateado com óxido de alumínio) e uma superfície 

maquinada. Nesta investigação observou-se que microscopicamente a superfície 

apresenta relevos e cavidades com dimensões variáveis, estando estas distribuídas 

aleatoriamente na superfície previamente jateada. Verificou-se também que a superfície 

maquinada apresenta uma topografia plana com sulcos circulares resultantes do 

tratamento de superfície (Giner et al., 2018). Os resultados obtidos nesta investigação 

estão em concordância com os obtidos por Giner et al. (2018). Todas as características 

referidas anteriormente podem ser visualizadas principalmente em ampliações superiores 

(2000x e 10000x), sendo que as mesmas características topográficas são iguais às 

encontradas por Giner et al. (2018) quer na superfície Vellox® quer na superfície 

maquinada. Na investigação de Giner et al. (2018) citada anteriormente, foi efetuada EDS 

da superfície implantar. Nesta situação os resultados não estão em concordância com a 

presente investigação, uma vez que os autores identificaram uma composição onde os 

elementos predominantes são o oxigénio e o carbono, enquanto na presente investigação 

o elemento predominante é o titânio. No entanto foi possível identificar a presença de 

partículas de óxido de alumínio que, e em consonância com o descrito na literatura, são 

provavelmente provenientes do jateamento e que não foram removidas durante o processo 

de condicionamento. A ausência de carbono na investigação descrita nesta tese pode ser 

justificada pela rápida análise dos implantes impedindo assim a contaminação da 

atmosfera. Tal ausência de contaminação permite ter uma representação mais fiável da 

composição elementar da superfície Vellox®. 

Neste estudo foi efetuado a análise da molhabilidade pelo método da deposição 

da gota séssil. Nesta investigação, para superfície Vellox® (duplo condicionamento ácido 

e jatemento de partículas), o valor médio obtido foi de 135º e para superfície maquinada 

foi de 102º. No estudo de Giner et al. (2018), o valor obtido foi de 110º para a superfície 

com duplo condicionamento ácido e jateamento e de 70º para a superfície maquinada 

(Giner et al., 2018). Esta discrepância de valores poderá estar associada a diferentes 

rugosidades das superfícies uma vez que a rugosidade é uma característica topográfica 

que influencia a medição dos ângulos de contacto (Frank Rupp et al., 2014). Desta forma 

é possível classificar ambas as superfícies estudadas nesta investigação como 
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hidrofóbicas. No entanto os valores do ângulo de com contacto da superfície Vellox® 

estão próximos dos valores padrão para superfícies superhidrofóbicas (CA>150º). Esta 

propriedade é característica das superfícies tratadas com condicionamento ácido pelo que 

os valores obtidos nesta investigação estão em consonância com o descrito na literatura 

(Frank Rupp et al., 2014).  

Ao contrário do estudo de Giner et al. (2018) nesta investigação foram utilizados 

implantes em vez de discos de titânio. Esta opção deve-se ao facto de a macro topografia 

do implante, como as espiras, não seria totalmente representada nos discos levando assim 

a uma reprodução pouco fiável do desempenho clínico dos implantes. Um estudo 

realizado por Naves et al. (2015) concluiu que a parâmetros como a rugosidade e a textura 

da superfície eram afetados pela macrogeometria do implante. Desta forma a utilização 

de discos de titânio apenas permite a reprodução, dos parâmetros anteriormente referidos, 

das zonas planas do implante e não existindo assim uma reprodução tão fiel da situação 

clinica (Naves et al., 2015). Tendo em conta os dados anteriormente citados optou-se por 

realizar a presente investigação em implantes em vez de discos de titânio permitindo 

aumentar a reprodutibilidade das condições clínicas.   

Segundo F. Rupp et al. (2018) as irregularidades macroscópicas dos implantes 

(por exemplo espiras) tornam a medição da molhabilidade alvo de erros. Como forma de 

avaliar possíveis erros durante a medição da molhabilidade foi selecionada uma zona 

(Zona A) que correspondia à câmara de retenção óssea do implante. Esta era uma zona 

plana e sem presença de espiras. Ao analisar os valores obtidos do ângulo de contacto 

nessa região implantar, observou-se que eram semelhantes aos valores obtidos nas outras 

duas zonas (Zona B e Zona C) com espiras, pelo que, nesta investigação, as espiras não 

influenciaram na obtenção dos resultados do ângulo de contacto. 

Neste estudo fez-se, pela primeira vez, a caracterização dos microrganismos 

aderidos à superfície Vellox® tanto in vitro como in vivo. O protocolo de recolha do 

biofilme das superfícies implantares foi baseado no protocolo descrito por Ferreira 

Ribeiro et al. (2016) onde foi avaliado a adesão bacteriana em três superfícies implantares 

distintas (maquinada, com condicionamento ácido e anodizada). A observação com 

recurso ao MEV dos implantes estudados nesta investigação, após a aplicação do 

protocolo de recolha, permitiu aferir a validade deste protocolo de recolha, tendo sido 

observado uma remoção total do biofilme da superfície implantar. Tal remoção total foi 

também garantida no estudo de Ferreira Ribeiro et al. (2016).   
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A utilização de controlos contaminados in vitro permitiu avaliar a especificidade 

e a sensibilidade da análise microbiómica. Na observação dos implantes de controlo 

deteta-se a presença de bactérias com morfologia bacilar, cocos e uma levedura em 

processo de divisão. Estas imagens revelaram ainda predominância de estruturas 

bacilares permitem-nos garantir que a contaminação decorreu na totalidade, estando 

presentes pelo menos, as duas bactérias com morfologia bacilar resultantes da 

contaminação in vitro (Escherichia coli e pseudomonas aeruginosa). Numa revisão 

sistemática da literatura Krasowska & Sigler (2014) afirmaram que as bactérias Gram 

negativas apresentam maior adesão bacteriana às superfícies e que o carácter hidrofóbico 

das bactérias aumenta a adesão das mesmas. Deste modo, e uma vez que as duas bactérias 

com morfologia bacilar são as únicas bactérias hidrofóbicas e gram negativas, pode-se 

explicar o motivo para existir predominância das mesmas na análise microscópica e 

microbiológica (Krasowska & Sigler, 2014). Durante a análise microbiológica dos 

implantes de controlo foi possível detetar Streptococcus infantis, em pequenas 

quantidades. No entanto esta estirpe bacteriana não foi utilizada na contaminação in 

vitro. Este erro na identificação poderá ser resultante da semelhança entre esta espécie e 

a Streptococcus mitis (utilizada na contaminação 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 semelhança entre estas duas estirpes bacterianas durante o 

processo de sequenciação dos genes da porção 16S do ARN ribossomal. A ausência da 

deteção da levedura presente nos implantes de controlo deveu-se ao facto de apenas 

terem sido sequenciados genes 16S ARN bacteriano. Os resultados da análise 

microscópica e microbiológica dos controlos revelam uma baixa sensibilidade (não 

foram detetados todos os microrganismos adicionados) e especificidade (foram detetados 

microrganismos que não foram adicionados) da análise microbiómica. 

Foram identificadas um total de 34 estirpes bacterianas presentes nos implantes 

contaminados in vivo sendo estas: Streptococcus infantis, Veillonella parvula, Rothia 

mucilaginosa, Veillonella díspar, 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 proporção foram Streptococcus infantis, Neisseria cinerea 

e Haemophilus parainfluenza. Todas estas já se encontram descritas em estudos 

anteriores na cavidade oral, no entanto, a presença destas espécies associadas a implantes 

cujo tratamento de superfície seja igual ao presente neste estudo, não se encontra na 

literatura atual.  

A localização dos dispositivos intra-orais é determinante na diversidade de 

espécies bacterianas existentes nas superfícies estudadas. Segundo Welch et al. (2019) 

espécies como Streptococcus spp., Granulicatella spp., Prevotella spp., Haemophilus 

spp. e Veillonella spp. são bactérias descritas como mais abundantes na região da gengiva 

queratinizada (Welch et al., 2019). A análise microbiológica 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 superfícies implantares estudadas nesta investigação. Estas são 

consideradas colonizadores primários da superfície implantar, pertencendo ao complexo 

amarelo e roxo do Complexo de Socranski e sendo responsáveis pela formação o biofilme 

inicial, componente essencial para o desenvolvimento do biofilme maduro (Teles, Teles, 

Frias-Lopez, Paster, & Haffajee, 2013). Na superfície implantar dos implantes estudados 

foi ainda possível 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 presença de bactérias como Rothia mucilaginosa, Rothia 

dentocariosa, Neisseria cinerea e Haemophilus influenzae  nas superfícies implantares 

estudadas é consistente com o presente na literatura, estando estas descritas como 

presentes em bolsas peri-implantares saudáveis (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 saudáveis e zonas com peri-implantites, 

concluiu a presença de bactérias peri-implanto patogénicas em zonas de implantes 
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saudáveis como a Veillonella parvula, Streptococcus spp e Actinomyces spp. Desta forma 

é assim possível justificar a existência deste tipo de bactérias nos pacientes 

periodontalmente saudáveis da presente investigação  (Sanz-Martin et al., 2017) . 

Um estudo de Diaz et al. (2016), cujo objetivo era caracterizar o biofilme inicial 

formado no esmalte conclui que após as primeiras 24h os colonizadores primários são 

seguidos pela adesão de bactérias como a Streptococcus infantis, Neisseria spp e Gemella 

spp. Tal estudo pode justificar a presença destas bactérias na superfície dos implantes 

estudados. É de notar que esta extrapolação só é possível devido à existência do estudo 

de Al-Ahmad et al. (2010) que conclui que a formação do biofilme sobre as superfícies 

implantares de titânio e de zircónica ocorre de maneira semelhante no esmalte dentário 

(Al-Ahmad et al., 2010; Diaz et al., 2006).  

Na análise microbiana, detetou-se bactérias como a Prevotella melaninogeni. 

Num estudo de Augthun M & G. (1997), onde foi analisado microbiologicamente defeitos 

ósseos peri-implantares foi possível detetar a existência da Prevotella melaninogeni, 

estando esta assim também associada à doença 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 não se encontram 

relatadas na cavidade oral sendo estas bactérias do microbioma intestinal (Moreno, 2015).  

A presença de Weeksellaceae spp. encontra-se previamente descrita na cavidade 

oral. Esta desempenha papel como marcador tumoral, estando associado ao carcinoma 

das células escamosas da cabeça e pescoço (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 influência na diminuição 

do risco de carcinoma das células escamosas da cabeça e pescoço (Hayes et al., 2018; 

Kumar, Mason, Brooker, & O’Brien, 2012; Mark Welch et al., 2019).   

É relevante frisar a predominância de bactérias Gram-negativas sobre as bactérias 

Gram-positivas. Tais dados estão em concordância com o que descrito por Kumar et al. 

(2012) que ao caracterizar o perfil bacteriano de implantes saudáveis e afetados por peri-

implantite, determinou uma maior predominância de bactérias gram-negativas nos 

implantes saudáveis (Kumar et al., 2012)  

No presente estudo foi possível verificar que a diversidade bacteriana presente foi 

semelhante nos dois tipos de implante. Por outras palavras foi possível verificar que a 

composição bacteriana em ambas as superfícies estudadas foi a mesma, sendo esta 
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conclusão fundamentada com a ausência de diferença estatísticamente significativas da 

beta diversidade e proporções bacterianas. Estes resultados contrastam com o que se 

encontra descrito na literatura, em que parece haver uma maior adesão bacteriana a 

superfícies implantares irregulares do que a superfícies planas. Desta forma é possível 

afirmar que a in vivo e in vitro a colonização bacteriana não é influenciada pelas 

características topográficas ou propriedades físico-químicas da superfície Vellox®. Este 

resultado vem corroborar estudo prévios como Ferreira Ribeiro et al. (2016) que conclui 

que a rugosidade e a microtopografia da superfície implantar não estimulava a formação 

do biofilme inicial em superfícies de titânio com diferentes tratamentos de superfície.   

A ausência de alterações na estrutura microscópica de ambas as superfícies 

implantares deve-se ao facto de este estudo ter sido realizado durante um período curto. 

Segundo Souza et al. (2015), as primeiras alterações estruturais da superfície implantar 

só começam a ser observadas após 21 dias de exposição (Souza et al., 2015).  

A análise do MEV aos implantes contaminados in vivo e sem o protocolo de 

remoção permite-nos afirmar que existiu uma colonização da superfície de forma 

uniforme. Esta colonização deu-se de igual forma entre as duas superfícies, aspeto esse 

previamente observado nos controlos da adesão in vitro.  É de notar que a adesão 

bacteriana a nível apical do implante pode ser desprezível uma vez que, em contexto 

clínico, este nunca estará exporto à cavidade oral estando introduzido no osso.   

A facilidade de remoção do biofilme implantar deverá ser abordada em estudos 

futuros de forma a se poder entender o mecanismo de formação do biofilme 

cronologicamente. Para tal o autor propõe a realização de estudos onde seja efetuado 

protocolos de remoção em implantes contidos na cavidade oral por períodos de tempo 

distintos (por exemplo remoção do implante e análise microbiológica ao fim de um 

período de 24h, 48h, 72h, 5 dias, 7 dias e 14 dias). 

As principais limitações deste estudo são enunciadas a seguir. O facto de se tratar 

de um estudo por um período de 48h implica um comprometimento do voluntário para a 

sua utilização, não sendo possível uma vigilância permanente do mesmo para o 

cumprimento do protocolo de utilização. Desta forma, a presença de valores baixos de 

leituras em alguns indivíduos indica-nos uma eventual má utilização do dispositivo intra-

oral uma vez que o reduzido número de leituras surgiu em ambos os implantes do mesmo 

dispositivo intra-oral, ou seja, do mesmo individuo. Adicionalmente, durante este 

período, existe o risco de contaminação por parte do voluntário durante a sua utilização. 

Para reduzir o impacto destas limitações, os voluntários foram instruídos para a utilização 
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adequada dos dispositivos. Em acréscimo a esta instrução de utilização o autor propõe a 

disponibilização ao voluntário de uma tabela cronológica onde o mesmo deve registar os 

períodos (e a sua duração) em que remove o dispositivo intra-oral, como forma a permitir 

o controlo aquando da análise de dados.  A análise microbiológica não permitiu uma 

avaliação quantitativa das bactérias presentes em cada superfície implantar pelo que os 

resultados obtidos podem ser em parte determinados pela diferente taxa de colonização 

bacteriana em cada indivíduo.   

É ainda denotar que a técnica de fixação do implante ao dispositivo intra-oral 

usado   obstrui a exposição do colo no implante ao meio da cavidade oral.  A observação 

do mesmo é fundamental para caracterizar e avaliar a adesão microbiana aos implantes 

pois em situação de doença peri-implantar tal região do implante é a primeira a ser 

exposta à cavidade oral. Como forma de minimizar esta limitação o autor propõe a 

utilização, em estudos subsequentes, de uma peça intermediária que permita a exposição 

do colo do implante a fim de este poder ser analisado.  

Para além das formas de minimizar as limitações referidas anteriormente, o autor 

propões duas medidas adicionais para ser realizado em estudos futuros: 

1. Disponibilização ao voluntário de um kit de higienização (escova + pasta 

dentífrica) para que o protocolo de higienização em todos os voluntários seja 

semelhante, bem como uma tabela de registo dos momentos da escovagem 

dentária; 

2. Utilização de um software (por exemplo OPTICA®) para quantificar em 

unidades superficiais os microorganismos detetados nas observações com o 

MEV; 

3. A presença de quatro implantes (dois implantes com superfície Vellox® e dois 

implantes com superfície maquinada) em vez de dois em todos os dispositivos 

intra-orais, permitindo assim um maior controlo sobre as análises efetuadas 

aos mesmo. 
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VII. CONCLUSÃO 

 

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

 

1. A aplicação do duplo condicionamento ácido em acréscimo ao jateamento com 

partículas de óxido de alumínio diminui a molhabilidade da superfície, sendo esta 

diminuição representada pelo aumento do ângulo de contacto; 

2. A exposição da superfície implantar Vellox® e da superfície maquinada à 

cavidade oral por um período de 48h durante a formação do biofilme inicial não 

produz alterações microestruturais na mesma; 

3. A colonização bacteriana decorreu da mesma forma na superfície Vellox® e na 

superfície maquinada (controlo) tendo um microbioma constituinte semelhante; 

4. A microtopografia e a molhabilidade não estimulam a formação do biofilme 

inicial nas superfícies de titânio com diferentes tratamentos de superfícies.  

 

Perspetivas futuras: 

 

 Testes quantitativos semelhantes in vivo para avaliar quantitativamente o 

número de bactérias depositadas na superfície Vellox®; 

 Análise de outras características da superfície como por exemplo a rugosidade; 

 Testes in vivo com avaliação da deposição do biofilme com recurso a outras 

técnicas como a hibridação in situ florescente ou a microscopia confocal; 

 Caracterização histológica e comparação do processo de osteointegração da 

superfície implantar Vellox® com outras superfícies implantares; 

 Caracterização e comparação do microbioma formado entre superfícies 

implantares com duplo condicionamento ácido e jateamento e superfícies 

implantares com um único condicionamento ácido e jateamento; 

 Avaliação microscópica da superfície Vellox® após aplicação dos protocolos de 

remoção do biofilme em vigor para o tratamento das peri-implantites; 

 Avaliação microscópica da superfície implantar Vellox® e de outras superfícies 

implantares submetidas ao ambiente da cavidade oral: Estudo in vivo  
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TABELA DOS VALORES DO ÂNGULO DE CONTACTO; Tipo de implante:1-Vellox®/2-Maquinado; Número do 

implante avaliado; Tipo da gota: SD- Sessil Drop (Gota séssil)   
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